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. INTRODUCCION

I.A. DEFINICION DE ESCLEROSIS MULTIPLE

La esclerosis multiple (EM) es la enfermedad neurolégica crénica mas frecuente en

los adultos jévenes de Europa y Norteamérica.

Se conoce como entidad clinica desde hace mas de 130 afios. Las primeras
descripciones anatomopatol6gicas fueron realizadas por Cruveilhier (1835) y Carswell
(1838); pero fue Charcot, en 1868, quién detallé por primera vez los aspectos clinicos y

evolutivos de la enfermedad.

La patologia consiste en la aparicion de Célula nerviosa
NERVIO SANO

lesiones focales en la sustancia blanca,

denominadas placas, en las que lo mas Ebra nerloce

llamativo es la pérdida de mielina vy

oligodendrocitos  (desmielinizaciéon) con i

preservacion relativa de los axones, pues

siempre estd presente un grado variable de
destruccion axonal. Estas lesiones suelen ser
multiples y estan distribuidas por todo el
sistema nervioso central (SNC). También
pueden aparecer placas en la sustancia gris

pero son mas dificiles de identificar. El soma

Miglina cicatrizada

neuronal no se suele afectar.

Las dos caracteristicas fundamentales de la esclerosis mdaltiple son la

diseminacién temporal y espacial de los sintomas y signos neuroldgicos. Los
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sintomas dependen de las areas del SNC lesionadas. Un individuo con esta enfermedad
experimenta normalmente mas de un sintoma pero no todos los individuos presentan
todos los sintomas. Estos incluyen debilidad, hormigueo, alteracion de la coordinacion,
fatiga, problemas de equilibrio, alteraciones visuales, temblor, espasticidad, trastornos del
habla, problemas intestinales y/o urinarios, andar inestable (ataxia), problemas en la
funcion sexual, sensibilidad al calor, alteraciones en la memoria a corto plazo v,

ocasionalmente, problemas de juicio o razonamiento (trastornos cognitivos).

Con el objetivo de poder valorar la evolucién clinica de la enfermedad, se han
desarrollado diferentes escalas cuantitativas de valoracion neuroloégica. La mas
ampliamente usada hasta el momento es la EDSS (Expanded Disability Status Scale)
desarrollada por Kurtzke en 1983, Se basa en los resultados de, por un lado, la
exploracion de 7 sistemas funcionales (piramidal, cerebelo, tronco, sensibilidad, vesical e
intestinal, visual y mental) y por otro, del indice de deambulaciéon, basado en la
discapacidad que presenta el paciente para caminar autbnomo, con apoyo uni o bilateral

o restringido a silla o cama.

El diagndstico de la esclerosis mdltiple se fundamenta en las manifestaciones
clinicas producidas y en el resultado de pruebas complementarias. Se realiza por exclusién
por lo que con una sola prueba no se puede diagnosticar. Se requieren todos o algunos
de los procedimientos siguientes:

1. Un historial médico en el cual el especialista analiza los signos y los sintomas.

2. Un exhaustivo examen neurolégico.

3. Los potenciales evocados que miden la respuesta del SNC frente a estimulos
especificos (ruido, imagenes, estimulos sensitivos).

4. La resonancia magnética (RM), una técnica relativamente nueva para visualizar
imagenes precisas y altamente detalladas del cerebro y de la médula espinal.

5. La puncion lumbar para analizar la aparicién de bandas oligoclonales producidas por la

presencia de anticuerpos en el liquido cefalorraquideo (LCR).

En el diagndstico de la esclerosis multiple se utilizan los criterios de Poser.

Fueron propuestos en el afio 1983 como una actualizacion de los criterios de
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Schumacher y se desarrollaron como consecuencia del reflejo de los avances en las
técnicas de deteccion de lesiones neuroldgicas y otras evidencias paraclinicas. Estos
criterios son*:
e Esclerosis multiple definida clinicamente:
- 2 ataques y evidencias clinicas de 2 lesiones separadas.
- 2 ataques, evidencias clinicas de una lesién y paraclinicas de otra lesién
separada.
e Esclerosis multiple definida apoyada por datos de laboratorio:
- 2 ataques, evidencias clinicas o paraclinicas de 1 lesién y anormalidades
inmunoldgicas en el LCR.
- 1 ataque, evidencias clinicas de 2 lesiones separadas y anormalidades
en el LCR.
- 1 ataque, evidencias clinicas de una lesion y paraclinicas de otra lesién
separada, y anormalidades en el LCR.
e Esclerosis multiple probable clinicamente:
- 2 ataques y evidencias clinicas de 1 lesion.
- 1 ataque y evidencias clinicas de 2 lesiones separadas.
- 1 ataque, evidencias clinicas de 1 lesion y paraclinicas de otra lesion
separada.
e Esclerosis multiple probable apoyada por datos de laboratorio:

- 2 ataques y anormalidades en el LCR.

