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Abreviaturas

ADCC: “Antibody-dependent cell-mediated citotoxicity” (citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpos).

BOC: Bandas oligoclonales.

CIS: “Clinical isolated sindrome” (sindrome clinico aislado).
DIS: “Dissemination in space” (diseminacién en espacio).
DIT: “Dissemination in time” (diseminacion en el tiempo).

EAE: “Experimental autoimmune encephalomyelitis” (encefalomielitis experimental

autoinmune).
EBNA-1: “Epstein Barr nuclear antigen-1"" (antigeno nuclear de Epstein Barr- 1).

EDSS: “Expanded disability status scale” (escala expandida del estado de la
discapacidad).

EM: Esclerosis multiple.

EMPP: Esclerosis multiple primaria progresiva.

EMRR: Esclerosis multiple remitente recurrente.

EMSP: Esclerosis multiple secundaria progresiva.

FcRy: Cadena gamma del complejo de sefializacion del receptor Fc CD16.
GWAS: “Genome-wide association study” (estudio de asociacion del genoma completo).
HCMV: “Human cytomegalovirus™ (citomegalovirus humano).

HHV6: “Human herpesvirus 6" (herpesvirus humano tipo 6).

HLA: “Human Leucocyte Antigen” (antigeno leucocitario humano).

IFN: Interferon.

Ig: Inmunoglobulinas.

LCR: Liquido cefalorraquideo.

MCMV: “Murine cytomegalovirus” (citomegalovirus murino).



MOG: “Myelin oligodendrocyte glycoprotein” (glicoproteina de la mielina de

oligodendrocitos).

MSSS: “Multiple sclerosis severity scale” (escala de gravedad en la esclerosis multiple)
NK: “Natural Killer”.

OR: “Odds ratio”.

PBMC: “Peripheral blood mononuclear cells” (células mononucleares de sangre

periférica).

PLP: “Myelin proteolipid protein” (proteina proteolipidica).
PLZF: “Promyelocytic leukemia zinc finger”.

RNM: Resonancia nuclear magnética.

SNC: Sistema nervioso central

TME: Tratamiento modificador de la enfermedad.

TNEF: “Tumor necrosis factor” (factor de necrosis tumoral).

VEB: Virus de Epstein Barr.
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RESUMEN

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria desmielinizante del sistema
nervioso central que presenta un curso clinico impredecible y heterogéneo. En el
desarrollo de la EM intervienen factores genéticos y medioambientales, destacando entre
estos ultimos la influencia de infecciones por herpesvirus. Concretamente, el Virus de
Epstein Barr (VEB) es un herpesvirus que se ha asociado en base a multiples estudios
seroepidemioldgicos con un mayor riesgo de desarrollo de la enfermedad, estando
presente de forma practicamente universal en los pacientes con EM y relaciondndose los
titulos de inmunoglobulina G (IgG) frente al antigeno nuclear de Epstein Barr-1 (EBNA-
1), con un mayor riesgo de conversion a EM. Por el contrario, el citomegalovirus podria

conferir una menor susceptibilidad al desarrollo de la EM.

En la inmunopatologia de la EM intervienen tanto linfocitos T como B,
implicandose también el sistema inmune innato, destacando dentro de este ultimo las
células “natural killer” (NK). En este sentido, el citomegalovirus (HCMV) es uno de los
factores ambientales mas influyentes a la hora de modificar el sistema inmune,
incrementando la poblacion de células T de memoria especificas para el virus, asi como
induciendo cambios en el compartimento NK, produciendo una expansion en algunos
sujetos de células NK adaptativas que expresan el receptor activador NKG2C(+) que ha
sido asociado con un menor riesgo de progresion de la enfermedad. Recientemente se han
descrito otros cambios adaptativos adicionales a la expresion de NKG2C(+) asociados a
la infeccidén cronica por el HCMV, como la silenciacion epigenética del factor de
transcripcion PLZF (“promyelocytic leukemia zinc finger ) y la pérdida de la cadena
gamma en el complejo de sefializacion del receptor Fc CD16 (FcRy) que se ha asociado
con una mayor actividad NK mediante citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

(ADCC: “Antibody Dependent Cell-mediated Cytotoxicity ™).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los cambios inducidos por el HCMV
en el compartimento NK, tanto en su inmunofenotipo como en su funcion, estudiando las
implicaciones de la repuesta adaptativa NK en la clinica de los pacientes con EM,
teniendo en cuenta la seroprevalencia del HCMV, asi como su posible impacto sobre el
control de otras infecciones virales que podrian estar implicadas en la enfermedad, tal

como la del VEB.



En nuestro estudio, observamos una menor seroprevalencia del HCMV en fases
iniciales de la enfermedad, asi como una correlacion negativa, en sujetos HCMV(+),
entre el tiempo de evolucidon de la enfermedad y la respuesta humoral determinada por
los titulos de anti-EBNA-1, lo que podria indicar un mayor control de la infeccion por
VEB en aquellos casos con infeccion cronica por HCMV, e implicando posibles
mecanismos de inmunidad heter6loga entre el HCMV y el VEB. Adicionalmente, los
individuos HCMV(+), independientemente de la presencia de la enfermedad, mostraron
una mayor proporcion de células T diferenciadas terminales, implicando que la presencia
de células T menos diferenciadas en pacientes HCMV(-) podria conferir mayor

susceptibilidad a desarrollar procesos inflamatorios.

Posteriormente, se analiz6 la influencia del HCMV en el compartimento NK,
encontrando que la infeccidon crénica por el virus se asocidé a un inmunofenotipo
adaptativo en estos linfocitos, caracterizado por una mayor expresion de NKG2C, asi
como una menor expresion de FcRy y PLZF, tanto en controles sanos como en pacientes
con EM, pero con diferencias en la distribucion de marcadores adaptativos en las células
NK en pacientes, influenciadas por la forma clinica de la enfermedad y el tratamiento con
interferon-beta. Asimismo, la expresion de NKG2C(+) asociado a la infeccion crénica
por HCMYV se encontr6 relacionada a una menor discapacidad ya desde fases iniciales de
la enfermedad, apoyando la hipotesis del HCMV como posible factor protector para el
desarrollo de la misma. Adicionalmente, se observo una mayor pérdida de PLZF en
pacientes con esclerosis multiple seronegativos para el citomegalovirus con respecto a los
controles, sugiriendo que otros factores independientes al HCMV podrian inducir el

desarrollo de marcadores adaptativos en las células NK en el contexto de la EM.

Por ultimo, nuestro estudio evalud la influencia del inmunofenotipo NK en la
funcion de estos linfocitos en pacientes con EM, encontrando que la actividad citotdxica
mediada por anticuerpos de las células NK contra linfocitos B infectados por virus de
Epstein Barr puede diferir en la esclerosis multiple en relacion a su forma clinica, siendo
menor en pacientes con formas primarias progresivas, y que, al contrario que en sujetos
sanos, un inmunofenotipo adaptativo en la EM, no se asocid a una mayor actividad celular
dependiente de anticuerpos en la enfermedad, apoyando la hipotesis de una menor

respuesta NK adaptativa en pacientes con EM.



ABSTRACT

Multiple Sclerosis (MS) is an inflammatory demyelinating disease of the central nervous
system characterized by a highly variable clinical course. Both genetic and environmental
factors are involved in the development of MS, with a remarkable influence of
herpesvirus infections. Epstein-Barr Virus (EBV) is associated with an increased risk of
MS, which is supported by seroepidemiological studies, describing a universal
seroprevalence of EBV in MS patients and a higher risk of MS conversion associated
with elevated Epstein-Barr virus nuclear antigen-1 (EBNA-1) immunoglobulin G titers.

By contrast, human cytomegalovirus was recently related to lower MS susceptibility.

T cells and, recently B lymphocytes, are involved in MS immunopathogenesis. In
addition, the innate immune system, and in particular, natural killer (NK) cells, have also
been implicated in the disease. In this regard, HCMV exerts a profound impact on the
immune system, increasing HCMV specific memory T cells, and promoting a persistent
reconfiguration of the NK cell compartment characterized by an expansion of NKG2C(+)
NK cells, which have been associated with lower disability risk in MS patients. Additional
associated-adaptive NK cell markers include the epigenetic silencing of the
promyelocytic leukemia zinc finger (PLZF) transcription factor, and the loss of the
gamma chain adaptor coupled to CD16 (FcRy), which has been related to higher antibody
dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) by NK cells.

The aim of the present work was to evaluate HCMV-induced changes on the NK
cell compartment in MS. We evaluated the NK cell adaptive immunophenotype as well
as the function of these lymphocytes, assessing the implications of the adaptive NK cell
response in the clinical course of MS patients, as well as the impact of HCMV chronic
infection on humoral responses to other herpesvirus infections (i.e., EBV) involved in the

disease.

We observed a low HCMV seroprevalence in early MS patients that was
independent of age. Moreover, HCMV(+) early MS patients had an inverse correlation
between MS duration and the humoral response to EBV determined by anti-EBNA-1 IgG
index, which might suggest a higher immune control of EBV infection in HCMV(+) cases

by mechanisms of heterologous immunity between both viruses. In addition, HCMV(+)
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MS patients had a higher proportion of differentiated terminal T cells as compared to
HCMV(-) cases independently of other clinical characteristics, suggesting that the
differentiation of the T cell compartment might be involved in the putative protective role

of HCMV in MS.

Evaluating the HCMV influence on the NK cell compartment, we found that
chronic HCMYV infection was associated to an adaptive NK cell immunophenotype, that
was characterized by higher expression of NKG2C, and lower of FcRy and PLZF in NK
cells, both in healthy controls and MS patients. However, adaptive NK cell markers in
patients were influenced by MS clinical form and treatment with interferon beta.
Moreover, a higher NKG2C(+) expression in NK cells was related to lower MS disability
in early MS patients, supporting the hypothesis that HCMV may reduce MS risk.
Additionally, we observed a higher PLZF loss in HCMV(-) MS patients as compared to
controls, suggesting that other factors independent to HCMYV infection could induce the

expression of the adaptive NK cell markers in the context of MS.

Finally, we evaluated the influence of the adaptive NK cell immunophenotype on
the function of these lymphocytes in MS. We found that antibody dependent cell-
mediated cytotoxicity (ADCC) responses by NK cells against EBV(+) lymphoblastoid
cell lines may differ in relation to MS clinical form, perceiving a lower ADCC function
in primary progressive MS patients. Furthermore, in contrast to healthy controls, an
adaptive immunophenotype was not associated to higher ADCC in MS. Overall, our
results provides further insights on the putative protective role of HCMV in MS,
suggesting that an adaptive NK cell response induced by chronic HCMV infection may
be deficient in MS patients.



1. INTRODUCCION
1.1.ESCLEROSIS MULTIPLE

1.1.1. Epidemiologia de la Esclerosis Multiple

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria desmielinizante del sistema
nervioso central (SNC) de etiologia desconocida caracterizada por un curso clinico
impredecible y heterogéneo. La EM es una de las principales causas de discapacidad en
adultos jovenes, con una prevalencia estimada de unos 2,3 millones de pacientes a nivel
mundial. En nuestro medio, estudios recientes muestran que aproximadamente 80-100
pacientes/100.000 habitantes en Espafia padecen la enfermedad (1). La EM se presenta
predominante en el sexo femenino, con una proporcion mujer/hombre de 1,5-2,5/1 (2),
inicidndose en la mayoria de los pacientes entre los 20 y los 40 afios, aunque se han

descrito casos en la primera e incluso en la octava década de la vida (3,4).

La prevalencia de EM varia segln la latitud, siendo menor en regiones cercanas
al ecuador, y mayor en zonas de Norteamérica, sur de Australia y Europa del Norte. Se
cree que esta mayor proporcion en zonas de menor exposicion solar podria estar en
relacion con una baja concentracion de vitamina D (5). No obstante, otros factores

ambientales podrian jugar un papel adicional en el desarrollo de la EM.

En los ultimos afios se ha descrito un aumento en el nimero de pacientes con EM.
Sin embargo, no esta claro si este aumento se debe a una mayor incidencia real de la
enfermedad, a un mayor acceso al sistema sanitario de los pacientes en relacion con una
mayor disponibilidad de pruebas diagnosticas, y/o a cambios en los criterios diagnosticos

que permiten realizar un diagnostico precoz de la enfermedad (6).

1.1.2. Semiologia y diagnostico

La clinica y forma de presentacion de la EM es muy variable y heterogénea. El 85% de
los pacientes se presentan con un curso clinico denominado remitente-recurrente

(EMRR), caracterizado por una presentacion semiologica de la enfermedad en forma de
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brotes de afectacion neurologica focal o multifocal con una duracién mayor a 24h, en
ausencia de fiebre o clinica infecciosa, y que puede presentar una recuperacion parcial o
completa posteriormente. Los estudios de historia natural de la enfermedad describen que
tras 10-20 afios de evolucion, aproximadamente la mitad de los pacientes con EMRR
desarrollan una discapacidad progresiva, independientemente de la presencia de brotes
(Esclerosis Multiple Secundaria Progresiva, EMSP). Sin embargo, estudios més recientes
han reportado un menor porcentaje de transicion a EMSP (7), que podria estar relacionado
con el uso de farmacos modificadores de la enfermedad (8). Entre un 10-15% de los
pacientes pueden presentar un cuadro progresivo desde el inicio (Esclerosis Multiple
Primaria Progresiva, EMPP). Actualmente, se tiende a categorizar las formas de
esclerosis multiple tanto las formas en brotes, como las progresivas, segun la presencia
de actividad clinica (brotes) o radiologica (presencia de captacion de gadolinio por
Resonancia Nuclear Magnética (RNM)), siendo posible categorizar las formas

progresivas en activas o no activas (9).

Las manifestaciones clinicas de la EM vienen definidas por la localizacion de las
lesiones, presentandose a nivel clinico de forma heterogénea. Sin embargo, dado que las
lesiones tienen una predileccion por ciertas areas topograficas del SNC, la semiologia
puede presentarse de una forma tipica sugestiva de la enfermedad. Los sintomas
caracteristicos de la enfermedad pueden ser sensitivos, alteraciones motoras, visuales,
trastornos de la coordinacion, disfuncion sexual, alteraciones genitourinarias o

intestinales, y trastornos afectivos o cognitivos.

La discapacidad de la enfermedad se mide en la practica clinica a través de la
escala EDSS (Expanded Disability Status Scale, EDSS) de Kurtzke (10) que puntia
mediante una escala ordinal de forma ascendente de 0 a 10, evaluando 8 sistemas
funcionales, y teniendo en cuenta la capacidad del paciente para la deambulacion con o
sin necesidad de apoyos. Otra escala utilizada para evaluar la discapacidad es la MSSS
(Multiple Sclerosis Severity Score) que permite cuantificar la discapacidad del paciente,
mediante una variable continia medida mediante el EDSS en funcion de la duracion de

su enfermedad (11).

El diagnéstico de la enfermedad, basado en los criterios diagnosticos McDonald

2010 (12), y revisados en 2017 (13), se realiza a través de hallazgos clinicos y de
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neuroimagen, apoyados por otras pruebas paraclinicas de laboratorio, asi como la
exclusion razonable de otros diagndsticos. Estos criterios precisan la demostracion de la
diseminacion de la enfermedad tanto en espacio (lesiones en diferentes localizaciones
tipicas de la enfermedad) como en tiempo (al menos dos brotes tipicos de la enfermedad,
separados por al menos 30 dias, o presencia de nuevas lesiones en RNM o en diferente
fase evolutiva). A nivel de neuroimagen, la diseminacién en espacio (DIS) mediante
RNM, puede demostrarse por la presencia de una o mas lesiones hiperintensas en T2,
caracteristicas de la enfermedad, en 2 o mas de las cuatro areas tipicas del SNC:
periventriculares, corticales o yuxtacorticales, infratentoriales y/o medulares. La
diseminacion en tiempo (DIT) puede demostrarse por la presencia simultdnea de lesiones
captantes y no captantes de gadolineo en una tinica RNM, o por la aparicion de nuevas

lesiones hiperintensas en T2 o captantes de gadolinio en una RNM de control.

El estudio del LCR de los pacientes es util para evaluar la presencia de Bandas
Oligoclonales (BOC), presentes en hasta un 87% de pacientes con EM (14). Es un criterio
relevante para el diagndstico de los pacientes con EMPP (12), y también en casos en los
que el paciente s6lo ha presentado un unico evento clinico o brote, (CIS: Clinically
Isolated Syndrome), donde la presencia de BOC, siempre que por RNM cumpla criterios

de DIS, puede sustituir al criterio de DIT para establecer el diagnostico de EM (13,15).

El diagnostico de EMPP, segun los criterios actuales, requiere la evidencia de
progresion clinica durante al menos 1 afio, y al menos dos de tres de las siguientes
caracteristicas: DIS en RNM segun lo previamente descrito, dos o mas lesiones en T2 a
nivel medular, o presencia de bandas oligoclonales (BOC) en liquido cefalorraquideo

(LCR) (13).
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1.1.3. Tratamiento

El tratamiento de la enfermedad puede clasificarse en tratamiento del brote, tratamiento
inmunomodulador con firmacos modificadores de la enfermedad, y tratamiento

sintomatico.

- Tratamiento del brote:

El objetivo del tratamiento del brote con corticoides a altas dosis es la reduccion de la
duracién del mismo (16). Sin embargo, su efecto a largo plazo sobre la reduccion de la
discapacidad de la enfermedad no estd demostrado. Actualmente, el régimen
recomendado es la administracion de metilprednisolona endovenosa en bolus de 1g/dia
durante 3 o 5 dias (17). Recientemente, nuevos estudios sugieren que el uso de una pauta
oral de 1 g o 500 mg de metilprednisolona podria tener la misma eficacia sobre el brote,

con similares efectos adversos (18).

En los casos en los que el tratamiento con metilprednisolona no es efectivo,
diferentes estudios apoyan el uso de la plasmaféresis en brotes graves con importante
discapacidad (19). Asimismo, existen algunos datos a favor del uso de inmunoglobulinas

endovenosas para el tratamiento del brote, con resultados mas controvertidos.

- Tratamiento modificador de la enfermedad (TME):

Se denominan tratamientos modificadores de la enfermedad a aquellos farmacos que
consiguen la reduccion del nimero de brotes, asi como de la discapacidad secundaria a
los mismos. Actualmente, el tratamiento de 1a EM se basa en intentar suprimir la actividad
inflamatoria. Para ello, disponemos de multiples farmacos con diferentes mecanismos de
accion y efectos adversos. En general, se denominan farmacos de moderada eficacia a
aquellos farmacos que, a pesar de tener una menor eficacia, son fArmacos mas seguros, y
se consideran los farmacos de eleccion para el tratamiento inicial de pacientes con EM
activa (utilizando una aproximacion de terapia de escalado). En aquellos pacientes que
presentan una forma de inicio agresiva o de muy alta actividad, donde es asumible un

mayor riesgo de efectos adversos a expensas de una mas alta eficacia, se usarian farmacos
13



de alta eficacia (en un contexto de terapia de induccion), con el objetivo de conseguir una

mayor tolerancia inmunoldgica modificando el sistema inmune.