I.B. HETEROGENEIDAD CLINICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE. CLASIFICACIONES

Se pueden establecer diferentes clasificaciones de la EM segln el criterio de

categorizacion que se utilice:

1- La forma de evolucién clinica: esta patologia es imprevisible y varia enormemente.
Puede atravesar periodos agudos de exacerbacion o brotes (aparecen nuevos
sintomas o los ya existentes se agravan) o fases estables o remision (los sintomas
mejoran o desaparecen). Normalmente la EM sigue uno de los cuatro cursos

siguientes:



Introduccién 4

Remitente-Recurrente (RR): definida por la
presencia de exacerbaciones claras (brotes) con
posterior recuperacion completa o parcial. Los
periodos entre los brotes se caracterizan por la

ausencia de progresién de la enfermedad. Esta

presente en el 85% de los pacientes.

Primaria-Progresiva (PP): enfermedad pro-
gresiva desde su inicio con posibilidad de

estacionarse en ocasiones e incluso presentar

mejoria. Aparece en el 10% de los sujetos

enfermos.

Secundaria-Progresiva (SP): inicialmente es
una forma remitente-recurrente seguida de
progresion con o sin recaidas. Se ha estimado
que la proporcién de pacientes con EM-RR que

desarrollan una evolucion SP es del 50% al cabo

de 10 afios desde el inicio de la enfermedad.

Progresiva-Recurrente (PR): es una enfer-
medad progresiva desde su inicio con claras
recaidas con o sin recuperacion completa; los

periodos entre brote y brote se caracterizan por

una continua progresién. Su frecuencia es del

5%.

2- El prondéstico a corto o a largo plazo: Hiperaguda y Benigna.
3- La predileccién por una determinada topografia lesional: Neuromielitis 6ptica de
Devic y Esclerosis multiple espinal.

4- La edad de comienzo de los sintomas: Infantil y Tardia o Adulta.
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Aunque no se tiene conocimiento acerca de si un individuo presentard una
evoluciéon clinica determinada, si se sospecha el mecanismo por el cual la
enfermedad progresa. La EM es la entidad en la que el mecanismo de ampliacién de
determinantes proteicos ha sido demostrado como el responsable del desarrollo
patolégico. Asi, mientras que la actividad encefalitégena (inductora de células T
autorreactivas restringidas por HLA-DR frente a ciertos determinantes antigénicos, los
denominados dominantes) corresponde, segun los individuos, a péptidos muy concretos
(y bien caracterizados en modelos animales) en el curso de la enfermedad se van
generando células CD4" reactivas frente a otros péptidos de la misma proteina. El
resultado final es la amplificacion de la respuesta y en consecuencia el progreso de la

enfermedad?®.

I.C. HISTORIA NATURAL DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

El estudio de la historia natural de la esclerosis multiple resulta complicado por
las caracteristicas de esta enfermedad. Dado que la duracién de la EM es prolongada,
desde su comienzo en la juventud hasta el fallecimiento, se dificulta el seguimiento de
una cohorte a lo largo de toda su evolucién. Ademas, no existe ningln marcador biologico
preciso de la actividad patoldgica y la correlacion entre la frecuencia de los brotes, la

progresion de la discapacidad y la evolucion de las lesiones es inconstante®.

El conocimiento de la historia natural de una enfermedad es la piedra angular
donde se sustentan todos los estudios cientificos sobre esa patologia. En la esclerosis
multiple es la base de los célculos para el disefio de los estudios de eficacia de nuevas
terapias®, para identificar factores que permitan establecer un pronoéstico individualizado
de los pacientes® y para intentar definir subgrupos de enfermos en los que

potencialmente pueda descartarse esta enfermedad®.

Los estudios realizados en la serie de pacientes con EM de Ontario®® son en la
actualidad la principal referencia en lo relativo a la historia natural de la esclerosis
multiple aunque se desconoce si estos resultados son extrapolables a poblaciones de

diferente origen racial y geogréfico.
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I.D. PRONOSTICO DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

El prondstico de la EM es variable y esta relacionado estrechamente con el curso
clinico y la discapacidad. La evolucién clinica de los primeros afios puede predecir el

comportamiento posterior de la enfermedad y el inicio de una fase progresiva.

En dos amplios estudios de seguimiento prolongado sobre la historia natural de la
EM considerada de forma global’ se ha encontrado el siguiente patrén evolutivo de la
enfermedad en relacion con la discapacidad:

a) durante los 8 primeros afos el 50% tiene limitada su ambulacion;

b) en los primeros 15 afios el 50% de los pacientes necesita ayuda para caminar;

c) v, al cabo de 30 afios el 50% de los pacientes esta restringido en su casa.

I.E. SUPERVIVENCIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

La supervivencia media tras el diagnostico de esclerosis multiple es de 25-35
afios y, como cabria pensar, se correlaciona con la discapacidad fisica. Las curvas de
supervivencia indican que la expectativa de vida se ve reducida s6lo en 6 o 7 afios con
respecto a la poblacion sin EM. Las causas de muerte de los pacientes con esta
enfermedad se pueden dividir en cuatro grupos:

a) dependientes de la enfermedad (mielitis cervicales altas, formas hiperagudas,

etc.).

b) complicaciones de la EM (sepsis, tromboembolismo pulmonar, etc.).

¢) no relacionadas con la EM (infarto de miocardio, neoplasias, etc.), que

suponen el 50-60% de las muertes.

d) y por ultimo, el suicidio. La tasa de suicidio se ha estimado que es de 2-7

veces mayor que en la poblaciéon general ajustada por edad.

I.F. ETIOLOGIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE Y EPIDEMIOLOGIA

A pesar de que la causa exacta de la esclerosis multiple se desconoce, muchos

investigadores piensan que la destruccion de la mielina es el resultado de una respuesta
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anormal del sistema inmunoldgico hacia el propio organismo (autoinmunidad). Aln no se

sabe lo que impulsa al sistema inmunitario a deteriorar la vaina que recubre los nervios

pero la mayoria de los cientificos coinciden en que son varios los factores que estan

involucrados.

A partir de los conocimientos adquiridos mediante los estudios genéticos y

epidemioldgicos se han generado dos hipotesis referentes a las causas de la

esclerosis multiple que no se excluyen mutuamente, sino que se complementan.

4 A favor de la hipotesis genética estan los siguientes hallazgos:

Los estudios familiares han permitido saber que la EM es de 10-50 veces mas
frecuente en los parientes de los afectados por la enfermedad que en la poblacién
general®, dependiendo del grado y el sexo. Ademas, la concordancia entre gemelos
monozigotos es del 40% frente al 4% en gemelos dizigéticos®. También se ha podido
comprobar que los hijos adoptados por sujetos con EM no tienen mayor riesgo de
padecer la enfermedad que el esperado en la totalidad de la poblacién, asi como que

la patologia no aumenta en los esposos de los individuos afectos.

Los estudios genéticos de ligamiento realizados mediante barridos genémicos
han identificado como principal determinante genético para la esclerosis multiple al
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), localizado en el brazo corto del
cromosoma 6'°*3. Aparte de esta regién, algunos estudios han identificado otros
genes, entre los que destacan la regién de la cadena [ del receptor de la célula T
(TCR) en el cromosoma 7**, el locus de la cadena pesada de la inmunoglobulina en
el cromosoma 19%" y, en la poblacién finesa, un gen ligado a la proteina béasica de la

mielina (MBP) en el cromosoma 18,

Los estudios étnicos han permitido establecer la existencia de una susceptibilidad
racial, siendo la raza blanca o caucasica la méas predispuesta a padecer esta
enfermedad. Por otro lado, se ha comprobado que existen poblaciones aparentemente

resistentes a la EM como los lapones, maories de Nueva Zelanda, indios de
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Norteamérica, gitanos hiangaros, etc'®. Ademéas, Poser en 1995, propuso una teoria
segun la cual la esclerosis mdltiple se produciria en las poblaciones con
antecedentes escandinavos, a través de las invasiones vikingas, que llegaron no
s6lo a paises o regiones situados en el norte como Inglaterra, Irlanda, Islandia o
Groenlandia, sino a paises situados en el sur de Europa, como Francia y Espafia.
Existiria un segundo aporte de genes escandinavos, mas importante que el primero de
las invasiones vikingas, particularmente a los EE.UU. en épocas muy posteriores,
propiciadas por las migraciones europeas debidas a la colonizacion, primero, y luego a

las guerras y hambrunas padecidas en Europa®.