Como farmacos de moderada eficacia actualmente tenemos el interferon beta, el
acetato de glatirdmero, la teriflunomida y el dimetil fumarato. En caso de fallo terapéutico
con dichos farmacos o ante casos de inicio clinico agresivo, se dispone de farmacos de
alta eficacia, como el fingolimod, natalizumab, ocrelizumab, cladribina y alemtuzumab,
de mayor eficacia demostrada frente a un comparador activo (en general interferén o
teriflunomida), a expensas de una mayor complejidad en cuanto a seguridad y potenciales

efectos adversos.

1.1.4. Fisiopatologia de la Esclerosis Multiple

La EM se considera una enfermedad autoinmune, interviniendo en su desarrollo una
interaccion compleja entre factores genéticos y medioambientales. Actualmente se
postula que la EM se desarrolla en sujetos genéticamente predispuestos en los que se
desencadena un proceso autoinmune mediado por células T autorreactivas especificas
frente antigenos mielinicos del SNC sobre las que se han alterado los mecanismos de
regulacion inmunolédgica, conduciendo a su paso por la barrera hematoencefilica y

desencadenando desmielinizacion y dafio axonal en el SNC (20).

Factores genéticos

La EM se considera una enfermedad con un componente genético, presentando entre un
10-20% de los pacientes algun familiar afectado con la enfermedad (21-23). Hoy en dia
sabemos que la tasa promedio de concordancia de EM para gemelos monocigotos es de
aproximadamente un 25%, y de un 5% para gemelos dicigotos (24). Dos hechos llaman
la atencion de estos datos. Por un lado, la evidente mayor concordancia en gemelos
monocigotos que en dicigotos y, por otro lado, la proporcion significativa de gemelos
monocigotos que no son concordantes, lo que sugiere que los factores genéticos por si
solos no son suficientes para desarrollar la enfermedad, sino que incrementan la

susceptibilidad a la misma, siendo la interaccion de esta susceptibilidad genética en
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asociacion con otros factores medioambientales, lo que condiciona el desarrollo de la

enfermedad (25).

Existe una asociacion del haplotipo HLA-DR15 (HLA, “Human Leucocyte
Antigen”’) con una mayor susceptibilidad para padecer la EM, con una “odds ratio” (OR)
3.1 para el alelo HLA-DRB1*1501 (26), asi como una menor contribucion de otros genes
identificados mediante estudios GWAS (“Genome-wide association study”), estando la
gran mayoria de ellos relacionados con el funcionamiento del sistema inmune, lo que
apoyaria la hipdtesis de autoinmunidad desarrollada en un contexto de susceptibilidad
genética. De estos, destacan los alelos que codifican los genes de IL2Ra e IL7Ra (27),
implicados en la homeostasis de las células T (28), asi como otros genes implicados en
vias de sefializacion de citoquinas (Ej: CXCRS, IL7, IL12RBI1, IL22RA2, IL12A, IL12B,
IRF8, TNFRSF1A, TNFRSF14, TNFSF14), moléculas coestimuladoras (Ej: CD37,
CDA40, CD58) y seifiales de traduccion (Ej: STAT3, MALTI1, TYK2). También se han
descrito genes relacionados con otros factores de riesgo ambientales como la vitamina D
(CYP27B1, CYP24A1), con los mecanismos de accion de los diferentes TME tales como
el natalizumab (VCAMI1) y daclizumab (IL2RA), asi como con el funcionamiento de

linfocitos T, B, células NK, células mieloides y microglia (29).

Factores ambientales

Se han descrito multiples factores ambientales que pueden influir en el desarrollo de la
enfermedad. Entre ellos destacan los niveles bajos de vitamina D, la exposicion al tabaco
(30), ambos asociados en diferentes estudios de forma negativa con la enfermedad (31—
34), y que podria deberse a la relacion de ambos factores con modificaciones inmunes
que condicionarian un estado proinflamatorio (35). No obstante, uno de los factores
ambientales en la EM mas ampliamente estudiados es la asociacion a infecciones cronicas

por herpesvirus (36).

- Virus de Epstein-Barr v Esclerosis Multiple

El virus de Epstein-Barr (VEB) es un y-herpesvirus altamente prevalente en nuestro

medio con una prevalencia en la poblacion general de aproximadamente un 90-95%. La
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primoinfeccion suele producirse en la infancia, y suele ser asintomatica o subclinica. Sin
embargo, cuando esta primoinfeccion se produce en la adolescencia o al inicio de la edad
adulta, puede producir sintomas y manifestarse como una mononucleosis infecciosa en
un 30-40% de los infectados, desarrollando fiebre, adenopatias, amigdalitis, mialgias,
hepatomegalia y fatiga. En contexto de una inmunosupresion, la primoinfeccion por VEB
puede dar lugar a complicaciones graves, como, por ejemplo, en sujetos con la
enfermedad de Duncan, un sindrome linfoproliferativo ligado al cromosoma X, donde la
infeccion por el VEB puede llegar a ser mortal. Tras la primoinfeccion, el virus se
mantiene de forma persistente en sujetos inmunocompetentes, estableciendo una
infeccion latente con un reservorio en linfocitos B, pudiendo, hipotéticamente, modular
su funcion y favorecer el desarrollo de trastornos autoinmunes (37). Las células B
infectadas por VEB podrian mantener una poblacion de células B autorreactivas,

facilitando su maduracion a células B de memoria y su interaccion con células T (38,39).

La mayoria de los estudios seroepidemioldgicos apuntan a una asociacion del
VEB con la EM, encontrandose de forma practicamente universal en todos los pacientes,
en contraposicion con aproximadamente el 90% de los sujetos sanos (40). Asi mismo,
existe un riesgo aumentado de desarrollar la enfermedad en aquellos sujetos que han
padecido una mononucleosis infecciosa (41,42). En apoyo de la influencia del VEB en el
desarrollo de la enfermedad, se ha descrito que los pacientes con EM presentan una mayor
respuesta de linfocitos T especificos para el antigeno EBNA-1 (antigeno nuclear de
Epstein Barr-1) frente antigenos mielinicos (43), y se han relacionado los titulos de
inmunoglobulina G (IgG) EBNA-1 con un mayor riesgo de conversion a una EM definida

desde estadios iniciales de la enfermedad (44).

En diferentes estudios patologicos de pacientes con EM se ha evaluado la
presencia del VEB en lesiones desmielinizantes y en infiltrados linfoides formando
foliculos linfoides ectopicos en las meninges de pacientes con formas progresivas, aunque
con resultados controvertidos segin los estudios (45—48). Recientemente, un estudio
realizado en tejido cerebral postmortem en pacientes con EM describe la presencia de
VEB en mas del 90% de los pacientes (91/101), contrastando con su deteccion en tan solo
una pequefia proporcion de controles, ademas de observar la presencia del virus no so6lo

en células B sino también en microglia y astrocitos, plantedndose estos autores un
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potencial papel patogénico del VEB en la enfermedad (49).

Por todo ello, el VEB se considera como el principal patdogeno relacionado con la
EM, en la que jugaria un papel como factor sine qua non (50,51), pero sin que se haya
podido demostrar de forma fehaciente hasta la fecha un papel patogénico directo en la

enfermedad.

- Citomegalovirus v Esclerosis Multiple

En contraposicion al VEB, el citomegalovirus humano (HCMV: Human
Cytomegalovirus) ha sido relacionado en los tltimos afios con un menor riesgo de EM
(52). ELHCMYV es un B-herpesvirus altamente prevalente en la poblacion general con una
frecuencia variable (40-100%) dependiendo de la edad y asociado de forma inversa con
el nivel socioecondmico (53). Similar a otros herpesvirus, la primoinfeccion suele
producirse en la infancia, siendo asintomatica o subclinica en la mayoria de los casos,
pero con una alta morbimortalidad en pacientes inmunosuprimidos. Asimismo, la
infeccién congénita por el virus, mediante transmision vertical, es la principal causa de
malformaciones perinatales de etiologia infecciosa, produciendo hipoacusia
neurosensorial y microcefalia en neonatos (54). El HCMYV tiene capacidad para infectar
diferentes subtipos celulares, manteniéndose el virus de forma persistente en fase de

latencia en progenitores mieloides CD34(+) (55).

Diversos estudios seroepidemiologicos, realizados tanto en poblacion pediatrica
(56,57) como en poblacion adulta (52,58) relacionan al HCMV con una menor
probabilidad de desarrollar EM. En este sentido, es importante destacar el interés de los
estudios seroepidemioldgicos en poblacion pediatrica en la bisqueda de potenciales
factores desencadenantes o protectores, dado que el inicio de la enfermedad estd
probablemente mas proximo en el tiempo a dichos factores. Sin embargo, existe
controversia en cuanto al papel protector o predisponente del HCMV en el desarrollo de
la enfermedad, sin encontrarse diferencias en seroprevalencias en algunos metaanalisis
(59) o encontrandose en otros estudios una mayor prevalencia de HCMV en una cohorte
de pacientes con EM de origen irani (60). En todo caso, la mayoria de las evidencias
epidemioldgicas sugieren un posible papel protector del HCMV sobre la enfermedad,

pero sin poder dilucidar si este hallazgo es simplemente un epifenomeno relacionado con
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la exposicion a otros factores ambientales (digase, VEB), o si el HCMV juega un papel

activo en la fisiopatologia de la enfermedad.

Diversos estudios inmunoldgicos sobre la relacion del HCMV con la EM aportan
una vision adicional con respecto a los estudios epidemioldgicos. En pacientes con EM,
titulos altos de anticuerpos contra el HCMV se han asociado a un mejor prondstico clinico
y radiolégico, observandose en pacientes con titulos altos de IgG-HCMV un mayor
volumen cerebral y menor niumero de lesiones en T2 en RNM (61), sugiriendo que los
cambios secundarios a la infeccion por el HCMV en el sistema inmune podrian tener un
papel inmunorregulador de la enfermedad. Este efecto protector del citomegalovirus
también ha sido observado en modelos murinos (62), en los que se observd que la
infeccidn previa por el citomegalovirus murino (MCMYV) atenuaba el curso clinico de la
enfermedad, relacionandose con un menor infiltrado cerebral por células CD3(+). Sin
embargo, en otros trabajos se ha observado un aumento de la discapacidad en modelos
murinos de EAE MCMV(+), que se correlacionaron con la expansion de células T
CD4(+) CD28™! citotoxicas inducidas por el virus (63). No obstante, es importante
destacar que, en estos estudios, el papel de la infeccion por MCMV fue evaluado en un
contexto de primoinfeccion en el modelo murino, un escenario que puede diferir del de

la infeccion cronica latente presente en pacientes con EM.

En relacion a la posible relacion del HCMV con la EM, existen diferentes
hipotesis que relacionan el virus con el desarrollo o modulaciéon de enfermedades
autoinmunes (55,63), tales como la presencia de epitopos con reactividad cruzada entre
el HCMV y el péptido encefalitogénico MOG (“myelin oligodendrocyte glycoprotein™),
sugiriendo un papel patogénico del virus; sin embargo, la administracion de dicho péptido
en modelos de primates no humanos no ha conseguido reproducir la enfermedad (64). En
todo caso, recientemente ha sido descrito el HCMV como uno de los factores ambientales
mas influyentes a la hora de modificar el sistema inmune (65), abriendo la posibilidad de
que este virus pueda modular respuestas inmunes en determinados contextos patologicos,
tal como podria ocurrir en el caso de la EM u otras enfermedades de etiologia autoinmune
(55). Asi mismo, la posibilidad de inmunidad heteréloga entre virus (digase HCMV y
VEB) podria tener implicaciones inmunoldgicas adicionales en el contexto de estas

patologias (66,67).
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- Otros virus implicados en la Esclerosis Multiple

Ademéas de las asociaciones descritas previamente con el VEB y el HCMV, otros virus,
tales como el herpesvirus humano tipo 6 (HHV6), también se han asociado con la
enfermedad (68). El HHV6 es un virus linfotropico y neurotropico, que puede infectar
astrocitos en SNC (69), y se ha demostrado su presencia en lesiones desmielinizantes
(68). Asimismo, la presencia del virus en sangre se ha asociado a una peor respuesta al
tratamiento con IFNf y a un aumento del namero de brotes (70). En este sentido, se ha
descrito una replicacion activa del HHV6 en sangre periférica de pacientes con EM
asociada a la presencia de un polimorfismo del gen MHC2TA, el cual regula la expresion
de las moléculas HLA de clase II, ademas de estar relacionado con una mejor respuesta a

IFNB (71).
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1.2.CELULAS NATURAL KILLER Y ESCLEROSIS MULTIPLE

1.2.1. Inmunologia de la Esclerosis Multiple

El papel de los linfocitos T en la EM ha sido sustentado desde el desarrollo del modelo
murino de encefalomielitis alérgica experimental (Experimental Autoimmune
Encephalomyelitis, EAE), destacando una implicacion de linfocitos T CD4(+) Thl y
Th17 autorreactivos (72—74). La involucracion de células T CD4(+) en la fisiopatologia
de la EM en humanos estaria apoyada, asi mismo, por los estudios genéticos que
confirman un mayor riesgo de EM conferido por el HLA de clase II
(HLADRBI1 1501/HLADRBS 0101) (27). No obstante, en pacientes con EM es
caracteristico encontrar un mayor infiltrado de linfocitos T CDS8(+) en estudios
anatomopatolédgicos de lesiones del SNC (75), también sustentada dicha asociacion por
estudios genéticos que relacionan, en menor medida alelos HLA de clase I con la EM

(26).

En los ultimos afios, la implicacion de los linfocitos B en la EM ha adquirido un
papel relevante gracias a los resultados favorables obtenidos con terapias depletoras de
células B, sugiriendo un posible papel de estos linfocitos en funciones inmunolégicas de
presentacion de antigenos y produccion de citoquinas, ademas de la clasica produccion
de anticuerpos (76). La presencia de gammaglobulinas en LCR descrita por Kabat en
1942, y la posterior evidencia de bandas oligoclonales en LCR, descrita en por Karcher
en 1959, fueron las primeras evidencias para involucrar a estos linfocitos en la patologia
de la EM, sustentando una produccion intratecal de inmunoglobulinas por clones de
células B, aunque se desconoce si juegan un papel patogénico en la enfermedad. Asi
mismo, la presencia de bandas IgM lipido-especificas en LCR se ha asociado con una
mayor conversion de CIS a EM, asi como a una mayor actividad y progresion de la
enfermedad (77). La descripcion por algunos autores de la presencia de foliculos linfoides
ectopicos en meninges con células B infectadas por VEB en la fase progresiva de la
enfermedad (EMSP), apoyaria el papel patogénico de los linfocitos B, asociados también

a lesiones corticales subpiales (47).
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La EM se caracteriza por multiples lesiones focales (placas) predominantemente
en la sustancia blanca del SNC, aunque también puede afectar a la sustancia gris, tanto
cortical como profunda, en la médula y el tronco encefalico, en las que se produce un
infiltrado inflamatorio, con desmielinizacion, la formacion de una cicatriz astrocitaria y
una pérdida axonal. Estas lesiones, pueden ser parcial o completamente remielinizadas,
variando el grado de remielinizacion entre pacientes. Asimismo, también se produce un
proceso de neurodegeneracion difusa en la sustancia blanca y sustancia gris de apariencia
normal, que da lugar a atrofia cerebral, que puede ser cuantificable desde el inicio de la

enfermedad, siendo mayor en formas progresivas (78).

Las placas desmielinizantes, pueden diferenciarse en lesiones activas,
caracterizadas por una importante disrupcion de la barrera hematoencefélica, presentes
sobre todo en pacientes con EMRR, donde predominan células T CD8(+) y macréfagos
que infiltran de forma difusa el parénquima cerebral afectado, con presencia de células B,
y escasas células plasmaticas, unicamente a nivel perivascular; lesiones cronicas activas
o en lenta expansion, caracterizadas por la preservacion de la barrera hematoencefalica y
que pueden observarse tanto a nivel cortical como en la sustancia blanca, con actividad
inflamatoria desmielinizante en la periferia de la lesion, dependiente de microglia
activada, con minima o ausencia de infiltracién de linfocitos a nivel cortical o de la
sustancia blanca, observandose inicamente un infiltrado de células T CD8(+), células B
CD20(+) y células plasmaticas a nivel meningeo en las lesiones corticales o perivascular
en las lesiones de sustancia blanca. Se cree que la desmielinizacion y neurodegeneracion
asociada a estas lesiones, podria depender de factores solubles liberados por las células

inflamatorias presentes a nivel perivascular o meningeo (78).

1.2.2. Inmunologia de las células Natural Killer

Las células Natural Killer (NK) son linfocitos del sistema inmune innato especializados
en la defensa contra virus y células tumorales, asi como implicadas en la regulacion de la
respuesta inmune adaptativa (79). Las células NK carecen de receptores antigeno-
especificos, en contraposicion al sistema inmune adaptativo, siendo su funcioén

determinada por un complejo equilibrio entre receptores NK activadores (ej. CDI16,
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NKG2D, CD266, NKp30, NKp44, DNAM-1, KIRs activadores) e inhibidores (ej.
CD94/NKG2A, ILT2, KIRs inhibidores), existiendo diferentes subtipos de células NK
con diferentes estadios de maduracion y expresion clonal de receptores. Entre otras
sefales inhibidoras, la funcion de células NK esta controlada por el reconocimiento
especifico de moléculas HLA de clase I, implicando la pérdida de expresion de estas
moléculas en las células diana (“missing self” hypothesis), tal como ocurre en células
tumorales o infectadas por virus, la activacion de células NK y la consiguiente induccion
de la muerte celular. Una vez activadas, las células NK producen citoquinas que pueden
inducir la muerte celular, mediante degranulacion de perforinas y granzimas o induciendo

la apoptosis via produccién de TNFa o la via FasL/TRAIL (80).

Las células NK constituyen entre un 5-25% del total de linfocitos circulantes, y,
en humanos, se clasifican en funcion de la expresion de CD56 y CD16, siendo el subtipo
celular CD56%™ (CD56%™ CD16+) el mas frecuente en sangre periférica (90%
aproximadamente), caracterizado por su funcion citotdxica tanto directa como mediada
por anticuerpos al interaccionar con el receptor CD16 (FcyRIIIA); las células CD56°1e
(CD56 CD16-), que suponen hasta un 10% de las NK en sangre periférica, son las
predominantes en tejidos periféricos, con una menor funcion citotoxica, pero presentando

una mayor funcion de secrecion de citoquinas (81,82).