Por todo lo expuesto anteriormente, se considera que en la esclerosis multiple existe

un factor genético de susceptibilidad, compatible con una herencia poligénica.

4 A favor de la hipotesis ambiental podemos citar los siguientes aspectos:

e Los estudios de prevalencia han permitido apreciar una distribucion irregular por
todo el mundo, detectdndose mayores frecuencias entre los 40 y 60 grados de latitud
norte. Entre los afios setenta y ochenta, Kurtzke definié zonas de riesgo alto (>30
€as0s/100.000 habitantes), riesgo medio (5-25 casos/100.000) y bajo (<5
cas0s/100.000). Posteriormente, al repetirse los estudios y al realizar otros mas
detallados, se han podido apreciar aumentos muy llamativos definiéndose estas zonas
de riesgo en >100, 50-100 y <50. Espafa se encuentra en una zona de riesgo medio-
alto (53-65 cas0s/100.000 habitantes)™®?"®, Estudios poblacionales también han
permitido saber que la EM es mas frecuente en el sexo femenino y la proporcién

aproximada es 2:1%4°,

e La incidencia de la esclerosis multiple ha cambiado en periodos cortos de tiempo lo
gue se explicaria mejor por una alteracion ambiental que por la genética. Se han
apreciado aumentos de incidencia (condado de Olmsted en Minnesota, EE.UU.;
Sassari en Cerdefia, etc.) y también disminuciones (Gotemburgo en Suecia; lIslas
Orcadas en Dinamarca, etc.)®’. Ademas, se han descrito focos y epidemias. Estas

Ultimas tuvieron lugar en Islandia y en las islas Faroe después de la Segunda Guerra
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Mundial y fueron investigadas por Kurtzke en 1995. El postuldé que este aumento de
frecuencia era debido a la presencia de tropas britanicas en la zona dos afios antes y
a un posible factor infeccioso transmitido por estos soldados. Ambos tipos de
hallazgos, focos y epidemias, apoyan la existencia de un origen ambiental, aunque
son muy cuestionados debido a las dificultades metodoldgicas, y no han conducido a

ninguna conclusién respecto a la causa de la enfermedad?”.

e Estudios en emigrantes han podido constatar la existencia de un periodo de
susceptibilidad a “contraer” la enfermedad, entre los 10 y los 15 afios de edad, siendo
el periodo de latencia de 18-20 afios. La susceptibilidad en la descendencia de los

emigrantes difiere de la de sus progenitores®®.

¢ Origen viral: las evidencias de una causa viral son indirectas, pues no se ha logrado
aislar de forma reproducible ningln virus, ni particula viral en tejidos de EM, y se
basan en datos epidemiol6gicos de estudios caso-control y en datos seroldgicos. Los
virus que en alguna ocasion han sido implicados en la etiologia de la enfermedad son:
el virus del moquillo canino, el virus del sarampion, el virus de varicela zoster, el virus
de la encefalitis por garrapatas y, en especial, el virus del herpes HHV6®® y el
retrovirus HTLV-1'%%', Recientemente, se ha encontrado una asociacion muy fuerte de

la enfermedad con la bacteria Chlamydia pneumoniaé®’ .

o Del estudio de los factores geoclimaticos, destaca la asociacion entre la esclerosis
multiple y los climas frios y, en relacidon probablemente con éstos, la humedad y la

lluvia®.

e En cuanto a los aspectos socioculturales se ha hallado una asociaciéon con la

ingesta de grasa de origen animal, carne y productos de granja®®.

Como conclusion de los estudios genéticos y epidemioldgicos, podemos decir que la
esclerosis multiple se expresaria en sujetos genéticamente predispuestos sobre los que

por azar incidiria un factor ambiental desconocido, que pondria en marcha un proceso
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inmunitario anormal (autoinmunidad) que, a su vez, seria el causante de la inflamacion y

la desmielinizacién propias de la enfermedad.