1.2.3. Citomegalovirus y células Natural Killer

La relacion virus-huésped inducida por el HCMV implica la movilizacion de importantes
recursos inmunologicos para poder controlar la infeccion. Los linfocitos T y células NK
juegan un papel principal en el control del HCMYV, pero este, a su vez, ha desarrollado
diferentes mecanismos de evasion inmune que le permiten permanecer de forma latente
en el huésped. En este sentido, el HCMV se ha relacionado con procesos de
inmunosenescencia inmunolodgica, incrementando con la edad el reservorio de linfocitos

T CD8(+) HCMYV especificos (83,84)

Asi mismo, la infeccion cronica por HCMV induce en algunos sujetos cambios
persistentes y variables en el repertorio de receptores NK, expandiendo, como sello

caracteristico de la infeccion por HCMV, una subpoblacion de células NK maduras
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caracterizadas por la expresion en superficie del receptor activador CD94/NKG2C con
caracteristicas distintivas a nivel fenotipico y funcional, y con mayor capacidad para
funciones efectoras dependientes de anticuerpos, en particular, para la produccion de
citoquinas proinflamatorias (85-87). La expansion de células NK NKG2C(+) ha sido
descrita en el contexto de otras infecciones virales agudas o cronicas, pero siempre
sistematicamente asociada a una coinfeccion por el HCMV(86). La expansion de células
NK NKG2C(+) guardaria analogia con la descrita en el modelo murino de infeccion por
MCMYV en el que se expande una poblacion de células NK Ly49(+) que confiere respuesta
de “memoria” o adaptativa a subsecuentes reinfecciones por el virus (88). La expansion
de las células NK NKG2C(+) asociadas a la infeccion por HCMV est4 adicionalmente
influenciada por factores genéticos, existiendo en individuos sanos de diferentes
poblaciones estudiadas, una delecion del gen NKG2C de forma homocigota y
heterocigota que oscila entre un 4% y un 30%, respectivamente (89,90). El niimero de
copias del gen NKG2C confiere no tan solo una diferencia en la expresion de superficie
del receptor NKG2C en células NK (91), sino modificaciones adicionales en la respuesta

funcional de la célula ante el acoplamiento del receptor (87).

Recientemente han sido descritos otros mecanismos adaptativos asociados a la
infeccion por HCMV adicionales a la expansion NKG2C(+), tales como la silenciacion
epigenética de la expresion de moléculas adaptadoras de sefial (por ej. Syk, Eat2, FcRy)
y factores de transcripcion (PLZF, HELIOS e IKZF2). Concretamente, la pérdida de la
cadena v en el complejo de sefializacion del receptor Fc CD16 (FcRy), y su reemplazo
por una cadena {, se ha asociado con una mayor capacidad para mediar citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC: Antibody Dependent Cell-mediated
Cytotoxicity) (87,92). Por otro lado, Schlums et al. sugieren que la silenciacion
epigenética del PLZF (“promyelocytic leukemia zinc finger’) implicaria a células NK
adaptativas con pérdida de la expresion FcRy, SYK y/o EAT2. Sin embargo, la
implicacion funcional en las células NK de la silenciacion de este factor de transcripcion,

no es bien conocida actualmente (93).

Estos mecanismos adaptativos de células NK se han descrito en sujetos
seropositivos para HCMV, y se han relacionado estrechamente con la expansion de

NKG2C(+), pero podrian adquirirse de forma independiente durante la diferenciacion
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celular, detectandose pérdida de la cadena gamma y de PLZF en sujetos HCMV(+) sin
expansion de NKG2C (87,93,94). No obstante, los mecanismos moleculares y celulares
que subyacen el desarrollo de las células NK adaptativas son parcialmente conocidos

hasta la fecha.

1.2.4. Papel de las células Natural Killer en la Esclerosis Multiple

El papel de las células NK en la fisiopatologia de la EM ha sido evaluado en diversos
estudios, reportando tanto un posible papel patogénico como protector para la
enfermedad. En relacion a un posible efecto perjudicial en la EM, las células NK son
capaces de inducir la muerte de oligodendrocitos (95), y en modelos murinos se ha
evidenciado que un aumento de IL-18 empeora la enfermedad al inducir células T
autorreactivas contra el SNC mediado por la secrecion de IFNy por células NK (96).
Asimismo, recientemente se ha observado que las células NK pueden estar implicadas en
la produccién de desmielinizacion perivascular en lesiones corticales de pacientes con

EM (97).

No obstante, la mayoria de los estudios parecen sustentar un papel beneficioso de
las células NK en la EM, reportando una peor evolucion clinica en casos en que la funcion
NK es deficiente. En este sentido, existe una reduccion del nimero y de la funcién de
células NK precediendo al desarrollo de brotes y nuevas lesiones en la RNM (98,99),
habiéndose descrito una actividad citolitica deficiente en sangre periférica en pacientes

con EM (100,101).

En modelos de EAE, la deplecion de células NK induce una exacerbacion de los
sintomas de la enfermedad en diferentes condiciones experimentales, como por ejemplo
el “wild-type C57BL/6” (102) y el modelo “SJL/J” (103). Este efecto protector, podria
deberse a un control de la proliferacion de linfocitos T CD4(+) mediado por células NK,
observandose una supresion de células Th17 reactivas a la mielina a nivel de SNC
mediado por las células NK y su interaccioén con la microglia (74). Asimismo, Xu et al
observaron un efecto citotoxico directo de las células NK sobre células T

encefalitogénicas especificas para el antigeno PLP (“ProteoLipid Protein’) (103).
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Recientemente, en lesiones desmielinizantes procedentes de biopsias de pacientes con
EM, se han descrito células NK con granzima K polarizada y perforina en proxima
relacion con células T, sugiriendo una interaccion entre estas células inmunes en las

placas agudas (104).

La expresion de receptores NK en linfocitos en sangre periférica puede diferir en
pacientes con EM en funcién de su curso clinico (105), habiéndose descrito una expansion
de células NK CD56"€" en pacientes tratados con algunas terapias inmunoldgicas
(daclizumab, interferon-beta) que se relaciona con una respuesta clinica y radioldgica
favorable (105-108), la cual se ha asociado con el control de células T activadas ejercido
por células NK mediante un mecanismo citotoxico que podria estar alterado en pacientes
con EM (109,110). Basados en estos estudios, se postula que uno de los posibles
mecanismos por los que las células NK podrian ser beneficiosas en la EM seria a través

de la inmunoregulacion de respuestas adaptativas.

Adicionalmente, las células NK participan en la regulacioén de células infectadas
por virus, teniendo un papel relevante en el control de la infeccion por VEB. Tanto las
NK CD56t como CD56%™ pueden ejercer un papel en el control de dicho virus. Las
NK CD56"€" mediante la produccion de IFNy, controlan la replicacion del virus a nivel
amigdalar mediante citotoxicidad directa (111). Asi mismo, las células NK adaptativas
NKG2C(+) CD56%™, asociadas a la infeccién por HCMV, ejercen una potente respuesta
ADCC frente a células infectadas por VEB (112). Por tanto, un mecanismo adicional de
las células NK, que podria jugar un papel importante en la EM, seria el de control de

infecciones virales.

Recientemente, ha sido descrita una relacion entre una menor expansion de células
NK NKG2C(+) en pacientes con EM y un mayor riesgo de progresion clinica, pudiendo
indicar un posible papel protector del HCMV en la enfermedad (113). No obstante, se
desconoce actualmente el posible papel del HCMV vy las células NK en las fases iniciales
de EM. Asimismo, y a diferencia de la expansion de células NK NKG2C(+), las posibles
implicaciones clinicas de la adquisicion de otros marcadores adaptativos de células NK

en la EM no han sido previamente evaluadas.

25



2. HIPOTESIS

Las células NK presentan funciones inmunorreguladoras en la EM que podrian jugar un
papel beneficioso en la enfermedad. En este sentido, la respuesta adaptativa mediada
por células NK puede diferir en pacientes con EM en funcion de la seroprevalencia de
HCMYV y en relacion con caracteristicas clinicas de actividad y discapacidad de la

enfermedad.
En base a estas premisas, se establecen las siguientes hipotesis:

H.1. La prevalencia de la infeccion por HCMV en nuestro medio difiere en pacientes con
EM en funcion de la edad y el tiempo de evolucion de la enfermedad, pudiendo influir en
la expresividad clinica de la enfermedad y en las respuestas humorales frente al VEB en

estadios tempranos de la EM.

H.2. La impronta del HCMV en los compartimentos T y NK puede variar en pacientes
con EM en comparacion con controles sanos, y diferir en pacientes en funcion del tiempo

de evolucidn de la enfermedad.

H3. El inmunofenotipo adaptativo de las células NK se relaciona tanto con la
seroprevalencia de HCMV como con caracteristicas clinicas de la enfermedad tales como

la forma clinica y el tratamiento con interferén-beta.

H4. El inmunofenotipo adaptativo NK puede tener influencia en la funcionalidad de estos

linfocitos y diferir en funcion de la forma clinica de la enfermedad.
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3. OBJETIVOS

Objetivo principal:

Estudio de la respuesta adaptativa mediada por células NK en pacientes con EM y su
relacion con la infeccidon cronica por el HCMV vy las caracteristicas clinicas de la

enfermedad.

Objetivos secundarios:

0O.1. Estudio de la prevalencia de la infeccion por HCMV en controles y pacientes con
EM, evaluando su influencia en el curso clinico de la enfermedad y en la respuesta

humoral frente a otros herpesvirus (VEB, HHV®6).

0.2. Evaluacion del impacto de la infeccion por HCMV en subpoblaciones linfocitarias
NK y T en pacientes con EM en funciéon de la edad y el tiempo de evolucién de la

enfermedad.

0.3. Estudio de marcadores adaptativos en células NK en pacientes con EM en funcién

de las caracteristicas clinicas de la enfermedad y de la seroprevalencia HCMV.

0.4. Evaluacion de la funcion ADCC mediada por células NK en pacientes con diversas

formas clinicas de EM y su relacion con el inmunofenotipo adaptativo de estos linfocitos
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4. METODOLOGIA

- Diseifio del estudio: Estudio transversal de casos y controles de muestras recogidas de

forma prospectiva de pacientes con EM y controles sanos.

- Sujetos del estudio: Se incluyeron pacientes con diagnodstico de EM segun criterios de
McDonald 2010, recogidos en el Hospital del Mar, IMIM (Barcelona), asi como de otros
hospitales participantes en la REEM (Red Espaiiola de Esclerosis Multiple) (Hospital
Ramoén y Cajal, Madrid; Hospital Clinico San Carlos, Madrid), categorizando los casos
en los diferentes subgrupos clinicos de enfermedad (EMRR, EMSP, EMPP). Asimismo,
se incluyeron controles sanos apareados por edad y género de la misma area geografica.

Criterios de inclusion: Pacientes que cumplieron criterios de McDonald 2010 para el

diagnostico de EM y controles sanos, mayores de 18 afios.

Criterios de exclusion: se excluyeron todos aquellos pacientes que estaban en tratamiento

con terapias depletoras o bloqueantes del trafico de linfocitos (Ej: fingolimod,
dimetifumarato, natalizumab), gestantes, aquellos pacientes con enfermedades
concomitantes graves o en los que recibieron corticoesteroides en los 30 dias previos a la

recogida de la muestra.
- Variables de estudio:

Variables independientes: porcentaje y nimero absoluto de células NKG2C, NK FcRy(-
), y NK PLZF(-), genotipo NKG2C, serologias para HCMV y VEB.

Variables clinicas dependientes: edad, sexo, tiempo de evolucion, forma clinica (EMRR,

EMSP, EMPP), EDSS (Expanded disability status scale), MSSS (Multiple sclerosis

severity score), tasa anualizada de brotes, nimero de brotes en los 2 Gltimos afios, tiempo

de evolucion de la enfermedad y tratamiento inmunomodulador.

Los pacientes fueron categorizados en dos subgrupos segin el tiempo de
evolucion de la enfermedad, en fase temprana o iniciales de la enfermedad (<5 afios del
inicio clinico de la enfermedad) y aquellos de mas larga evolucion (> 5 afos del inicio

clinico).

- Serologias herpéticas: tras extraccion de muestras por venopuncion, se realizaron los
test diagndsticos clinicos estandar para evaluar la presencia de anticuerpos circulantes

especificos para EBV (LIASON ®) y HCMV (Roche®, Cobas602).
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En una subcohorte de pacientes y controles sanos se realizO un ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) para la determinacion cuantitativa de IgG
antiEBNA-1, IgG antiVCA (Trinity Biotech), IgM e IgG anti-CMV (Vircell), e IgM e
IgG anti-HHV6 A/B (Vidia) con los kits comerciales disponibles. Los resultados se
expresaron como un valor indice [“index value”: 10 x (absorbancia de la muestra/valor

del punto de corte)].
- Metodologia inmunologica:

Se extrajeron células mononucleares de sangre periférica (PBMCs: Peripheral blood
mononuclear cells) de pacientes con EM y controles sanos, mediante el uso de gradiente
de densidad Ficoll-Hypaque, para su posterior criopreservacion en suero fetal bovino con
10% dimetil sulfoxido hasta su andlisis mediante citometria de flujo. Para la
inmunotincioén, las células fueron pretratadas con concentraciones saturantes de
inmunoglobulinas humanas para bloquear receptores Fc-gamma, para realizar

posteriormente los diferentes marcajes del estudio.

* Inmunofenotipo NK: se realizd un marcaje indirecto mediante anti-NKG2A (clone

7.199) indirectamente marcado con el anticuerpo secundario PECy7 (Biolegend), seguido
de una tincion directa mediante los anticuerpos conjugados anti-CD3-PerCP (BD
Pharmigen), anti-CD56-APC (Biolegend), anti-CD16-eFluor450 (eBioscience), y anti-
NKG2C-PE (R&D Systems). Para evaluar la expresion de la cadena gamma (FcRy) y del
factor de transcripcion PLZF mediante marcaje intracelular, las células fueron tratadas
mediante el kit de fijacién y permeabilizacion (BD Biosciences) seguido de la incubacion
mediante los anticuerpos anti-FcRy-FITC (Millipore) y anti-PLZF-PE CF594 (BD

Biosciences).

* Inmunofenotipo de diferenciaciéon terminal de linfocitos T: se evalué mediante un panel

de marcadores de células T diferenciadas, previamente relacionadas con la infeccion del
HCMV (células T CD27-CD28-/CD57+/LILRBI1+), en una subcohorte de pacientes
(n=35, en fases tempranas de la enfermedad (<5 afos); n=32, de més larga evolucion) y
controles (n=32) estratificados segun la serologia para HCMV (114). Se realiz6 una
tincion inmunofluorescente indirecta con anti-LILRB1-HPF1 y anti-mouse Ig-PE-Cy7
(Biolegend) y posteriormente incubadas con anti-CD3-ACP-H7, anti-CD27-PerCP-
Cy5.5, anti-CD28-PE-CF594, anti-CD57-PE (BD Biosciences), y anti-CD4-FITC
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(eBioscience), y anti-CD8-BV510 (Biolegend).

* Estudio funcional de células NK: la evaluacion de la respuesta ADCC de las células NK

se realizd determinando la degranulaciéon mediante la expresion de CD107 y la
produccion de TNFa en respuesta a la interaccion con la linea celular linfoblastoide
721.221, caracterizada por una expresion deficiente de MHC clase 1, y la linea celular
AKBM (linea de células B infectada por VEB en ciclo litico). Para ello, se obtuvieron
PBMCs de 42 pacientes (22 RRMS, 8 SPMS y 12PPMS) y 17 controles, estratificados
para la serologia de HCMYV, incubandose “overnight” a 37°C con IL-2 (200U/ml).
Posteriormente, se incubaron estas células durante 4h con las células diana 721.221 con
o sin la presencia de rituximab (50 ng/ml) con una ratio célula efectora/célula diana de
1/1. Asimismo, de forma paralela se evalud la respuesta con la linea celular AKBM tras
induccion de su ciclo litico en presencia de suero seropositivo o seronegativo para VEB
en base a la metodologia previamente publicada (112,115). La degranulaciéon y la
produccion de TNFa se realizd6 mediante citometria de flujo, utilizando el anticuerpo
monoclonal anti-CD107-APC (BD Pharmigen) durante la incubacién con brefaldina y
monensina (GolgiPlugR, BD; GolgiStopR, BD), realizando posteriormente el marcaje de
anticuerpos directos con anti-CD3-PerCP (BD Pharmigen), anti-CD56-APC-Cy7
(Biolegend) y anti-NKG2C-PE (R&D System). Las células fueron fijadas y
permeabilizadas, procediéndose a la tincion intracelular mediante anti-TNFa-CFBlue

(marcado porImmunostep), anti-FcRy-FITC (Millipore) y anti-PLZF-PE.

Las muestras se analizaron en el citometro LSR Fortessa (BD Biosciences),
definiendo las células NK como linfocitos CD3(-)CD56(+), y los linfocitos T como
CD3(+) utilizando el software FlowJo (Tree Star, Oregon, USA) mediante las estrategias
mostradas (Articulo 1, Figura 1y Articulo 2, figura 1).

- Genotipo NKG2C

El genotipado de NKG2C se realiz6 mediante la extraccion de ADN de sangre total,
mediante un sistema Purogene, BloodCore Kit B (Quiagen), evaluando el niumero de

copias del gen NKG2C mediante técnicas de PCR previamente descritas (90).
- Analisis multidimensional t-SNE:

Se realiz6 un analisis mutidimensional mediante citometria de flujo utilizando Barnes-

Hut t-SNE, de acuerdo con la metodologia previamente descrita (116). La compensacion
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de los datos obtenidos por citometria fue efectuada mediante el software FlowJo (Tree
Star, Oregon, USA) y posteriormente se importaron a R utilizando los paquetes FlowCore
y OpenCyto. Los linfocitos se definieron seglin sus caracteristicas en “forward scatter” y
“side scatter” evaluandose las células NK CD56%™. El canal FITC fue normalizado
utilizando el paquete de R, FlowStats, con intencion de disminuir la variabilidad
experimental en la intensidad de la fluorescencia. Posteriormente, se seleccionaron datos
de 500 células NK CD56%™ por muestra de forma randomizada y concatenada.
Finalmente se realizo el andlisis de Barnes-HUT t-SNE mediante el paquete de Rtsne.

Los graficos se realizaron utilizando los paquetes de R ggplot2 y RcolorBrewer.
-Analisis estadistico:

Las variables se clasificaron segun su normalidad utilizando la prueba de Kolmogorov-
Smirnov, en paramétricas y no paramétricas. Las variables continuas paramétricas se
expresaron mediante media y desviacion estandar, y las no paramétricas mediante su
mediana y su rango intercuartilico (primer y tercer cuartil). Las diferencias entre variables
continuas y dicotomicas se evaluaron mediante los test T de Student y U de Mann-
Whitney, respectivamente, calculdndose los indices de correlacion de Pearson o

Spearman entre variables continuas para valorar la asociacion entre diferentes variables.

La co-expresion de los marcadores adaptativos se evalu6 mediante anélisis
tridimensional con diagramas de Venn. En el subgrupo de pacientes seguidos
prospectivamente durante un afio tras inicio de tratamiento con interferon beta, el anélisis
estadistico fue realizado mediante el test de Wilcoxon para datos apareados. Para un
analisis dicotomico de la expresion categorica de NKG2C, se establecio un valor de corte
en el tercer tercil de la distribucion del porcentaje de NKG2C(+) en células NK en
controles sanos, clasificando como bajos aquellos porcentajes de células NK NKG2C(+)
<19.3% vy altos, los porcentajes iguales o mayores a 19.3%, de acuerdo con la metodologia
previamente publicada (113). Tras los analisis univariados pertinentes, se realizd un
analisis multivariado, mediante regresion lineal de las variables independientes, ajustado
mediante la serologia del HCMYV, variables clinicas y el tratamiento con INFf. Los
resultados se consideraron significativos para una p de 0.05. El analisis se llevo acabo

utilizando el software SPSS v.23.
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- Aspectos éticos:

Los estudios fueron aprobados por el comité de ética de investigacion clinica del Hospital
del Mar (numero de protocolos: 2014/5806/1, 2017/7460/1), incluyéndose un
consentimiento informado que fue firmado por todos los participantes en el momento de

su inclusidn en el estudio.
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ABSTRACT

Background and purpose: Cytomegalovirus (CMV) infection has been recently associated
with a lower multiple sclerosis (MS) susceptibility, remaining controversial whether it has a
protective role or is merely an epiphenomenon related to westernization and early-life viral
infections. We aimed to evaluate whether CMV serostatus may differ in early MS as
compared to non-early MS patients, analyzing the putative association of this virus with MS

clinical course and humoral immune responses against other herpesviruses.

Methods: Multicentric analysis of 310 MS patients (early MS, disease duration <5 years,
n=127) and controls (n=155), evaluating specific humoral responses to CMV, Epstein-Barr
virus (EBV) and human herpesvirus-6 (HHV-6), as well as T-and Natural Killer (NK)-cell

immunophenotypes.
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Results: CMV seroprevalence in early MS was lower than in non-early MS or controls
(p<0.01), being independently associated with disease duration (odds ratio 1.04, 95%
confidence interval 1.01-1.08, p<0.05). CMV+ MS patients displayed increased proportions
of differentiated T-cells (CD27-CD28-, CD57+, LILRB1+) and of NKG2C+ NK-cells, which
were associated with a lower disability in early MS (p<0.05). CMV+ early MS patients had
an age-related decline in serum anti-EBNA-1 antibodies (p<0.01), but no CMV-related

differences in anti-HHV-6 humoral responses.

Conclusions: Low CMV seroprevalence was observed in early MS patients. Modification of
MS risk attributed to CMV might be related to the induction of differentiated T- and NK-cell

subsets and/or modulation of EBV-specific immune responses at early stages of the disease.

INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is believed to be caused by a complex interplay between genetic and
environmental risk factors (e.g. herpesvirus infections). Most evidences support a role of
Epstein-Barr virus (EBV), a gamma-herpesvirus almost universally present in MS patients
[1]. Other herpesviruses (e.g., human herpesvirus-6 (HHV-6)) have been also related to MS
[2]. By contrast, recent studies have associated cytomegalovirus (CMV) infection with a
decrease in MS susceptibility [3-5], although a causal relation and the mechanisms
underlying a putative protective effect remain controversial [6]. Notwithstanding, the
influence of herpesviruses in MS seems to be more marked at early stages of the disease, as

evaluated by specific-immune responses [7-9].
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CMV is a beta-herpesvirus that establishes a lifelong infection in 60-100% of human
populations. Substantial immunological resources are devoted to control CMV infection,
leading to an “inflation” of terminally differentiated T-cells which has been related to
immunosenescence [10]. In addition, CMV may induce an adaptive differentiation and
persistent expansion of an NKG2C+ natural killer (NK)-cell subset [11], and this effect has
been recently associated with decreased MS progression [12]. Herpesvirus coinfections might
have additional immunological implications influencing the responses against other
pathogens [13-15]. In this study we evaluated whether CMV infection and its imprint on the
T- and NK-cell compartments may differ in early MS as compared to non-early MS patients,
analyzing the putative association of this virus with MS clinical course and humoral immune

responses against EBV and HHV-6.

METHODS

MS patients and controls

A cross-sectional multicenter study was performed in three hospitals integrated in the Spanish
Network for MS Research (REEM) where MS patients were prospectively recruited from
routine clinical visits. Patients (n=310) met MS criteria based on McDonald 2010. Exclusion
criteria were (1) a relapse within 30 days prior to inclusion, (2) any severe concomitant
disease, (3) pregnancy, and (4) disease-modifying drug (DMD) therapy known to deplete
peripheral lymphocytes or alter their trafficking (i.e., fingolimod, natalizumab). Healthy
controls (n=155) were included from the same geographic area than patients. Clinical
variables (Table 1) were evaluated at the time of the analysis, including DMD treatment
(interferon-beta, n=80; glatiramer acetate, n=8). Early MS (n=127, median time from onset:

1.33 years) was defined as a disease duration <5 years from the first clinical demyelinating
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event, classifying the remaining patients as non-early MS (n=183, median time from onset:
16 years). Blood samples from venous puncture were obtained for serological and
immunological analysis. The study was approved by the IMIM Ethics Committee, including

patients after written informed consent.

Immunological analysis of peripheral blood lymphocyte subsets

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from blood samples taken in
EDTA collection tubes using Lymphoprep, and subsequently cryopreserved in fetal calf
serum with 10% DMSO. The gating strategy of the study is shown in Figure 1. NK-cell
immunophenotype was evaluated in early MS patients (n=120) as previously reported [12],
using the following conjugated monoclonal antibodies: anti-CD3-PerCP, anti-CD56-APC
(BD Biosciences), NKG2C-PE (R&D Systems), and DAPI. A selected panel of
immunological markers of differentiated /senescent T-cells previously related to CMV
infection (CD27-CD28-/CD57+/LILRB1+ T-cells) [16-18] were evaluated in a subcohort of
MS patients (early MS, n=35; non-early MS, n=32) and controls (n=32) stratified for CMV
serology. Samples were stained by indirect immunofluorescence with LILRB1 HP-Fland
anti-mouse Ig-PE-Cy7 (Biolegend), washed and further incubated with anti-CD3-APC-H7,
anti-CD27-PERCP-CyS5.5, anti-CD28-PE-CF594, CD57-PE (BD Biosciences), and anti-
CD4-FITC (eBioscience), anti-CD8-BV510 (Biolegend). All samples were analyzed at the
Flow Cytometry Unit (UPF/CRG, Barcelona) with an LSRII-Fortessa flow cytometer (BD

Biosciences).
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Analysis of humoral responses to herpesviruses

Standard clinical diagnostic tests to evaluate CMV and EBV specific circulating antibodies
were performed in serum samples (BioMérieux). Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) tests were performed in subcohorts of MS patients (early MS, n=59; non-early MS,
n=50) and controls (n=101) for quantitative determination of anti-EBNA-1 IgG and anti-
VCA IgG (Trinity Biotech), anti-CMV IgG and IgM (Vircell), and anti-HHV-6 A/B IgG and

IgM (Vidia) with commercially available kits following the manufacturer instructions.
Results were expressed as an index value that was calculated as follows: [10 x (sample
absorbance/cut-off value)]. Samples were analyzed in duplicate and doubtful samples (index

value 9-11) were reanalyzed.

Statistical analysis

After assessment of normal distribution using normal Q-Q probability plots, continuous
variables were expressed as mean + standard deviation (SD) or median (first-third quartile)
for parametric and non-parametric variables, respectively. Relationship between continuous
and dichotomous variables was analyzed by Student t-test or Mann-Whitney U-test,
respectively. Pearson or Spearman correlation indexes were calculated for pair-wise
continuous variables. For a categorical analysis of NKG2C expression, a cut-off value was
established at the third tertile of the distribution of the percentage of NKG2C+ NK-cells in
healthy controls, classifying patients as low %NKG2C+ NK-cells (<19.3%) and high
%NKG2C+ NK-cells (>19.3%), as previously reported [12]. Logistic regression analysis
determined predictors of CMV seropositivity adjusting the model for age and MS duration.

Results were considered significant at the two-sided level of 0.05.
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RESULTS

CMV seroprevalence in early MS patients

We first analyzed serum anti-CMV levels in MS patients (127 early MS, mean age, 35 = 10.2
years; 183 non-early MS, 49.2 &+ 11.7 years) and controls (n=155, 37.6 £ 12.0 years, aged-
matched with early MS patients). Elevated anti-CMV IgM antibodies suggestive of recent
asymptomatic primary infection were detected in 3 early MS patients. CMV seroprevalence
did not differ in the whole cohort of MS patients as compared to controls (58.4% vs. 63.8%,
respectively, p 0.149) (Figure 2A). However, CMV seroprevalence in early MS (48%) was
significantly lower compared two by two with non-early MS patients (65%, p<0.01) and
controls (63.8%, p<0.01) (Figure 2B). Subsequently, cases were age-categorized in <40 or
>4(0 years-old. CMV seroprevalence was significantly lower in cases <40 years as compared
to cases >40 years, both in MS patients (p<0.001) and controls (p<0.05) (Figure 2C). MS
patients <40 years had a significant lower CMV seroprevalence as compared to controls <40
years (45% vs.67%, p<0.05), but without differences between patients and controls older than
40 years (Figure 2C). No other clinical differences were associated with CMV seroprevalence
in early MS (Table 1). A logistic regression analysis of the whole MS cohort showed that
CMYV seroprevalence was significantly associated with disease duration (odds ratio (OR)
1.04, 95% confidence interval (CI) 1.01-1.08, p<0.05), independently of age (OR 1.02, 95%

CI 0.99-1.04, p=0.190).
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CMV-driven NKG2C+ NK-cell expansion in early MS patients

We subsequently evaluated the CMV-imprint on the NK-cell compartment of early MS
patients (n=120). As previously reported (12), CMV seropositivity was associated with
higher %NKG2C+ NK-cells in early MS patients (CMV-: 10.9% + 5.7 vs. CMV+:
18.8% + 16.5, p<0.01) and in controls (CMV-: 11.6% + 8.2 vs. CMV+: 21.5% + 19.2,

p<0.05).

Classifying cases according to the magnitude of the NKG2C expansion, early
MS patients with a high %NKG2C+ NK-cells had lower disability scores as compared
to patients with low %NKG2C+ NK-cells (Table 1). No significant differences were
found analyzing proportions of NKG2C+ T-cells (early MS, 2.2% + 2.0; non-early
MS, 1.7% + 2.0; controls, 1.8% = 1.9, p=0.187). No additional differences were
observed for CSF oligoclonal bands evaluated in a subcohort of 74 early MS patients

(Supporting information, Table S1).

Association of CMYV seropositivity with increased proportions of terminally
differentiated T-cells in MS patients

In order to evaluate the influence of CMV on the T-cell compartment, the expression
of immunological markers of terminal differentiation was analyzed in a subcohort of
MS patients (early MS, n=35; non-early MS, n=32) and controls (n=32). CMV
seropositivity in patients and controls was associated with significantly higher
proportions of CD27-CD28-, CD57+ and LILRB1+ in CD8+ T-cells (Figure 3A),
independently of age and MS duration. Regarding CD4+ T-cells, CMV induced a less
pronounced terminal differentiation than in CD8+ T-cells, and was mainly observed in
early MS and controls as compared to non-early MS (Figure 3B). Controls and non-

early MS patients showed an age-related increase in
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differentiated CD8+ T-cells, without additional differences observed according to
DMD therapy (Supporting information, Table S2) or other clinical characteristics (data

not shown).

Humoral immune responses to herpesviruses in early MS

Virus-specific antibodies against CMV, EBV and HHV-6 were evaluated in early MS
(n=59, 8 DMD-treated cases), non-early MS (n=50, 18 DMD-treated cases), and
controls (n=101). Seroprevalences for herpesviruses in early MS compared to controls
were as follows: CMV+, 44.1% vs.63% (p<0.05); EBV+, 98.3% vs.88.5% (p<0.05);
and HHV-6+, 87.9% vs.89%

(p=0.515). Evaluating virus-specific quantitative indexes in seropositive individuals,
MS patients had a significantly higher EBNA-1 index as compared to controls (24.25 +
4.96 vs.18.93 £ 4.06, p<0.0001) independently of MS duration (Figure 4A). Anti-VCA
index was similar in early MS patients and controls (data not shown). No differences

were observed for CMV or HHV-6 indexes according to MS duration (Figure 4B-C).

The putative influence of CMV infection with humoral responses to other
herpesviruses was subsequently studied in individuals co-infected with EBV and
HHV-6 (30 early MS, 23 non-early MS, 52 controls). CMV serostatus had no
relationship with EBNA-1 or HHV-6 indexes in MS patients and controls (Figure 4D-
E). However, an inverse correlation between anti-EBNA-1 and MS duration was
observed in CMV+ MS patients (Rspearman -0.59, p<0.01) but not in CMV seronegative
cases (Figure 5), suggesting a progressive reduction in EBV humoral responses after
MS onset in CMV-infected patients. No additional differences were detected regarding

proportions of NKG2C+ NK-cells or DMD therapy (data not shown).
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CMV IgG index was directly correlated with some markers of terminal
differentiation in CD4+ and CD8+ T-cells in CMV+ MS patients and controls (Supporting
information, Table S3). EBV humoral responses neither were related to NKG2C+ NK-cells
expansion nor terminally differentiated T-cells, except for and inverse correlation of
EBNA-I index in early MS with percentages of CD3+CD56+ (Rspearman -0.55, p<0.01),
independently of CMV and HHV-6 serostatus. No correlations between EBV and HHV-6
serostatus and T-cell differentiation markers were found in MS patients or controls (data

not shown).

DISCUSSION

Infections have been considered as potential environmental factors involved in MS
pathogenesis. EBV is the main pathogen suspected to be related to MS, suggesting the
implication of virus-triggered immunological responses [1,9]. In contrast, some recent
evidences support an inverse association between CMV and MS risk in pediatric and adult
populations [3-5]. Our study shows a low CMV seroprevalence rate in early MS
independently of age at disease onset, pointing out to epidemiological differences related to
previous herpesvirus primary infections at early stages of the disease, in line with a putative

protective role of CMV in MS.

Globally, CMV seroprevalence varies from an almost universal infection in
undeveloped countries to 60-80% in western populations. CMV is transmitted through
secretions and primary infection often occurs at early childhood. In this regard, we did not
find serological evidences of CMV primary infection in early MS, except for 3 cases.

Differences in seroprevalence for herpesviruses found in early MS might be related to the
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“hygiene hypothesis”, which proposes that early exposure in life to certain pathogens may be
protective against autoimmune diseases, as opposed to a higher risk conferred by late primary
infections [1]. The low CMYV seroprevalence observed in early MS might be interpreted
according to the “old friends” reformulation of the “hygiene hypothesis”, which attributes the
increase in autoimmune disorders related to western lifestyle to a loss of symbiotic

relationships with microorganisms that have a long-lasting co-evolution with humans [19].

Persistent CMV infection may have functional implications in the immune system,
with a potential impact on the development of autoimmune diseases [20]. CMV develops a
variety of immunoevasion strategies leading to complex host-virus interactions. Expansions
of oligoclonal CMV-specific effector-memory T-cell populations are detected in CMV+
individuals and tend to increase with aging [10]. Such “memory inflation” reflects an
accumulation of oligoclonal differentiated T-cells, which have a limited proliferative capacity
but maintain their effector functions upon antigen stimulation [16,18]. The reduced diversity
of the CD8+ T-cell compartment has been related to immunosenescence and potentially
limits the development of immune responses to unrelated antigens [10,18,21]. Based on our
results, increased proportions of terminally differentiated T-cells were observed in CMV+
MS patients. Presumably, CMV seronegative MS patients close to disease onset develop the
inflammatory process involving a pool of less differentiated T-cells as compared to CMV+
individuals. In this setting, persistent CMV infection might divert immunological resources
reducing the risk of autoimmunity, in line with the hypothesis that it may be protective for

MS development [4,5].
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On the other hand, CMV infection may also have a positive indirect effect in the
control of other viral infections. Previous exposure to some pathogens may modify specific
immune responses to unrelated pathogens, a phenomenon termed “heterologous immunity",
which can be mediated by innate responses as well as cross-reactive T-cells, bystander
activation of T-cells, and humoral responses [14,15]. Chronic infections may modify specific
immunity against other pathogens impairing the development of CD8+ T-cell memory
responses and inducing contraction of specific T-cell populations [22,23]. In particular, CMV
may increase the production of proinflammatory cytokines (e.g., TNF-a and IFN-y) and
antibody-dependent cell-cytotoxicity mediated by adaptive NK-cells, which may influence
immune responses to other pathogens [13,24]. On this basis, we analyzed specific humoral
responses in MS patients according to CMV serostatus, observing a decrease in EBNA-1
index related to disease duration in CMV+ early MS patients. In contrast, no CMV-related
differences were found when HHV-6 humoral responses were analyzed. Since anti-EBNA-1
antibody levels were previously shown to directly correlate with higher MS disease activity
[1,8] and EBV-specific CD8+ T-cells [7], further studies are needed to evaluate whether this
CMV-related reduction in anti-EBNA-1 levels could be associated with decreased virus-

specific T-cell responses.

In contrast to several evidences supporting a protective role of CMV in MS [3-5,12],
other reports suggest a higher MS risk induced by this virus [6,25], an effect that could be
related to the detrimental effect of CMV primary infection by increasing the inflammatory
process in MS [6,25]. Nevertheless, our observations are consistent with a putative influence
of a non-primary CMV infection in early MS. We did not find any significant clinical
differences in early MS according to CMV serostatus. However, based on our results, lower

disability scores at early stages of MS were associated with NKG2C+ NK-cell expansion, in
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accordance with a previous study describing a lower risk of long-term progression in MS

patients displaying such an NK-cell adaptive CMV-imprint [12].

In conclusion, early MS patients in our study were characterized by low CMV
seroprevalence, suggesting that disease duration may be a relevant variable in studies
analyzing the influence of this virus on MS risk. It is tempting to speculate that missing a
potential “old friend” such as CMV could be associated to increased susceptibility for
autoimmunity. By contrast, exposure to CMV in early childhood and the imprint of the virus
on the immune system might influence the development of immune responses to other
herpesviruses infections and decrease the risk of MS. The putative protective role conferred

by CMV at early stages of MS remains to be addressed in further studies.
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Table 1. Clinical characteristics of early MS patients according to CMV seroprevalence and NKG2C immunophenotype.