1.G. MECANISMO INMUNOLOGICO

La autoinmunidad existente en los pacientes de esclerosis multiple esta respaldada
por datos inmunoldgicos procedentes del estudio de las lesiones neurolégicas agudas. En
ellas se detectan células T colaboradoras (0 hejper) CD4" y la expresién de forma
andémala de antigenos MHC de clase Il por macréfagos y astrocitos. Existe ademas, una
activacion de células B demostrada por la presencia de inmunoglobulinas sintetizadas

intratecalmente en el sistema nervioso central.

La predisposicion hereditaria, combinada con el factor ambiental desconocido,
establecen o mantienen células T autorreactivas, que tras un periodo de latencia de
10-20 afios seran activadas por un factor sistémico o local (infeccion viral, puerperio, etc.)
mediante un mecanismo de mimetismo molecular (epitopos compartidos por la mielina
y los posibles agentes infecciosos) o por una estimulacién a través de superantigenos
virales o bacterianos. Una vez activadas, estas células T pasan selectivamente la barrera
hematoencefélica (BHE) y al ser expuestas de nuevo a su autoantigeno, inician una

reaccion inflamatoria tipo Th1l.

El mecanismo por el cual los linfocitos T sistémicos penetran en el SNC no
se conoce en su totalidad, pero se sabe que se trata de un proceso desarrollado en
varios pasos secuenciales®. Inicialmente, las citocinas proinflamatorias IL-1 y TNF-o
inducen un aumento de la expresion de las moléculas de adhesién E-selectina, ICAM-1 y
VCAM-1. Las selectinas endoteliales establecen enlaces débiles con los ligandos
leucocitarios que hacen a los leucocitos rodar sobre la pared vascular en la direccion de la
corriente sanguinea. El deslizamiento permite a la célula recibir el estimulo de quimiocinas
que, a su vez, conduce la activacion y el cambio conformacional de las integrinas
leucocitarias LFA-1 y VLA-4. Asi, las integrinas se unen a sus respectivos ligandos (ICAM-1
y VCAM-1) mediante enlaces estables. Es entonces cuando las células se deforman y

atraviesan el endotelio. Para la extravasacion se requiere, por un lado, la interaccién de
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ICAM-1/LFA-1, asi como la de otras moléculas de adhesién y, por otro, la produccién
linfocitaria de proteasas que degraden la matriz extracelular (metaloproteasas de la
matriz o MMP: MMP-2 y MMP-9). En este momento ejercen un papel importante las
qguimiocinas, en especial las quimiocinas C-C (MIP-1a, MIP-13, MCP-1, RANTES vy la
linfotactina), que son las encargadas del reclutamiento selectivo de los macréfagos y los

linfocitos T2°%,

R b T R S e S R

TTTVLAG LA
L-semct. o VCAM-1VLA-4 ICAM-/LFA-1 _ )
‘ ) 9 Endolelm
E- stelua'ctma ' ': j MMP
IL-1 % )
Ts CPA /
TNF-c/p /
IFN-y ql!!’ j

IL-4 IL-5  Linfocitos B
ﬁ?ﬁ*. Célula plasmatica

IL-1 INF-cr skt .

TGF-p

Anticuerpos

Astrocito antimielina

MNeurona

Mielina i
Complemento, proteasas, eicosanoides

Patogenia de la esclerosis multiple. Elementos celulares y humorales participantes en la cascada

patogénica

Una vez en el SNC, el linfocito T activado encuentra a una célula presentadora de
antigeno (macrofago o microglia) que expresa en su superficie el antigeno responsable de
la esclerosis multiple en el contexto de una molécula HLA de clase Il y de las moléculas
coestimuladoras. El antigeno es el factor mas desconocido y, alin mas, es preciso tener
en cuenta que puede existir mas de un autoantigeno capaz de desencadenar la respuesta
autoinmune y que el o los antigenos que inician la enfermedad pueden no ser los mismos

que la perpetdan. Las proteinas mielinicas del SNC implicadas en la autorreactividad de la
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células T incluyen: MBP (proteina béasica de la mielina), MOG (glucoproteina mielinica
oligodendrocitaria), MAG (glicoproteina asociada a la mielina), PLP (proteina
proteolipidica), aB-cristalina, transaldolasa, fosfodiesterasas y otras proteinas no
mielinicas, como las HSP (proteinas de choque térmico)®, los antigenos astrocitarios

(proteina $100), algunos antigenos endoteliales y factores nucleares®.