CMV Serostatus NKG2C immunophenotype ?
CMV- CMV+ Low % NKG2C High % NKG2C
n=65 n=62 P-value n=103 n=17 P-value
Age (y) 346+9.6 35.4+10.8 0.629 35.7+10.3 33.0+10.4 0.320
MS duration (y) 1.8+1.6 22+17 0.218 2117 1.7+16 0.396
Sex (female) 40 (61.5%) 43 (69.3%) 0.230 67 (65.5%) 12 (70.6%) 0.441
MS form RRMS 62 56 0.084 94 17 0.488
SPMS 0 3 3 0
PPMS 0 3 6 0
EDSS at onset 1.84 +0.87 1.85+ 1.51 0.161 2.02+1.22 0.95 + 0.86 <0.05*
MSSS 5.13+2.94 5.18 £ 2.68 0.933 542+ 277 3.57+2.29 <0.05*
ARR 1.00 (0.64-2.00) 1.00 (0.40-1.75)] 0.753 | 1.00 (0.40-1.86) 1.00 (1.00-2.80) | 0.174
DMD-naive 54 (83.1%) 49 (79.0%) 0.361 83 (80.6%) 15 (88.2%) 0.356

RRMS: relapsing-remitting MS. SPMS: secondary progressive MS. PPMS: primary progressive MS. EDSS: Expanded Disability Status Scale. MSSS: Multiple Sclerosis Severity
Score. ARR: annualized relapse rate (total number of relapses / MS duration). DMD: disease-modifying drugs. Values are expressed as n (%), and mean + standard deviation for
parametric variables, and median (25"-75™ percentile) for non- parametric variables. P-values: *<0.05. * The analysis of NKG2C immunophenotype is categorized based on the
percentage of expression of NKG2C in NK-cells as detailed in Methods in low %NKG2C (CMV- and CMV+ MS patients), and high %NKG2C (CMV+ MS patients).

45



NK-cells

Single cells

Q!

@ - ]

w g
SSC-A *

Live cells

CMV(-

Low %NKG2C+ NK-cells

CMV(+

CMV(+

&h

13%

Low %NKG2C+ NK-cells High %NKG2C+ NK-cells

7%

CD4+ T-cells

0 i i
|
4 3
107 10 ¢ 100 10 o 100 10
CD58
5! | E|
10,3 5] 5]
105;: 104'} 26% 1077 [23% =
10" 03 : 1%
© 3 1 o
o ) ~ 3 ]
Syl 1 . o©
ELE B 801 20
Lé 2% P ]
ey St — R T i
4 4 5
cpar .0 10 coa® 10° 10 cD3?
5 i i
10,7 5] 5
1054 1041,2 = 10°: [
10" 103 |10
! &
w3 ‘
R o1 B107) | 3, i
8 oG i 3
g -104 |
e e L -
4 T 4 5 T 4 5
0 10 0 10" 10 ) 10* 10
T—b cD27 —» cD3 > cpa

Figure 1. Flow cytometry immunophenotyping of CD3-CD56+ NK-cells and CD3+

T-cells. Representative examples of NKG2C+ NK-cell distributions are shown.

Terminally differentiated T-cell subsets were defined as CD27-CD28-, CD57+ and

LILRBI1+ CD8+ and CD4+ lymphocytes.
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values:*<0.05;**<0.01;***<0.001.
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Figure 4. Humoral immune responses to CMV, EBV and HHV-6 in MS patients
and controls. IgG EBNA-1 index (A), [gG CMYV index (B) and IgG HHV-6 index
in MS patients and controls. EBNA-1 index in MS patients and controls according
to CMV serostatus (D). IgG HHV-6 index in MS patients and controls according

to CMV serostatus (E). P- values: ***<0.001;****<(0.0001
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5.1.1. Material suplementario Articulo 1.

Table S1. CSF oligoclonal band analysis in early MS patients according to CMV

seroprevalence and NKG2C immunophenotype.

NKG2C
CMY serostatus immunophenotype?
Low % High %
CMV- CMV+ NKG2C NKG2C
n=41 n=33 P-value n=59 n=11 P-value
11
OCGB (+) 39 (95.1%) 29(87.9%) | 0.240 |53 (89.8%) (100%) 0.344
10
LS OCMB (+) | 29 (70.7%) 27 (81.8%)| 0.203 | 46 (80%) (90.9%) | 0.299

OCGB: oligoglonal IgG bands. LS OCMB: lipid-specific oligoclonal IgM bands. * The analysis of
NKG2C immunophenotype is categorized based on the percentage of expression of NKG2C in
NK-cells as detailed in Methods in low %NKG2C (CMV- and CMV+ MS patients) and high
%NKG2C (CMV+ MS patients). Oligoclonal band analysis was performed as previously reported
(Villar LM, et al. J Clin Invest 2005 Jan;115:187-194).
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Table S2. Terminally differentiated markers in T-cells according to disease-modifying

drugs (DMD) therapy.

DMD Mean % SD P-value

CD4+ LILRB1+ Untreated 3.013 8.094 0.067
Treated 0.711 0.832

CD4+ CD27-CD28- Untreated 2.259 6.216 0.270
Treated 1.167 1.818

CD4+ CD57+ Untreated 4.786 6.028 0.210
Treated 3.983 1.785

CD8+ CD57+ Untreated 29.125 16.731 0.789
Treated 24799 15.024

CD8+ LILRB1+ Untreated 23.389 18.204 0.223
Treated 18.102 14.050

CD8+ CD27-CD28- Untreated 23.351 17.203 0.361
Treated 16.860 12.691

Untreated MS patients, n=49; treated MS patients, n=18

(interferon-beta, n=15, glatiramer acetate, n=5).

Table S3. CMV IgG index correlations with terminal differentiation markers in CD4+
and CD8+ T-cells from CMV+ MS patients and controls.

Early MS Non-early MS Controls
(n=16) (n=19) (n=14)
R P-value R P-value R P-value
CD4+ CD27-CD28- | 0.411 0.294 0.467 <0.05 0.433 0.122
CD4+ CD57+ 0.294 0.269 0.414 0.078 0.349 0.221
CD4+ LILRB1 0.252 0.347 0.246 0.311 0.569 <0.05
CD8+ CD27-CD28- | 0.203 0.451 0.549 <0.05 0.200 0.493
CD8+ CD57+ 0.285 0.284 0.575 <0.05 0.095 0.748
CD8+ LILRB1 0.300 0.259 0.365 0.124 0.297 0.303
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5.2. Adaptive Features of Natural Killer Cells in Multiple Sclerosis.
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Human cytomegalovirus (HCMV) has been recently related with a lower susceptibility to
multiplesclerosis (MS).HCMV promotesanadaptive developmentofNKcellsbearingthe
CD94/NKG2C receptor with a characteristic phenotypic and functional profile. NK cells
are proposed to play an immunoregulatory role in MS, and expansion of the NKG2C(+)
subset was recently associated with reduced disability progression. To further explore
this issue, additional adaptive NK cell markers, i.e., downregulation of FceRly chain
(FcRy) and PLZF transcription factor, as well as antibody-dependent NK cell activation
were assessed in controls and MS patients considering HCMV serology and clinical
features. Inline with previous reports, increased proportions of NKG2C(+), FcRy(-), and
PLZF(-) CD56%™ NK cells were found in HCMV(+) cases. However, PLZF(-) NK cells
were detected uncoupled from other adaptive markers within the CD56ght subset from
HCMV(+) cases and among CD569™ NK cells from HCMV(-) MS patients, suggesting
an additional effect of HCMV-independent factors in PLZF downregulation. Interferon-f3
therapy was associated with lower proportions of FcRy(-) CD569™ NK cells in HCMV/(+)
and increased PLZF(—) CD569"t NK cells in HCMV(-) patients, pointing out to an
influence of the cytokine on the expression of adaptive NK cell-associated markers.
In addition, proportions of NKG2C(+) and FcRy(-) NK cells differed in progressive MS
patients as compared to controls and other clinical forms. Remarkably, an adaptive NK
cellphenotype did notdirectly correlate withenhanced antibody-triggered degranulation
and TNFa production in MS in contrast to controls. Altogether, our results provide novel
insights into the putative influence of HCMV and adaptive NK cells in MS.

Keywords: multiple sclerosis, natural killer cells, cytomegalovirus, NKG2C, FceRly, PLZF

INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is an immune-mediated disease of the central nervous system characterized
by a highly variable clinical course. Both genetic and environmental factors are involved in MS,
with an influence of herpesvirus infections supported by seroepidemiological studies. Whereas
Epstein—Barr virus (EBV) is consistently associated with MS and might play a pathogenic role as
an environmental trigger (1, 2), human cytomegalovirus (HCMV) was recently related to lower
MS susceptibility (3—6); however, the basis for these observations remains uncertain.
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HCMV establishes a lifelong latent infection whose prevalence
appears inversely related with socioeconomical development and,
in line with the “hygiene hypothesis,” the reported associations
with MS might be indirectly linked to the exposure to other
environmental factors. On the other hand, a putative influence of
HCMYV in MS immunopathology is conceivable (7), as this
herpesvirus may exert a profound impact on the immune system
(8), and could potentially modulate the response to other
pathogens (i.e., heterologous immunity) (9, 10). Nevertheless,
whether HCMV may exert a beneficial or detrimental effect on
MS is currently uncertain (11).

T lymphocytes and natural killer (NK) cells play
complementary key roles in controlling HCMYV, which,
reciprocally, has developed a variety of immune evasion
mechanisms (12). HCMV has been reported to induce a persistent
reconfiguration of NK cell compartment, both in healthy
individuals and under pathological conditions. The magnitude of
this effect is variable and hallmarked by the differentiation and
expansion of functionally mature NK cells displaying high
levels of the CD94/NKG2C activating receptor encompassed by
additional phenotypic and functional changes (13—16). Human
adaptive NKG2C(+) NK cells are contained within the major
circulating CD56%™ subset, which mediates cytotoxicity and
cytokine production upon interaction with target cells, either
directly or through IgG engagement of FcyRIIIA (CD16A). As
compared to other subsets, adaptive NKG2C(+) NK cells
effectively mediate antibody-dependent effector functions,
particularly cytokine production (17, 18). Additional associated-
adaptive NK cell
markers include epigenetic silencing of the promyelocytic
leukemia zinc finger (PLZF) transcription factor, with unknown
functional implications in NK cells (17, 19-21), and loss of the
FceRI gamma chain (FcRy) adaptor coupled to CD16, whose
replacement by the ¢ chain may enhance antibody-dependent NK
cell activation (17, 19,22, 23). Some adaptive NK cell-associated
features have also been detected in NKG2C(—) NK cell subsets,
suggesting that NK cell differentiation is independent of NKG2C
expression and may be induced by stimuli other than HCMV (17,
18, 24). Moreover, adaptive NK cell differentiation may not be a
coordinated process, as supported by the delayed FcRy loss
observed in adaptive NK cells following HCMV infection in
hematopoietic stem cell transplantation recipients (25). The
cellular and molecular mechanisms underlying the development
of adaptive NK cells and their implications in human health
remain partially defined.

NK cells have been previously studied in the context of MS
(26, 27), and changes associated with the response to some
immunomodulatory therapies have been reported (28, 29),
proposing an immunoregulatory role played by the minor
circulating CD56"€" NK cell subset (30). These cells display a
CD16(-) NKG2A(+) phenotype and have a limited cytotoxic
capacity but efficiently produce cytokines, constituting the
predominant subset in peripheral lymphoid tissues. However, the
role of NK cells in MS immunology is only partially understood.
Recently, we described an association of HCMV- induced
expansion of NKG2C(+) NK cells with a lower risk of disability
progression in MS, suggesting an influence of these

Iymphocytes on the clinical course (31). In the present study, we
aimed to further explore whether HCMV and adaptive NK
cells play a protective role in MS. Adaptive NK cell
immunophenotype and antibody-triggered NK cell activation
against EBV-transformed B cell lines were evaluated in MS
patients considering their HCMV serostatus and clinical profile,
providing further insights into the involvement of NK cells in this
disease.

MATERIALS AND METHODS
Study Design and Population

A case—control study of MS patients was designed to analyze
adaptive NK cell markers and antibody-dependent NK cell
activation in accordance to HCMV serostatus and clinical
characteristics. MS patients diagnosed based on McDonald
criteria 2010 from Hospital del Mar, IMIM (Barcelona) and
Hospital Ramon y Cajal (Madrid) (REEM, Spanish Network for
MS research) were recruited from routine clinical visits. In
addition, a subgroup of MS patients was prospectively evaluated
after onset of interferon-beta (IFNB) therapy to assess the
influence of this treatment on adaptive NK cells. We excluded
patients on disease-modifying therapies known to deplete
peripheral lymphocytes or alter their trafficking (e.g,
natalizumab, fingolimod, dimethyl fumarate), as well as those
undergoing corticosteroid treatment in the last 30 days,
pregnancy, or any severe concomitant disease. The following
demographic and clinical characteristics were evaluated in every
case: age, sex, disease duration, MS form (RRMS: relapsing—
remitting MS, SPMS: secondary progressive MS, PPMS: primary
progressive MS), disability scores (EDSS: Expanded Disability
Status Scale, MSSS: multiple sclerosis severity score) and
treatment. Healthy controls matched for age and sex were
recruited from the same geographical area.

The study was approved by the local Ethics Committee,
including participants after written informed consent. Blood
samples obtained from venous puncture were obtained from
controls and MS patients, performing standard clinical
diagnostics test to evaluate EBV-(LIASONQ) and HCM V-
specific circulating antibodies (Roche®, Cobas602).

Analysis of NK Cell Immunophenotype

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 47 healthy
controls and 151 MS patients were isolated from blood samples
collectedin EDTA tubes using Ficoll-Hypaque density gradient
centrifugation and cryopreserved in fetal calf serum with 10%
dimethyl sulfoxide until analysis. Sample staining for flow
cytometry analysis was performed using anti-NKG2A (clone
Z199) indirectly labeled with a secondary goat anti-mouse PE-
Cy7 (Biolegend) and the following fluorochrome-conjugated
antibodies: anti-CD3-PerCP (BD Pharmigen), anti-CD56-APC
(Biolegend), antiCD16-eFluor450 (eBioscience), and NKG2C-
PE (R&D Systems). For the analysis of FcRy (MS, n = 139;
controls n = 47) and PLZF expression (MS, n = 86; controls
n = 26), cells were treated with a fixation/permeabilization kit
(BD Biosciences) followed by incubation with anti-FcRy-FITC
(Millipore) and anti-PLZF-PE CF594 (BD Biosciences). Samples
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were acquired in LSRFortessa (BD Biosciences) and data were
analyzed using FlowJo software (Tree Star, Oregon, USA), using
the gating strategy shown in Figurel

Functional Assessment of

Antibody-Dependent NK CellActivation
PBMCs from 42 MS patients (22 RRMS, 8 SPMS and 12
PPMS) and 17 controls matched for HCMV serostatus were
incubated overnight at 37°C with recombinant IL-2 (200
U/ml). The response of NK cells to the HLA class I- defective
721.221 B-lymphoblastoid cell line with or without rituximab
(50ng/ml) was assessed following a 4-h incubation (E/T =
1/1). A complementary approach was performed using
EBV(+) AKBM cells as targets following induction of the
lytic cycle in the presence of EBV(+) or EBV(-) sera, as
previously described (32, 33). Surface expressionofCD107 asa
marker of degranulation and intracellular TNFa production was
analyzed by flow cytometry as previously reported (34), using
the anti-CD107-APC (BD Pharmigen) monoclonal antibody
during incubation together with monensin (GolgiStop®; BD)
and brefeldin (GolgiPlug®; BD). Cultures were then stained
with anti-CD3-PerCP (BD Pharmigen), anti-CD56-APC-Cy7
(Biolegend), and anti-NKG2C-PE (R&D System), permeabilized,
fixed and stained intracellularly with anti-TNFa-CFBlue (labeled
by Immunostep), anti-FcRy-FITC (Millipore), and anti-PLZF-PE
CF594 (BD Biosciences). Data acquisition was performed with an
LSRFortessa cytometer (BD Biosciences).

Multidimensional Flow Cytometry Analysis
Using Barnes-Hut t-SNE

A multidimensional flow cytometry analysis was performed as
previously described (35), compensating raw flow cytometry
data using FlowJo software (Tree Star, Oregon, USA) and later
imported into R using flowCore and openCyto packages.
Lymphocytes were gated on forward scatter and side scatter
characteristics and then on CD56%™ NK cells. FITC channel was
normalized using flowStats R package in order to reduce
experimental variability on fluorescence intensity. Subsequently,
randomly selected data from 500 CD569™ NK cells per sample
was concatenated. The most positive and negative one per mille
values for each parameter were reduced to their less extreme
border. Next, Barnes-Hut t-SNE was conducted using the Rtsne
package. Graphics were produced using ggplot2 and
RcolorBrewer R packages.

Statistical Analysis

Normal distribution was assessed using Kolmogorov—Smirnov
test. Continuous variables were expressed as mean *+ standard
deviation (SD) or median (first—third quartile) for parametric and
non-parametric variables, respectively. Relationship between
continuous and dichotomous variables was assessed by Student’s
t-test or Mann—Whitney U-test, respectively. Pearson or
Spearman correlation coefficients were calculated for pairwise
comparison of continuous variables. Wilcoxon test for paired
samples was used to compare matched prospectively followed-
up samples before and after IFN therapy. Three-dimensional
Venn analysis evaluated the co-expression of adaptive markers

in NK cells. Multivariate lineal regression analysis determined
predictors for adaptive NK cell markers adjusting the models for
HCMV serostatus, clinical variables, and IFN treatment. Results
were considered significant at the two-sided level 0of0.05. Analyses
were performed using SPSS v.23 software.

RESULTS

HCMV-Related Expansionof Adaptive NK
Cells in MS Patients

We comparatively studied in controls and MS patients the
influence of HCMV on the expression of adaptive NK cell
differentiation markers (NKG2C, FcRy, and PLZF) based on the
gating strategy for flow cytometry analysis illustrated in Figure
1. Demographic and clinical characteristics of MS patients and
controls are shown in Table 1. In our study, HCMV
seroprevalence was comparable in both groups (Table 1), and no
clinical differences were observed in MS patients associated with
HCMV serostatus (data not shown).

HCMV seropositivity was associated with greater proportions
of NKG2C(+) NK cells, with no significant differences between
MS patients and controls (Figure 2A). The expansion of
NKG2C(+) cells was confined to the CD56%™ NK cell subset,
whereas detection of CD56"8" NKG2C(+) NK cells appeared
unrelated to HCMV serology (Figure 2A). Similarly, the
frequency of CD56%M FcRy(-) NK cells was also increased in
HCMV(+) patients and controls as compared to HCMV(-)
individuals (Figure 2B). By contrast, HCMV(+) controls and MS
patients showed increased proportions of PLZF(—) cells not only
in CD56%™ NK cells but, remarkably, also among the CD56iht
subset (Figure 2C); these PLZF(—) NK cells were confirmed to
display the characteristic CD356™2" NKG2A(+) CDI16(-)
phenotype (Supplementary Figure 1). Of note, an increased
frequency of PLZF(-) cells was also detected among CD564™ NK
cells from HCMV(—) MS patients as compared to seronegative
controls (Figure 2C). Overall, these results support previous
studies describing the HCMV-related expansion of adaptive NK
cells displaying the NKG2C(+), FcRy(-), and PLZF(-) markers
in CD569m NK cells; however, a lack of PLZF expression
associated to HCMV seropositivity was also perceived in the
CD56ght NK cell subset, in both controls and MS patients, in
addition to an influence of HCMV-independent factors in PLZF
downregulation in CD56%™ NK cells found in MS cases.

Relationship Between Adaptive NK Cell

Markers in MS Patients and Controls
We next evaluated the relation of adaptive NK cell markers in
CD56%™ NK cells from controls and MS patients. Three-
dimensional Venn diagrams illustrated that NK cells co-
expressing adaptive NK cell markers were increased in
HCMV(+) compared to HCMV(-) MS patients (Figures 3A,B).
The presence in MS patients of increased proportions of PLZF(—)
CD569™ NK cells without other adaptive markers was also
confirmed (Figure 3A).

t-SNE multidimensional analysis of adaptive markers in
CD569™ NK cells (Figure 3C) revealed an HCMV-related
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FIGURE 1| Gating strategy foradaptive NK cells. Lymphocytes wereidentified based on theirforward scatter (FCS) and side scatter (SSC) characteristics, defining
NKcells as CD3(—) CD56(+) lymphocytes. Representative examples were selected based on the expression of adaptive NK cell markers, showing a case with a low
expression of the three adaptive markers (MS.01), a case with low NKG2C(+), FcRy(-), and PLZF(-) expression in CD56%™ NK cells but with a higher proportions of
PLZF(-) CD56"9" NK cells (HC.01), and a case with higher proportions of NKG2C(+), FcRy(-), and PLZF(-) CD569™ NK cells.

expression of NKG2C, more pronounced in controls than in MS
patients. By contrast, NKG2C(—) FcRy(-) PLZF(-) NK cells were
more evident in MS patients than in controls, with a less marked
relation to HCMV serology (Figure 3C). These results further
point out an uncoupled expression of adaptive markers in NK
cells from MS patients as compared to controls, suggesting the
influence of factors other than HCMV.

Influence of IFNB Therapy on Adaptive NK
Cells in RRMS

We next evaluated the impact of IFN therapy on adaptive
NK cell markers in RRMS (mean time of treatment, 7.0 +
4.2 years). As previously reported (36), IFNB-treated patients
displayed increased proportions of CD56€" NK cells as
compared to untreated cases (14.8% % 11.6 vs. 8.3% * 7.1,
p < 0.05), which appeared unrelated to any of the adaptive
markers analyzed (data not shown). IFNf therapy did not alter
the effect of HCMV on the proportions of

NKG2C(+) CD564m NK cells (Figure 4A). However, lower
proportions of FcRy(—) CD564™ NK cells were found in IFNB-
treated patients as compared to untreated cases (9.6%
*+8.2vs.19.3% % 19.7, p < 0.05), a finding only perceived in
CD569™ NK cells from HCMV(+) but not in HCMV(-) MS
cases, who displayed low proportions of FcRy(—) NK cells
independently of treatment (Figure 4B). Interestingly, PLZF(-)
CD568NK cells tended to increase in IFNB- treated HCMV (—
) patients (Figure 4C), vanishing the differences related to HCMV
serostatus noticed in both CD56%™ and CD56"E" NK cell
subsets (Figure 2C). These results suggest that HCMV-driven
adaptive NK cell development in RRMS might be modulated by
IFNB therapy. However, the above- mentioned IFNB-related
modifications in adaptive markers were not perceived in a
subgroup of MS patients prospectively followed after 1 year of
treatment (Supplementary Figure 2), indicating that the
cytokine does not directly modify the adaptive NK cell
immunophenotype.
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TABLE 1 | Demographic and clinical characteristics of MS patients and controls.

Controls MS patients P-value*® RRMS SPMS PPMS P-value®
n =47 n=151 n =88 n=44 n=19

Age (years) 46.6 + 13.3 50.1+ 11.4 0.08 45.6 + 10.0 55.0 + 8.8 59.4 + 13.0 <0.001
HCMV seroprevalence, n (%) 37 (78.7) 103 (68.7) 0.126 59 (67.8) 33 (75) 11 (57.9) 0.217
EBV seroprevalence, n (%) 40 (87) 147 (98.7) <0.01 86 (98.9) 43 (97.7) 18 (100) 0.152
Sex (female), n (%) 30 (63.8) 101 (66.9) 0.413 59 (67.0) 28 (63.6) 14 (73.7) 0.861
MS duration (years) - 15.1 + 10.0 11.6 +9.1 21.5+8.7 16.2+ 9.8 <0.001
DMT, n (%) - 50 (33.1) 42 (47.7) 7 (15.9) 1(5.3) <0.001
DMT-naive, n (%) - 47 (34.1) 22 (28.9) 9(20.9) 16 (84.2) <0.001
EDSS - 3.5 (2.0-6.0) 2.0 (1.0-3.0) 6.5 (5.5-7.5) 6.0 (4.5-7.0) <0.001
MSSS - 4.23+2.92 2.60+2.20 6.58 £ 2.25 6.56 + 1.91 <0.001
2y-RR - 0.19 %+ 0.41 0.34 + 0.52 0.01 + 0.08 0.0+ 0.0 <0.001
ARR - 0.37 £ 0.41 0.42 + 0.42 0.52 + 0.39 0.01 + 0.02 <0.001

Values are expressed as mean + SD or median (1st-3rd quartile). HCMV, human cytomegalovirus; EBV, Epstein—Barr virus; DMT, disease-modifying therapy (interferon-beta, n= 45;
glatiramer acetate, n = 5), EDSS, Expanded Disability Status Scale; MSSS, multiple sclerosis severity score; 2y-RR, relapsing rate in the previous 2 years; ARR, annualized relapsing
rate; RRMS, relapsing—remitting MS; SPMS, secondary progressive MS; PPMS, primary progressive MS. *P-values comparing controls and MS patients using ttest or Mann—Whitney

U-test. * P-values comparing RRMS, SPMS, and PPMS patients using one-way ANOVA.
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FIGURE 2 | Expression of adaptive markers in NK cells from controls and MS patients according to HCMV serostatus. (A) Proportions of NKG2C(+), (B)
FcRy(-), and (C)PLZF(-)in CD56%™ and CD56""9" NK cells from healthy controls (HC) and MS patients according to HCMV serostatus. Higher proportions of
NKG2C(+), FcRy(-), and PLZF(-) in CD56%™ NK cells were found in HCMV(+) as compared to HCMV(-) cases (A-C), in addition to higher proportion of PLZF(—) NK
cells perceived inthe CD569" subset (C). Increased proportions of PLZF(~) CD569™ NK cells were also found in HCMV(=) MS patients as compared to HCMV/(-)
controls (C). NKG2C, MS = 151, HC 139; FcRy, MS = 139, HC = 47; PLZF, MS = 86, PLZF = 26. Individuals with an NKG2C d/de! genotype (HC, n= 1; MS, n = 6)
were excluded from the analysis of NKG2C expression. P values (Mann—Whitney U test): * <0.05, ** <0.01, *** <0.001, **** <0.0001.
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FIGURE 3 | Interrelationship of adaptive NK cell markers in MS. Venn diagrams depicting the proportions of NKG2C(+), FcRy(-), and PLZF(-) CD56™ NK cells
in healthy controls (HC) (n=26) and MS patients (n = 86) (A), and stratifying results according to HCMV serostatus (B). Values expressed the mean proportion for
each group. P-values (Mann-Whitney U-test): ** <0.01, comparing controls vs. MS patients; ##<0.01, comparing HCMV(-) vs. HCMV(+). (C) t-SNE plots of
NKG2C, NKG2A, FcRy, and PLZF expression in CD56%™ NK cells evaluated in HC and MS patients according to HCMV serostatus.

DISt_rIbUtlon of AQaptlve NK Cells in MS FcRy(-) NK cells appeared greater in SPMS patients as
Patients According to C|InIC_a| Forms compared to RRMS, in both CD56%™ and CD56&ht NK
Considering MS form, NKG2C(+) CD56%™ NK cell proportions  cells (Supplementary Figure 3B). No differences were

were lower in PPMS patients as compared to SPMS patients observed for PLZF expression according to MS form

(Supplementary Figure 3A). By contrast, proportions of  (Supplementary Figure 3C). After multivariate regression
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FIGURE 4 | Influence of IFNB therapy in the expression of adaptive markers in NK cells from RRMS patients. Proportions of NKG2C(+) (A), FcRy(-) (B), and
PLZF(-) (C) in CD56%™ and CD56"9" NK cells according to the presence of IFNB therapy and HCMV serostatus. The influence of IFNB was mainly perceived in
the expression of FcRyin CD56%™ NK cellsin HCMV(+) cases, and in PLZF expression, which vanished differences related to HCMV serostatus in both PLZF(—)
CD56%™m and CD56"9" NK cells. NKG2C(+): IFNB-treated, n = 33, and untreated patients, n = 44; FcRy: IFNB-treated patients, n = 37, untreated patients, n = 33;
PLZF, IFNB-treated patients, n = 20, untreated patients, n = 24. Individuals with an NKG2C 99! genotype (RRMS, n = 5) were excluded from the analysis of
NKG2C expression. P values (Mann—Whitney U-test): * <0.05, ** <0.01.

analysis, the association of MS form with adaptive markers
appeared independent of HCMV and IFN-therapy only for the
proportions of NKG2C(+) CD569™ and FcRy(—) CD56ght NK
cells (Supplementary Table 1). No additional correlations were
observed between adaptive NK cell markers and age, disease
duration, disability scores, or disease activity (data not shown).
These results suggest that the expression of some adaptive NK
cell markers may vary in progressive MS forms independently of
the influence of HCMV and IFNBtherapy.

Adaptive NK Cell Markers and Antibody-
Dependent Activationin MS

In order to evaluate antibody-dependent NK cell functions,
degranulation and TNFa production were measured in NK
cells from 42 MS patients and 17 controls following stimulation
with the 721.221 cell line in the absence or presence of rituximab
(Figure 5A). As expected, CD56%™ NK cells in controls and
MS patients showed a greater degranulation and TNFa
production in the presence of rituximab (Figure 5B). In addition,
an increased degranulation of CD56™¢" NK cells in the
direct response to the 721.221 cell line without rituximab
was perceived in MSpatients (Figure 5B).

Comparable results were observed in experiments using the EBV-
infected AKBM cell line as target (Supplementary Figure 4A).

We subsequently evaluated antibody-dependent NK cell
functions according to MS form (Figure 5C). RRMS patients
displayed increased proportions of degranulating CD564™ NK
cells as compared with controls and PPMS; moreover, the
proportions of TNFa-secreting cells were lower in PPMS as
compared to controls and other MS forms (Figure 5C). Similar
results for TNFa production were obtained using the AKBM cell
line (Supplementary Figure 4B). IFN[3 therapy in MS patients
did not influence the results obtained in these experiments (data
not shown).

Next, we evaluated the relationship of adaptive markers in
CD56%M NK cells and antibody-triggered responses. In controls,
the proportions of NKG2C(+), FcRy(-), and PLZF(-) CD564™
NK cells appeared unrelated to degranulation, whereas a direct
correlation with TNFa production was observed (Figure 6). By
contrast, the proportions of adaptive NK cells in MS patients did
not correlate with TNFa secretion and, moreover, an inverse
relation between degranulation and the proportions of FcRy(-)
and PLZF(-) CD56%™ NK cells was detected (Figure 6); similar
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FIGURE 5 | Antibody-dependent NK cell activation in MS patients and controls. (A) Experimental design evaluating NK cell degranulation (CD107) and
intracellular TNFa production in functional experiments using 721.221 lymphoblastoid cell lines as NK cell targets. (B) CD107 expression and TNFa production by
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Whitney U-test for CD107 and Student’s t-test for TNFa expression): * <0.05, ** <0.01, *** <0.001, **** <0.0001.

observations were found in CD56"€" NK cells from MS patients
(data not shown). An analysis considering the co-expression of

adaptive markers in controls and MS patients showed

that antibody-triggered responses were greater in NKG2C(+)
CD569™ NK cells independently of FcRy or PLZF expression
(Supplementary Figure 5).
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FIGURE 6 | Correlations between adaptive NK markers and antibody-dependent CD569™ NK cell activation. Spearmanrank correlations (R) between
proportions of NKG2C(+), FcRy(-), and PLZF(—) CD56%™ NK cells and intracellular TNFa production (A), and CD107 expression (B)in functional experiments using
rituximaband 721.221 lymphoblastoid cell lines as NK cell targets. HC, healthy controls; MS, multiple sclerosis. Controls, n=17; MS patients, n =42 (RRMS, 22;
SPMS, 8, PPMS 12).

Overall, these results suggest that adaptive NK cell function
may differ in MS according to clinical form, being greater in
RRMS as compared to progressive MS forms; however, in
contrast to healthy individuals, an adaptive NK cell profile in MS
patients did not correlate with proficient antibody-triggered
effector functions.

DISCUSSION

Considering the high prevalence of lifelong HCMYV infection and
its broad impact on the immune system (8), the possibility that
this herpesvirus might somehow impact the development of
autoimmune disorders is plausible (37). A lower HCMV
seroprevalence has been reported in studies of pediatric and adult
MS populations (3—7, 11), suggesting that this infection might
have a protective effect. Among different hypotheses to explain
how HCMV might influence MS, we considered the involvement
of NK cells, which have been previously related with the disease
(26-30). The virus promotes to a variable extent an adaptive
differentiation of NK cells (13—15, 17, 19), which effectively
mediate antibody-triggered cytotoxicity and cytokine production,
thus potentially contributing to the immune response against
HCMYV and other microbial pathogens

(10, 38—40). In line with reports relating HCMV with a reduced
MS susceptibility (3—5), an association of HCMV-driven adaptive
NKG2C(+) NK cell expansion with a lower risk of clinical
progression was previously described (31). Yet, it remains
uncertain whether and how adaptive NK cells might influence the
development and clinical course of MS.

In agreement with extensive observations in healthy blood
donors and different clinical settings, our results pointed out that
HCMV infection is the leading factor that promotes the
development of conventional adaptive NKG2C(+), FcRy(-), and
PLZF(-) CD56%™ NK cells in MS patients (17-19, 22, 23). In
previous reports, an uncoupled distribution of the expression of
some adaptive NK cell-associated markers, with potential
functional implications, was noticed (17, 18, 25). In this regard,
we observed increased proportions of PLZF(—) NK cells, but not
of NKG2C(+) or FcRy(-) NK cells, among the CD56ght NK
cell subset from HCMV(+) individuals. Such phenotype may
result from an influence of HCMYV at early stages of adaptive NK
cell development, according to the linear model of differentiation
from CD356"E"M NK cells (41), but also of HCMV-unrelated
factors (20, 42), as suggested by the detection of increased
PLZF(-) CD569™ NK cells in HCMV(-) MS patients.
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No significant differences in NKG2C expression were
perceived between controls and progressive forms; yet, lower
proportions of NKG2C(+) NK cells in PPMS as compared to
SPMS were detected, in line with the lower NKG2C pattern of
expression in MS patients observed in the multidimensional
analysis as well as in previous studies with a larger number of
cases (31). An additional factor related with changes in the
expression of adaptive NK cell markers in MS was IFNJ
therapy, which was associated with reduced proportions of
CD56%™m FcRy(-) NK  cells in HCMV(+) RRMS patients.
Moreover, HCMV-related differences in the proportions of
PLZF(-) CD56%™ and CD56P1i¢ht NK cell subsets vanished in
IFNB-treated cases, an effect related with an increase of PLZF(—
) cells in HCMV(—) patients. However, no phenotypic changes in
adaptive NK cells were perceived in a subset of RRMS cases
prospectively followed up for 1 year after initiating IFN(
therapy, pointing out that this effect likely results from complex
mechanisms eventually requiring a longer exposure to be
perceived. Further studies would be required to assess whether
PLZF downregulation might be related to clinical response to
IFNQ therapy.

Adaptive NK cells have been reported to effectively mediate
antibody-triggered effector functions, particularly cytokine
production (22, 23, 34). NK cell activation upon incubation with
rituximab-coated 721.221 cells was mainly exerted by CD56%™
NK cells, without significant differences between controls and
MS patients, as previously reported (43). Other clinical variables
(i.e., age and IFNB-therapy) appeared as well unrelated with
antibody-triggered responses mediated by CD56%™ NK cells
(data not shown). Notwithstanding, NK cell activation differed
in MS according to the clinical form, being lower in PPMS as
compared to RRMS patients. Similar results were obtained using
as a target the AKBM cell line, suggesting a comparable pattern
of NK cell response against EBV- infected targets. In accordance
to previous studies addressing the relation of adaptive markers
with NK cell antibody- triggered function (18, 25, 44), a
proficient antibody-dependent activity was related to NKG2C
expression in CD3564™ NK cells rather than to other adaptive-
associated markers. This finding, in conjunction with the low
NKG2C expression found in progressive MS (31), deserves
attention, suggesting that an adaptive NK cell dysfunction may
be associated with a risk of disability progression.

Based on our observations, some considerations need to be
made regarding the putative connection of HCMV infection and
adaptive NK cells with MS immunopathology. First, the ability
of NK cells to eliminate activated T lymphocytes suggested that
they may play a relevant immunoregulatory role in the context of
MS (27, 28, 30). Yet, adaptive NK cells do not effectively exert
this function (17), possibly reflecting their expression of KIRs
and ILT2 HLA class I-specific inhibitory receptors. Second,
given their CDIl6-triggered antibody-dependent effector
functions and proliferation, adaptive NK cells likely participate
in the immune response to different microbial pathogens (17, 19,
22, 40). Thus, HCMV-induced adaptive NK cells might
contribute to the control of other herpesviruses proposed to
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be involved in MS, as supported by their participation in the
marked antibody-dependent response against EBV-infected cells
(33). In this regard, the adaptive NK cell phenotype in MS
patients was not associated with proficient antibody- dependent
effector functions, in contrast to the pattern of response observed
in healthy donors. Third, PLZF(-) CD56"g" NK cells were
detected in HCMV(+) controls and MS patients and, moreover,
IEN therapy was associated with increased PLZF(—) CD56"ght
NK cells in HCMV(-) RRMS. This finding deserves further
attention in the context of the regulatory role of CD56€h NK
cells and their contribution to control EBV infection (45, 46).