Las moléculas coestimuladoras son tanto citocinas como moléculas de membrana.
La interferencia sobre estos sistemas coestimuladores induce anergia, dando idea de su
relevante papel en la regulacion de la respuesta inmunitaria celular. Estas moléculas son
reguladas, a su vez, en diversos niveles mediante citocinas como la IL-4 e IFN-y que
aumentan su expresién, o como la IL-10 que la disminuye. Los sistemas coestimuladores
més implicados en la patogenia de la esclerosis multiple son la via del CD28/CTLA4-
CD80/CD86 y el sistema CD40-CD40L. En las lesiones agudas se ha encontrado aumento
en la expresién de CD80, CD86 y CD40L*.

Una vez constituido el complejo trimolecular (receptor de la célula T o TCR, el
antigeno y la molécula HLA de clase Il), las células T, que son de fenotipo colaborador
CD4 tipo 1 (Thl) producen citocinas proinflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-2) y quimiocinas,
que inducen la proliferacién clonal de células T y que atraen a los macréfagos y a la
microglia, activandolos, con lo que se pone en marcha la inflamacion. Los linfocitos T
colaboradores tipo 2 (Th2) liberan citocinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, TGF-) que
tienden a regular a la baja el estado proinflamatorio del sistema inmunitario y, ademas,
inducen la proliferaciébn de células B y la consiguiente elaboracién de anticuerpos. El
equilibrio entre las distintas citocinas y de sus concentraciones determina en gran medida

el sentido de la reaccién inmunitaria de todo el proceso®.

La desmielinizacion puede producirse por mecanismos celulares vy

humorales:

n  Entre los mecanismos celulares destaca el ataque directo a los
oligodendrocitos por los linfocitos T y8*°, que no tienen restriccion MHC y que

estan presentes en las lesiones neuroldgicas. Los oligodendrocitos también podrian
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ser dafiados como “espectadores inocentes” de la reaccion inflamatoria debido a la
produccion por parte de las células T de, por un lado, TNF-B que induce la
apoptosis de estos oligodendrocitos y, por otro, de perforinas que dan lugar a un
aumento del calcio intracelular y que originan poros en la membrana provocando
su muerte. Ademas, los macréfagos estimulados también producen
sustancias potencialmente téxicas como proteasas, radicales libres, 6xido nitrico

y TNF-o. que podrian desempefiar un importante papel en la desmielinizacion®®.

n Los mecanismos humorales estan presentes en la esclerosis multiple al
producirse el paso de células B a través de la BHE dafiada y sintetizar
anticuerpos intratecalmente. En estos pacientes se encuentran anti-MBP y
anti-MOG. En este sentido, la desmielinizacién la producirian los anticuerpos
mediante la activacion del complemento, que pondria en marcha el complejo de
atague a la membrana, y la atraccion de los macréfagos que liberarian las

sustancias téxicas ya mencionadas anteriormente® .

En la esclerosis multiple la remielinizacion es incompleta y existen varias
posibles explicaciones, basadas en que los episodios repetidos de desmielinizacion
producirian la deplecion de las células progenitoras del oligodendrocito o la muerte de las

mismas por la falta de los factores de crecimiento especificos®.

I.H. MODELOS ANIMALES

El acceso restringido al tejido afectado cuando las lesiones estan desarrollandose
ha significado que la investigacion de los mecanismos del dafio mielinico haya dependido

de los modelos animales. Existen dos modelos animales de EM:

Encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). La EAE es el modelo mas
relevante para la investigacion de la EM***°. La inmunizacién de pequefios animales con
cerebro o médula homogeneizados, extractos encefalitdgenos o proteina basica de
mielina en adyuvante produce una encefalitis que se ha asemejado a la esclerosis

multiple. Las células T de estos animales inmunizados pueden desencadenar los efectos
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clinicos y patolégicos de la enfermedad, lo que sugiere que la EAE, y la EM por analogia,
esta mediada por células T sensibilizadas a la MBP. Sin embargo, esta conclusion no es
satisfactoria a nivel clinico debido a que la EAE es una patologia monofasica mientras que
el curso de la EM es multifasico. Investigaciones posteriores han mostrado que es posible
producir una variante de EAE con recaidas mediante la alteracién del protocolo de
inmunizaciéon con MBP y empleando animales jévenes. Otro problema con esta conclusion
es la observacion de que, la inmunizacién con componentes menores de la membrana
mielinica o, incluso, antigenos del endotelio cerebral, puede también conducir a una
encefalomielitis autoinmune experimental. Para complicar ain mas el tema, la EAE no
puede ser inducida por células T cuando se priva al animal de complemento y
macrofagos. Esto muestra que la desmielinizacion experimental requiere tanto factores

celulares como humorales.