In conclusion, our results provide novel insights into the
putative influence of HCMV in MS involving the NK cell
compartment. The study shows that the distribution of
adaptive NK cell markers in MS may vary not only depending on
HCMYV seropositivity but also on IFN therapy and disease form,
revealing differences in their antibody- dependent activation as
compared to healthy individuals. Further studies are required to
explore the involvement of HCMV in the immune response to
EBV in MS patients, and the putative influence of HCMV-
unrelated factors in PLZF downregulation.
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5.2.1. Material suplementario Articulo 2

Supplementary Figure 1
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Supplementary Figure 1. Immunophenotype of PLZF(-)
CD356eh NK cells. A representative dot plot of CD568
PLZF(-) NK cells displaying a CD16(-) NKG2A(+) phenotype.

Supplementary Figure 2
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Supplementary Figure 2. Prospective analysis of adaptive NK cell markers in MS patients after
one year of IFNJ therapy. A subgroup of MS patients [HCMV(+), n=11; HCMV(-}, n=8] was followed
up for a year after treatment onset. No significant changes in the proportions of NKG2C(+), FeRy(-) and
PLZF(-) CD56%M NK cells were detected after IF NP therapy, independently of HCMV serostatus.
Similarly, no differences were found in CD36"MEN NK cells, except for a significant increase in FcRy(-)
cells in HCMV(-) MS patients after therapy. P-value (Wilcoxon test): ** <0.01.

66



Supplementary Figure 3
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Supplementary Figure 3. Adaptive markers in NK cells from MS patients according to
clinical form. Proportions of NKG2C(+) (A), FcRy(-) (B), and PLZF(-) (C) in CD56dim and
CD356bright NK cells in healthy controls (HC) and MS patients according to clinical form.
RRMS: relapsing-remitting MS. SPMS: secondary progressive MS. PPMS: primary-
progressive MS. P-values were evaluated by pairwise Mann-Whitney U test: * <0.05.

Supplementary Figure 4
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Supplementary Figure 4. Antibody dependent NK cell activation in MS patients and controls in
experiments using the AKBM cell line. A) CD107 expression and TNFo. production by CD564™ and
CD56"EMNK cells in controls and MS patients. B) CD107 expression and TNFo production by CD356%™
NK cells in controls and MS patients according to clinical form. PBMC: peripheral blood mononuclear
cells. P-values (Mann-Whitney U test for CD107 and Student's t-test for TNFc statistical analysis) : *
<0.05, *¥**% <0.0001.
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Supplemantary Figure 5
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Supplementary Figure 5. Antibody-triggered responses in CDS6dim NK cclls according to double
expression of adaptive markers. CID107 expression and intracellular TNTa production by CID536dim NK cells
in controls (HC, n=17) and MS patients (n=42), according to the co-expression of the adaptive markers NKG2C
and TR (A), and NKG2C and PLZI (B). P-values (Mann-Whitney U test): * <0.05, ** <0.01, ***<0.001, ****
<0.0001.
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Supplementary Table 1. Multivariate analysis of adaptive NK cell markers in MS.

NKG2C(+) CD56%m * FcRy(-) CD56%Im ** FcRy(-) CD56Pright #*
P-value
Univariate analysis P-value } + P-value 1
MS form 0.025% 0.023% 0.048%
HCMV <0.0001% <0.0001% 0.263
IFN 0.432 0.010% 0.746
Multivariate ° } ° _ CI -
analvsis B B CI95% p-value B B CI 95% p-value B B 959, p-value
- - -0.175,
MS form -0.219 0.263 -0.426,-0.011 0.039  -0.067 0.112 0.041 0.221 - - - -
HCMV 0.105 0.126 -0.103,0.312 0.316 0.448 0.429 0.273,0.624 <0.001 - - - -
- -0.415, -
IFNp - - - - -0.240 0.246 0.065 0.008 - - - -

+: Mann-Whitney test. &: variables introduced in the multivariate linear regression models. * Multivariate linear regression analysis
performed in SPMS and PPMS patients (*), and in RRMS and SPMS patients (**). B: Unstandardized coefficient. f§: standardized
coefficient. CI 95%: confidence interval 95%.
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6. RESUMEN GLOBAL DE RESULTADOS

Objetivo principal: Estudio de la respuesta adaptativa mediada por
células NK en pacientes con EM y su relacion con la infeccion cronica

por el HCMYV Yy las caracteristicas clinicas de la enfermedad

De cara a intentar responder al objetivo principal se han desarrollado lo siguientes

objetivos de acuerdo con las hipotesis planteadas:

Objetivo secundario 1: Estudio de la prevalencia de la infeccion por
HCMYV en controles y pacientes con EM, evaluando su influencia en el
curso clinico de la enfermedad y en la respuesta humoral frente a otros

herpesvirus (VEB, HHV6)

En este objetivo se pretendid evaluar la prevalencia de la infeccion por HCMV en
pacientes con EM, tanto de forma global en todos los pacientes, como en fases iniciales
de la enfermedad, y su comparacion con controles sanos. Para ello, se evalud la influencia
del HCMV en el curso clinico de la enfermedad, asi como en la respuesta humoral frente
a otros herpesvirus, sentando las bases para el posterior estudio del efecto del virus sobre

linfocitos T y células NK planteado en los siguientes objetivos.

La seroprevalencia del HCMV en la poblacién global de pacientes con EM fue
similar a la encontrada en controles (58% vs. 68.3%, respectivamente, p 0.149). Sin
embargo, al evaluar la seroprevalencia en los pacientes en fases iniciales de la enfermedad
(<5 afios), esta fue menor que en pacientes con menor tiempo de evolucidon en
comparacion con aquellos pacientes de mas tiempo de evolucion (48% vs. 65% p<0.01),
asi como en controles sanos (63.8%, p<0.01) (Articulo 1, Figura 2 A-B). Dado que estas
diferencias podrian estar en relacion con el incremento de edad de los pacientes de mayor
tiempo de evolucion, comprobamos que estos resultados se mantenian al evaluar
pacientes y controles menores de 40 afios (45% vs. 67%, p<0.05) (Articulo 1, Figura
2C). Asi mismo, un analisis de regresion logistica en la cohorte global de pacientes con
EM mostr6 que la seroprevalencia del HCMV se asociaba con la duraciéon de la

70



enfermedad (Odds Ratio (OR) 1.04, intervalo de confianza (IC) del 95%, 1.01-1.08
p<0.05) de forma independientemente de la edad (OR 1.02, IC 95% 0.99-1.04, p=0.190).
No se encontraron otras asociaciones de la infeccion cronica por HCMV con variables

clinicas de la EM como la actividad o la discapacidad.

De cara a estudiar la respuesta humoral frente a otros herpesvirus, se evaluaron en
una muestra de 109 pacientes (59 en fases iniciales (< 5afios) y 50 de mayor tiempo de
evolucion) y 101 controles sanos, anticuerpos especificos contra los virus HCMV, VEB
y HHV-6. La seroprevalencia de HCMV y VEB de pacientes con EM en fase temprana
de la enfermedad difiri6 de la de los controles, siendo menor la prevalencia de HCMV y
mayor la del VEB (HCMV+ 44.1% vs. 63%, p<0.05; VEB+ 98.3% vs. 88.5% p<0.05),
sin encontrar diferencias en cuanto a la seroprevalencia de HHV-6. Asi mismo, el indice
EBNA-1 fue mayor en pacientes comparado con controles (24.25 £4.96 vs. 18.93 £4.06,
p<0.0001) de forma independiente al tiempo de evolucion de la enfermedad o a la
serologia HCMV, sin encontrar diferencias en IgG-HCMV o IgG-HHV6 (Articulo 1,
Figura 4). No se encontraron tampoco diferencias en cuanto al indice de anti-VCA (datos

no mostrados).

La influencia de la infeccion por HCMV en la repuesta humoral a otros
herpesvirus fue estudiada en aquellos individuos seropositivos para VEB y HHV®6, sin
encontrarse relacion entre el seroestatus HCMV con el indice de EBNA1 o HHV6 en
pacientes y controles. No obstante, al evaluar los pacientes en fases iniciales de la
enfermedad (<5 afos) seropositivos para el HCMV, se observo una correlacion inversa
entre anti-EBNA1 y la duracion de la enfermedad (Rspearman -0.59, p<<0.01), que no estaba
presente en pacientes seronegativos, sugiriendo una reduccion progresiva de la respuesta

humoral al VEB en pacientes seropositivos para HCMV (Articulo 1, Figura 5).

Los resultados de este objetivo sugieren que el HCMV podria tener un papel
protector sobre la EM, siendo este patogeno menos prevalente al inicio de la enfermedad,
independientemente de la edad del paciente, y asociandose a una menor respuesta
humoral frente al VEB, pudiendo implicar en este proceso mecanismos de inmunidad

heter6loga entre ambos herpesvirus.
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Objetivo secundario 2: Evaluacion del impacto de la infeccion por
HCMYV en subpoblaciones linfocitarias NK y T en pacientes con EM en

funcion de la edad y el tiempo de evolucion de la enfermedad.

Una vez evaluada la seroprevalencia del HCMV y su relacion con la clinica en la EM, el
siguiente objetivo pretendio estudiar el impacto del HCMV en las poblaciones T y NK.
Para ello, se determino la presencia de células adaptativas NK NKG2C(+) en pacientes y
controles en relacion a la seropositividad del HCMV, encontrando, de acuerdo con lo
previamente publicado, una mayor expresion de células NK NKG2C(+) tanto en
pacientes (18.8% £ 16.5 en HCMV(+) vs. 10.9% £ 5.7 en HCMV(-), p<0.01) como en
controles (HCMV(+), 21.5% + 19.2 vs. HCMV(-), 11.6% + 8.2 p<0.05).

Al valorar pacientes en fases iniciales de la enfermedad (<5 afios), se observo que
aquellos casos con mayor proporcion de células NK NKG2C(+) (categorizados como
fenotipo NKG2C""€") tenian un menor valor de la EDSS (fenotipo NKG2C#h: (.95 +
0.89 vs. NKG2C9™ 2,02 + 1.22; p<0.05) y MSSS (3.57 + 2.29 vs. 542 + 2.77,
respectivamente; p<0.05), confirmando estudios previos de nuestro grupo (113) que
sugieren que la expansion de células NK NKG2C(+) se asocia a una menor progresion de
la enfermedad, apoyando el presente estudio que dichos cambios ya son percibidos en

fases tempranas de la enfermedad.

En cuanto al impacto del HCMV sobre la poblacion linfocitaria T, la
seropositividad para el HCMV se asoci6 de forma significativa, tanto en pacientes como
en controles, con mayor proporcion de células T CD8(+) CD27(-) CD28(-), CD57(+) y
LILRBI1(+). Estas diferencias relacionadas con el HCMV, en contraposicion a lo
encontrado en células NK, fueron independientes del tiempo de evolucion de la EM,
estando ya presentes desde estadios iniciales de la enfermedad. Asimismo, se encontraron
diferencias en las subpoblaciones T CD4(+), pero de menor magnitud en comparacion al
compartimento T CDS8(+), predominantemente en controles y en fases iniciales de la
enfermedad (Articulo 1, Figura 3). No se encontraron diferencias significativas en la

expresion de NKG2C en linfocitos T, ni en relacion con aspectos clinicos de la EM.

Los resultados obtenidos sugieren que la infeccion cronica por el HCMV induce
cambios en el sistema inmune caracterizados por una mayor diferenciacion terminal de

linfocitos T, asi como a un inmunofenotipo NK adaptativo caracterizado por la expansion
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de células NKG2C(+). No obstante, mientras que los cambios inducidos en el
compartimento T no guardaron relacion con las caracteristicas clinicas de la enfermedad,
las modificaciones ejercidas por el virus en el compartimento NK se asociaron a una
menor discapacidad en fases tempranas de la enfermedad, precisando ampliar el estudio

del inmunofenotipo adaptativo NK en la EM.

Objetivo secundario 3: Estudio de marcadores adaptativos en células
NK en pacientes con EM en funcion de las caracteristicas clinicas de la

enfermedad y la seroprevalencia HCMYV.

Dados los resultados obtenidos en el desarrollo de los objetivos previos, el presente
objetivo abord6 el estudio del inmunofenotipo adaptativo NK en la EM, evaluando la
influencia de factores relacionados con la enfermedad y la infeccion por HCMYV,

llevandose a término dicho trabajo en el Articulo 2.

Se estudiaron muestras de 151 pacientes y 47 controles para evaluar la expresion
de los marcadores adaptativos en las células NK (NKG2C, FcRy, PLZF), y su asociacion
con el HCMYV vy otras variables clinicas. De acuerdo a lo previamente publicado, los
individuos seropositivos para el HCMV, tanto pacientes, como controles, mostraron un
mayor porcentaje de células NK CD56%™ NKG2C(+), FcRy(-) y PLZF(-) en comparacion
con individuos seronegativos (Articulo 2, Figura 2). En cuanto a la subpoblacion de
células NK CD56"€" no se observaron diferencias asociadas a la seropositividad para el
HCMV en la expresion de NKG2C(+) y FcRy(-); sin embargo, los individuos HCMV(+)
mostraron un mayor porcentaje de células PLZF(-), tanto en la subpoblacién NK CD56%4™
como en la CD56€" (Articulo 2, figura 2C). En individuos HCMV(-), no se observaron
diferencias entre pacientes y controles en la expresion de marcadores adaptativos,
exceptuando un mayor porcentaje de células NK CD56%™ PLZF(-) en pacientes con EM
con respecto a controles sanos seronegativos (Articulo 2, figura 2C), lo que podria
implicar factores independientes al HCMV en la diferenciacion de células NK adaptativas

en la EM.

Posteriormente, se evalu6 la coexpresion de los marcadores adaptativos mediante
un andlisis de diagramas de Venn, evidenciandose la coexpresion de los tres marcadores

adaptativos (NKG2C(+), FcRy(-) y PLZF(-)) en pacientes y controles HCMV(+), y
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confirmdndose una mayor expresion de PLZF(-) en los pacientes con EM no asociada a
la expresion de NKG2C(+) y FcRy(-) (Articulo 2, figura 3 A y B). Asi mismo, mediante
un anélisis de t-SNE en células NK CD56%™ se observd una mayor expresion de
NKG2C(+) en controles que en pacientes seropositvos para HCMV, asi como una mayor
expresion de células NKG2C(-) FcRy(-) PLZF(-) en pacientes con EM con respecto a
controles (Articulo 2, figura 3 C).

Tras estos resultados globales, se procedid a evaluar la asociacion entre la
expresion de marcadores adaptativos NK y las caracteristicas clinicas de la EM. El
inmunofenotipo adaptativo se encontré influenciado por la forma clinica de la EM,
observando una menor expansion de células NK CD564™ NKG2C(+) en formas de EMPP
comparado con pacientes con EMSP. Asi mismo, las formas EMSP presentaron una
mayor proporcion de FcRy(-) tanto en células NK CD56%™ como en CD56Y#" en

comparacion con formas EMRR (Articulo 2, figura suplementaria 3).

La influencia del tratamiento inmunomodulador fue estudiada en pacientes
EMRR. Aquellos casos tratados con IFNp, presentaron una mayor proporcion de células
NK CD56° (14.8% + 11.6 vs. 8.3% =+ 7.1; p<0.05) tal como ha sido previamente
descrito (107). En cuanto a la expresion de marcadores adaptativos, los pacientes tratados
con IFNP presentaron una menor frecuencia de células NK CD56%™ FcRy(-) (9.6% + 8.2
vs. 19.3% + 19.7; p<0,05), un hallazgo s6lo presente en células NK CD56%™ de pacientes
HCMV(+), pero no en HCMV(-), donde el porcentaje de este subtipo celular ya fue bajo
de por si. Asimismo, en pacientes HCMV(-) tratados, la proporcién de células NK
CD56"e" PLZF(-) tendia a incrementarse, desapareciendo las diferencias previamente
descritas asociadas a la seropositividad del HCMV (Articulo 2, figura 4). No hubo
correlacion entre la expresion de marcadores adaptativos y la expansion de células NK

CDS56"e" asociada al tratamiento con IFN.

A raiz de estos hallazgos, se intentd evaluar de forma prospectiva un subgrupo de
pacientes con EMRR previo al inicio de tratamiento con IFN y tras un afio de inicio del
mismo, sin poder evidenciar los cambios previamente descritos en la muestra global, los
cuales tenian una media de tiempo en tratamiento de 7 + 4.2 afios (Articulo 2, Figura

suplementaria 2).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en cuanto a la forma clinica y el
tratamiento con IFNP, se procedi6 a realizar un andlisis multivariado, mostrando que la

expresion de NKG2C en células NK CD56%™ se asoci6 de forma independiente a la forma
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clinica de EM, asi como la relacion del tratamiento con IFN con la proporcion de células
NK CD56%™ FcRy(-) (Articulo 2, tabla suplementaria 1). No se observaron otras
correlaciones de los marcadores adaptativos con la edad, el tiempo de evolucion de la

enfermedad, las escalas de discapacidad o la actividad de la enfermedad.

En conclusién, estos resultados sugeririan que los cambios inducidos por el
HCMYV en el compartimento NK podrian diferir en pacientes con EM en comparacion
con controles, observandose un menor porcentaje de NKG2C(+) en pacientes que en
controles, y un mayor porcentaje de cé¢lulas NKG2C(-) FcRy(-) PLZF(-). Asimismo, la
presencia de marcadores adaptativos podria diferir en las diferentes formas clinicas y en
aquellos pacientes tratados con IFNf3, siendo menor la expresion de NKG2C en las formas
progresivas y observandose una disminucion de células NK FcRy(-) en aquellos pacientes

tratados.

Objetivo secundario 4: Evaluacion de la funcion ADCC mediada por
células NK en pacientes con diversas formas clinicas de EM y su

relacion con el inmunofenotipo adaptativo de estos linfocitos.

Tras la evaluacion del inmunofenotipo adaptativo NK y su relacion con variables clinicas
de la EM y el HCMYV, el presente objetivo se plante6 con intencion de estudiar las
implicaciones de los resultados previos en la funcion ADCC mediada por células NK
frente a lineas linfoblastoides B como marcador de respuesta NK frente a células
infectadas por VEB. Se evalud la funcion ADCC de las células NK mediante la
degranulacion y la produccion de TNFa en 42 pacientes y 17 controles, mediante la
estimulacion con las lineas celulares 721.221 en presencia o no de rituximab (Articulo 2,
figura 5), observdndose una mayor degranulacion de las células NK CD56%™ en pacientes
con EMRR en comparacion con controles o formas EMPP. Asi mismo, los pacientes con
EMPP mostraron una menor produccion de TNFa comparado con controles y el resto de
las formas clinicas de EM. No se observaron diferencias en cuanto al tratamiento con
IFNB u otras variables clinicas tales como la edad o el tiempo de evolucion de la
enfermedad. Resultados similares se observaron estudiando la respuesta de células NK
ante la linea celular AKBM (Articulo 2, figura suplementaria 4) en presencia o ausencia

de suero seropositivo para VEB.
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En cuanto a la relacion de la expresion de marcadores adaptativos y la produccion
de citoquinas, se observo una correlacion directa entre la produccion de TNFa y la
presencia de marcadores adaptativos en controles sanos que, sin embargo, no se observo
en pacientes. Es mas, los pacientes con EM, presentaron una correlacion inversa entre la
degranulacion y la proporcion de células NK FcRy(-) y PLZF(-) (Articulo 2, figura 6).
Evaluando la expresion concomitante de marcadores adaptativos, se encontrd que la
respuesta mediada por anticuerpos fue mayor en células NK CD56%™ NKG2C(+),
independientemente de la expresion de FcRy(-) o PLZF(-) tanto en pacientes, como en

controles (Articulo 2, figura suplementaria 5).