Determinadas Jinfecciones viricas pueden producir /esiones en el SNC' por el
desencadenamiento de una respuesta inmunitaria a neoantigenos viricos que esta
mediada por células T y que produce la inflamacion del tejido nervioso. Los ejemplos mas
destacados son la encefalitis virica de Theiler, el virus de la hepatitis en ratén y el virus

del sarampién en ratas.

I.I. TRATAMIENTO DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

En la esclerosis multiple no existe una terapia curativa porgue no se conoce la

causa de la enfermedad. El tratamiento actual esta basado en dos pilares fundamentales:

a) La infusiéon de dosis altas de glucocorticoides (la ACTH, que induce la sintesis de
estas moléculas en las glandulas suprarrenales, metilprednisolona por via intravenosa
o prednisona por via oral) constituyen los farmacos estandar en la fase aguda de los
brotes. Aunque su modo de accién no se conoce exactamente, si se sabe que inhibe
la transcripcién de ciertos genes implicados en la inflamacion (ej: E-selectina) lo que
explicaria sus potentes efectos anti-inflamatorios e inmunosupresores. Son capaces de
paliar el dafo de la barrera hematoencefélica, disminuyen las moléculas de adhesién

solubles y producen un aumento en la expresion del mRNA de la IL-10. Esta terapia
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disminuye la duracion del ataque inmunolégico pero no previene de futuros

episodios ni modifica el curso de la enfermedad®.

b) La administracion de interferén-Bf (IFN-B) de modo crénico se emplea para
disminuir la tasa de brotes y la progresion de la enfermedad. Su mecanismo de

accion es complejo®**

e incluye los siguientes procesos:

+ Disminucién de la actividad de las citocinas proinflamatorias de tipo Thl (TNF-
a, 1L-12 e IFN-y)** y aumento de la respuesta linfocitaria de tipo Th2 mediante
la induccion de las citocinas IL-4 e IL-10%. También se ha podido comprobar
que esta molécula tiene efectos proinflamatorios, como la aparicion del
sindrome seudogripal, debidos a una produccion de IL-6 que acompafia a una
supresién del TNF.

¢ Inhibicién de las células T autorreactivas®.

¢ Inhibicién de la expresion de moléculas MHC de clase 11 con disminucién de la
presencia antigénica en el SNC*'.

¢ Inhibicién de las metaloproteasas®® o alteracion de la expresién de moléculas

de adhesion®® produciendo una reduccion en la migracién celular hacia el SNC.

Hoy en dia disponemos de tres preparados comerciales de IFN-f:

e IFNB-1b (Betaferon®): recombinante del IFN-B humano y no glucosilado
(sustitucién de una cisteina por una serina).

e IFNB-la (Avonex® y Rebif®): recombinante del IFN-B humano, glucosilado y

con una secuencia de aminoécidos idéntica al IFN-p natural.

No se puede predecir antes de iniciar el tratamiento con IFN-B qué pacientes van
a responder al mismo y quiénes no. Esto implica que no hemos de hacer ninguna
discriminacion antes de iniciar el tratamiento si el paciente cumple los criterios
establecidos. Por otro lado, actualmente no estan establecidos criterios estrictos de falta
de respuesta al tratamiento, y Unicamente la experiencia clinica acumulada indica qué
paciente no estd respondiendo. Ademas, tampoco se dispone de marcadores que

informen de la respuesta. Todo esto hace justificable la realizacién de estudios que nos
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permitan identificar a aquellos pacientes con mala respuesta para intentar llevar a cabo

otras alternativas terapéuticas. Entre éstas se incluyen:

Copaxone® o Copolimero-1

Se trata de un oligopéptido sintético (glatirameracetato o GLAT) cuyos efectos
fueron demostrados en estudios experimentales con el mejoramiento de la EAE. Este
tratamiento se utiliza como terapia alternativa en los pacientes EM-RR sin importantes
discapacidades funcionales en los que el IFN-B no ha proporcionado ningun efecto

positivo o su administracion les ha producido serios efectos adversos®® .