Los resultados obtenidos en el presente objetivo sugeririan que la funcion de las
células NK adaptativas puede diferir en funcién de la forma clinica de la EM, siendo
mayor en formas EMRR en comparacién con formas EMPP. Asi mismo, y a diferencia
de los controles sanos, el inmunofenotipo adaptativo NK no se correlaciondé con una

mayor eficiencia en la respuesta efectora de células NK mediada por anticuerpos.
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7. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION

El papel del HCMV en la EM es controvertido, con un menor riesgo de desarrollo de la
enfermedad conferido por el virus sugerido por estudios epidemioldgicos de amplio
tamafio muestral, tanto en poblacidn pediatrica (56,57) como en adulta (52), sin haberse
encontrado diferencias en cuanto a la seroprevalencia en otros estudios (59), e incluso
planteandose un posible papel desencadenante en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes o desmielinizantes por algunos estudios (60,63), algunos de ellos en

contexto de una primoinfeccion por el virus (63).

En nuestro estudio, hemos observado una menor prevalencia del HCMV en fases
tempranas de la EM, que iria a favor de un potencial papel protector para el desarrollo de
la enfermedad. En base a estos resultados, las diferencias en cuanto a prevalencias en las
diferentes poblaciones estudiadas podrian estar en relaciéon al momento de evaluacion,
justificando la inclusion de variables clinicas de la EM en el estudio de la influencia del
HCMYV en esta enfermedad. Nuestros resultados confirman una menor seroprevalencia
del HCMV en aquellos pacientes de reciente diagnostico en comparacion con controles
estratificados por edad, sin observarse diferencias en la muestra global de pacientes,
probablemente por un aumento de la seroprevalencia del virus en ambos grupos asociado

alaedad (117).

En cualquier caso, el papel del HCMV como posible factor protector de la EM
permanece en debate actualmente, sin poder descartarse un epifendmeno asociado a otros
virus en base a la hip6tesis de higiene planteada para explicar enfermedades autoinmunes,
la cual propone que la exposicidon a ciertos patégenos de forma precoz en la infancia
podria ser protectora para el desarrollo de enfermedades autoinmunes, que se
contrapondria con un mayor riesgo conferido por una primoinfeccién en edades mas
tardias. Este posible aumento en el desarrollo de enfermedades autoinmunes asociadas al
desarrollo socioecondémico podria estar relacionado con la pérdida de relaciones
simbioticas con microorganismos con los que el ser humano ha convivido a lo largo de la
evolucion, establecido dicho argumento en la reinterpretacion de la hipotesis de higiene
dentro de la “old friends” hipotesis (118). Nuestros resultados podrian estar en
concordancia también con dicha hipoétesis, apoyando una relacion del HCMV con un
menor riesgo de EM que, sin poder descartar una asociacion epifendmica, aportarian

algunas evidencias mecanicistas sobre como el virus podria modificar el riesgo de EM
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y/o modificar su curso clinico.

En este sentido, la infeccion cronica por HCMV podria contribuir al control de
otros herpesvirus que estarian relacionados con la enfermedad (Ej: VEB/ HHV6). La
exposicion previa a algunos virus puede modificar la respuesta inmune frente a otros
patogenos, un término denominado “inmunidad heterologa”, que puede estar mediada por
diferentes mecanismos, tales como respuestas inmunes innatas, reaccion cruzada de
células T, respuestas humorales o activacion inespecifica (66,67). En particular, el
HCMYV puede incrementar la produccion de citoquinas proinflamatorias (por ejemplo,
INFy, TNFa) y la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos por células NK, lo que
podria influenciar la repuesta frente a VEB (112). Basdndonos en estas premisas,
analizamos la respuesta humoral en pacientes con EM de acuerdo con su serologia para
el HCMYV, observandose una disminucion del indice EBNA-1 asociado a la duracion de
la enfermedad en pacientes HCMV(+) en casos con <5 afios de evolucion, sin encontrarse
diferencias en la respuesta humoral contra el HHV6. Estos resultados apoyarian que los
pacientes con EM HCMV(+) podrian tener una mejor respuesta inmune contra el VEB

en fases iniciales de EM, siendo precisos estudios adicionales para apoyar esta hipotesis.

Por otro lado, otro de los mecanismos por los que el HCMV podria ejercer un
papel protector en la EM podria estar relacionado con los cambios en poblaciones
linfocitarias que produce la infeccion cronica por el virus. En este sentido, el HCMV ha
sido descrito como uno de los principales factores ambientales relacionados con
modificaciones en el sistema inmune, tal como se describe en un reciente estudio de
gemelos monocigotos discordantes para la infeccion (65). Asi mismo, los sujetos
HCMV(+) presentan una expansion oligoclonal de células T memoria efectoras
especificas para el HCMV que aumentan con la edad, relacionandose con fenémenos de
inmunosenescencia (120), y reduciendo la diversidad de células T CD8+, lo que podria
conferir un menor riesgo de desarrollo de respuestas autoinmunes frente a otros antigenos
(121,122). En nuestro estudio hemos observado una mayor proporcion de células T
diferenciadas terminales en individuos con EM HCMV(+). De esta forma, pacientes con
EM HCMV(-) con un diagnostico reciente de EM podrian desarrollar un proceso
inflamatorio en un contexto de una poblacién de células T menos diferenciadas en
comparacion con individuos HCMV(+), lo que podria favorecer un mayor desarrollo de

fenémenos autoinmunes contra antigenos del SNC. Estas premisas irian a favor del
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potencial papel protector del HCMV, donde la infecciéon crénica por el virus podria

reducir los recursos de diversidad inmunoldgica, reduciendo el riesgo de autoinmunidad.

Ademéas de los cambios descritos en el compartimento T, observamos un aumento
en la expresion de NKG2C(+) en individuos HCMV(+) que, en pacientes en fases
iniciales de la enfermedad, se asocié con una menor discapacidad, acorde con los
resultados previamente publicados (113), y que iria a favor del potencial papel protector
del HCMYV en la EM. Estudios previos han descrito que el HCMV se ha asociado con un
aumento de la expresion de los marcadores adaptativos en las células NK (NKG2C(+),
FcRy(-) y PLZF(-)) en controles sanos. Los cambios adaptativos inducidos por el HCMV
no siempre se producen de forma sincrona, con presencia de unos marcadores disociados
de otros en algunos sujetos (87,123). En nuestros pacientes con EM hemos observado un
mayor porcentaje de células NK CD56%™ PLZF(-) en sujetos HCMV(-), hallazgo no
observado en sujetos sanos, sugiriendo la posible influencia de otros factores diferentes
del HCMV en el desarrollo de esta subpoblacion NK en el contexto de la enfermedad.
Asimismo, en sujetos HCMV(+) se aprecié una mayor expresion de células NK CD56°12ht
PLZF(-), tanto en pacientes como en controles, lo que podria sugerir cambios precoces
en el desarrollo de células NK adaptativas relacionadas con la infeccion crénica por el
HCMYV, suponiendo un modelo de diferenciacion lineal de las células NK desde subtipos

CD56eht 3 CD564™ (124).

En nuestro trabajo, hemos confirmado que esta modificacion del compartimento
NK también se produce en pacientes con EM. Sin embargo, los pacientes con formas
progresivas presentaron una menor expresion de NKG2C(+) en relacioén a controles y
formas EMRR, hallazgo que se ha relacionado previamente con una menor discapacidad
(113). Otro factor asociado a la expresion diferencial de los marcadores adaptativos fue
el tratamiento con IFNB, relacionado con menores proporciones de células NK CD56%™
FcRy(-) en pacientes con EMRR HCMV(+), e incrementos en el porcentaje de células
NK CD56%™ PLZF(-) en pacientes HCMV(-), lo que hizo desaparecer las diferencias
comparativas con los pacientes HCMV(+). Sin embargo, no logramos detectar esas
diferencias en un subgrupo de pacientes seguidos durante un afio tras el tratamiento con
IFNB. Esto podria ser debido a la necesidad de un mayor tiempo de exposicion al

tratamiento (>1 afo) para poder desarrollar dichos cambios celulares.

En cualquier caso, nuestros resultados parecen confirmar la presencia de una

menor poblacion de células NK adaptativas en la EM, principalmente en formas con
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mayor discapacidad clinica, en las que se aprecia una menor poblacion de células NK
NKG2C(+). Este hallazgo, junto a la previamente descrita menor seroprevalencia de
HCMYV en fases iniciales de la enfermedad, podrian permitir inferir que la ausencia de
infeccion cronica por HCMV, o bien, una primoinfeccion tardia una vez desarrollada la
EM, se asociaria a una menor respuesta adaptativa de células NK asociada a un peor
prondstico clinico. Esta interpretacion de nuestros resultados se contextualizaria dentro
de un escenario en el que las células NK se considerarian protectoras para la EM, tal como
recogen numerosos estudios previos en los que se describe una menor funciéon NK
asociada a la actividad de la EM (98,99), asi como la expansion de subpoblaciones NK

con el tratamiento inmunomodulador (105,106).

En este sentido, los mecanismos por los que las células NK podrian estar
implicadas en la inmunopatologia de la EM no son bien conocidos. Una posibilidad seria
la implicacion de las células NK como inmunorreguladoras de respuestas adaptativas,
realizando un control de linfocitos T activados, tal como describen previamente diversos
autores (109,110). Otro mecanismo adicional, no excluyente con respecto al primero,
seria también el control que las células NK ejercen sobre células infectadas por virus,
concretamente el VEB. El papel antiviral de estos linfocitos es ampliamente conocido
(125), destacando, en este sentido, diversos estudios que demuestran la funcion defensora
de células NK contra células infectadas por VEB (111). No obstante, hasta la fecha, no
se han realizado estudios concluyentes que demuestren en pacientes con EM un posible

papel beneficioso de las células NK en el control del VEB.

Con el objetivo de evaluar una hipotética funcion antiviral de células NK en
pacientes con EM, desarrollamos un analisis funcional de la respuesta ADCC mediada
por células NK contra linfocitos B infectados por VEB. Dado que el HCMYV se asocia al
desarrollo de células NK adaptativas, y esto puede incrementar la citotoxicidad celular
mediada por anticuerpos, en particular la produccion de citoquinas proinflamatorias
(126,127), evaluamos la respuesta de las células NK en funcién de su inmunofenotipo
adaptativo tras activacion e incubacion con la linea celular 721.221 con rituximab en un
subgrupo de pacientes y controles, sin observarse diferencias entre ambos grupos, tal
como describen algunos estudios previos (128). Tampoco se encontraron diferencias
significativas con otras variables clinicas (tiempo de evolucion, edad, tratamiento con
IFNB). Sin embargo, la funcion ADCC mediada por células NK en pacientes con EM

difirié seglin la forma clinica de la enfermedad, siendo menor en los pacientes con EMPP
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comparativamente a pacientes EMRR. Este hallazgo fue confirmado al evaluar la
respuesta NK ante la linea celular AKBM, sugiriendo un patron de respuesta de las células

NK contra lineas infectadas por VEB en fase litica.

Estudios previos han demostrado una mayor funcion NK mediada por anticuerpos
asociada a la presencia de marcadores adaptativos, observandose una mayor produccion
de TNFa asociada a la expresion de NKG2C(+) y pérdida de FcRy (87,127). Sin embargo,
un fenotipo adaptativo en nuestros pacientes con EM no se hallé asociado a una mayor
actividad NK, encontrandose, de hecho, una relacion inversa entre la expresion de PLZF(-
)y FcRy(-) y la degranulacién de las células NK, lo que podria sugerir un disfuncion de
estas células en el contexto de un curso clinico mas agresivo de EM, y asociado, a su vez,

con una con una menor respuesta contra el VEB.

En resumen, nuestros estudios demuestran una respuesta adaptativa mediada por
cé¢lulas NK que puede estar reducida en pacientes con EM, principalmente en aquellos
con formas progresivas. La infeccion créonica del HCMV, como posible factor protector
para el desarrollo de EM, podria mediar dicho efecto por un mecanismo de aumento de
la respuesta adaptativa NK, implicando la expansion de células NK FcRy(-), PLZF(-) v,
especialmente, NKG2C(+), asi como favoreciendo una mayor diferenciacion terminal de
linfocitos T. Asi mismo, nuestros resultados apuntarian a una posible involucracion de la
respuesta de células NK adaptativas contra el VEB en la EM, y su potenciacién por
mecanismos de inmunidad heteréloga inducida por el HCMV, precisando estudios

adicionales para corroborar estas hipotesis.
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8. CONCLUSIONES

1) Objetivo principal: Estudio de la respuesta adaptativa mediada por células
NK en pacientes con EM y su relacion con la infeccion crénica por el HCMYV y

las caracteristicas clinicas de la enfermedad.

Conclusion: En base a los resultados obtenidos, la respuesta adaptativa de las células
NK en la EM parece ser deficiente, observandose una menor proporcion de células NK
adaptativas, asi como una menor funcién citotoxica de las mismas, principalmente en
formas progresivas de la enfermedad, que conjuntamente con una menor
seroprevalencia del HCMV en fases iniciales de la enfermedad, sugeririan un papel
protector de la infeccion cronica por el HCMV que podria estar mediado, entre otros

mecanismos, por cé¢lulas NK adaptativas.

2) Objetivo secundario 1. Estudio de la prevalencia de la infeccion por HCMV
en controles y pacientes con EM, evaluando su influencia en el curso clinico de la

enfermedad y en la respuesta humoral frente a otros herpesvirus (VEB, HHV6).

Conclusion: Los pacientes con EM en fases iniciales de la enfermedad presentan una
menor seroprevalencia de infeccion cronica por HCMV, apoyando un posible papel
protector del virus en el desarrollo de la enfermedad, sin observarse otras diferencias
clinicas asociadas a la infeccion por el HCMV. Este efecto protector del HCMV podria
estar mediado, en parte, por un mecanismo de inmunidad heter6loga entre el HCMV

y el VEB en fases tempranas de la enfermedad.

3) Objetivo secundario 2. Evaluacion del impacto de la infeccion por HCMYV en
subpoblaciones linfocitarias NK y T en pacientes con EM en funcion de la edad y

el tiempo de evolucion de la enfermedad.

Conclusion: La infeccion cronica por el HCMV induce cambios en el compartimento
T caracterizados por una mayor diferenciacion terminal de linfocitos T CD4(+) vy,
especialmente, T CDS8(+), independientemente de las caracteristicas clinicas de la
enfermedad, hallazgo que podria tener relevancia en estadios tempranos de la
enfermedad. Asimismo, la expansion de células NK NKG2C(+) relacionada con la
infeccion por HCMYV en fases iniciales de la EM se asocia a una menor discapacidad

de la enfermedad.
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4) Objetivo secundario 3. Estudio de marcadores adaptativos en células NK en
pacientes con EM en funcion de las caracteristicas clinicas de la enfermedad y la

seroprevalencia HCMYV.

Conclusion: La infeccion cronica por HCMV promueve un inmunofenotipo
adaptativo de las células NK, con una distribucién de marcadores influenciada por la
forma clinica y el tratamiento con interferon-beta. Asimismo, el HCMYV se asocia a la
expresion de células NK CD56€" PLZF(-) tanto en controles como en pacientes con
EM, implicando a este marcador en la diferenciacion adaptativa temprana de estos
linfocitos. Del mismo modo, pacientes con EM HCMV(-) presentan un aumento de
células NK CD56%™ PLZF(-), sugiriendo que otros mecanismos independientes del

HCMYV podrian influenciar el inmunofenotipo NK adaptativo en la EM.

5) Objetivo Secundario 4. Evaluacion de la funcion ADCC mediada por células
NK en pacientes con diversas formas clinicas de EM y su relacion con el

inmunofenotipo adaptativo de estos linfocitos.

Conclusion: Las células NK presentan una actividad citotoxica mediada por
anticuerpos contra células infectadas por el VEB que difiere en pacientes con EM en
relacion a su forma clinica, siendo menor en sujetos con formas primarias progresivas,
lo que podria guardar relacion con una menor respuesta adaptativa NK previamente
descrita en esta forma clinica. Asimismo, una mayor expresion de marcadores
adaptativos en la EM no conlleva una mayor actividad celular dependiente de
anticuerpos, apoyando una deficiencia de la respuesta adaptativa mediada por células

NK en esta enfermedad.
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9. LINEAS DE FUTURO

El modelo de desarrollo de las células NK mas aceptado, es un modelo de
diferenciacion lineal, que presupone que las células NK CD56" € son un estadio
previo evolutivo a las CD56%™. El hallazgo en nuestro estudio de células
CD56"e" PLZF(-) sugeriria que estds células podrian estar en un proceso
intermedio de diferenciacion a células NK adaptativas, y por lo tanto, seria
interesante evaluar especificamente este subtipo celular, tanto a nivel de expresion

de receptores, como su capacidad citotdxica y reguladora.

Teniendo en cuenta la menor expresion de células NK adaptativas en las formas
primarias progresivas de EM, asi como su menor actividad dependiente de
anticuerpos evaluada frente a células linfoblastoides B, estaria justificado evaluar
si esta menor respuesta de las células NK se debe a la presencia de otros receptores
inhibidores del sistema inmune, los cuales han sido relacionados con infecciones
cronicas tal como las infeccion por el virus de la hepatitis, y que en el contexto de

la EM podrian estar relacionadas con la infeccion cronica por VEB.

Teniendo en cuenta la hipdtesis del papel patogénico del VEB en la EM, podria
ser pertinente la evaluacion del posible control sobre el VEB mediante la
activacion de células NK en el contexto de diversos tratamientos

inmunomoduladores.

En nuestro trabajo observamos células NK PLZF(-) en pacientes con EM que no
han sido previamente expuestos a la infeccion por HCMV. Los factores que llevan
al desarrollo de esta subpoblacion, independientes del HCMV, no son conocidos,
por lo que seria interesante evaluar su potencial relacion con el tratamiento o con
fendmenos de inflamacion mantenida o infecciones crénicas por otros virus de

cara a conocer mejor su desarrollo.
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