Inmunoglobulinas (clase 1gG) por via intravenosa

Su eficacia terapéutica ha sido establecida en una gran variedad de enfermedades
del sistema nervioso periférico®*. Aunque distintos autores no recomiendan su utilizacion
como primer farmaco de eleccion, se ha podido observar en la forma remitente-

recurrente evidencias de su participacion en el proceso de remielinizacion®>>’.

Azatioprina

Azatioprina es un analogo inmunosupresor de una purina que presenta una larga
tradicion en el tratamiento de la esclerosis mdltiple. Los ensayos clinicos realizados con
este farmaco no han proporcionado datos fiables acerca de su eficacia por lo que los
distintos consorcios no han aprobado su utilizacion como terapia preferente. Unicamente
se recomienda a nivel profilactico para aquellos enfermos que no han tolerado los
farmacos de primer orden. Para una aplicacion futura de azatioprina en la EM se deberan

realizar estudios de comparacién y/o combinacion con el IFN-B°%,

Mitoxantrone (Novantrone®)

Es un citostatico que se utiliza frecuentemente en el tratamiento de neoplasias
malignas. Entre sus efectos inmunosupresores en animales se encuentra su fuerte accion
antiproliferativa sobre los linfocitos B®. De los ensayos clinicos se ha podido observar
como se trata de una droga muy efectiva en la reduccion del nimero de brotes y en la
inhibiciébn de la progresion de la EM, sin embargo, debido a sus severos efectos

secundarios (ej: cardiomiopatia congestiva) y a su acumulacion en el organismo por su



Introduccién 17

elevada vida media (6 dias) se ha decidido que s6lo se debe utilizar en los pacientes con
un elevado ratio de brotes y una incompleta remision o en aquéllos en los que el IFN-f no

ha funcionado®®2.

Ciclofosfamida
No existen muchos datos disponibles acerca de este farmaco en el tratamiento de

63,64

la EM y los que hay son conflictivos Los distintos grupos de investigacion han

considerado esta droga valida en los pacientes que no han respondido a otras terapias.

Otros tratamientos inmunosupresores

Los resultados obtenidos de ensayos clinicos con otros farmacos o tratamientos
inmunosupresores como la ciclosporina A, linomida, sulfasalazin, mielina oral,
plasmaféresis, transplante de células madre, proteasas o inhibidores de fosfodiesterasas
no han sido suficientemente concluyentes para justificar su uso en la poblacién general.
Ademas, muchos de los ensayos han tenido que suspenderse por su elevada toxicidad

(ej: linomida).

Vacunas

La vacunacién de ratones SJL/J con un péptido sintético de 18 aminécidos
procedente de la tercera region hipervariable de la cadena B de la molécula de clase Il
murina 1As produjo la sintesis de anticuerpos anti-IAs que trataron la EAE®>®. En
pacientes EM con la forma secundaria-progresiva se probd una vacuna que consistia en
un complejo solubilizado formado por el antigeno DR2 y un fragmento de la proteina
basica de la mielina denominado 84-102 (AG284). Aunque el estudio fue seguro y bien
tolerado se necesitaran futuros ensayos para determinar la actividad biol6gica y la eficacia

clinica de este potente tratamiento®’.

Los mecanismos exactos a través de los cuales estos medicamentos son
eficaces no se conocen. Establecer estos mecanismos supondria, por un lado, un
mejor entendimiento de la patogenia de la enfermedad y, por otro, un posible

conocimiento de los marcadores de actividad del proceso patoldgico.
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1.J. GENETICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Como hemos mencionado anteriormente, los estudios de prevalencia en esclerosis
multiple han dejado claro que la distribucion irregular de la enfermedad depende no sélo
de factores ambientales sino, ademas, de otro componente muy importante, el riesgo
genético. Los datos de que se dispone no son compatibles con la existencia de un gen
unico responsable de la susceptibilidad, sino mas bien con la interaccion de varios

genes independientes®,

Los genes candidatos son los genes que por su funcion se supone que
desempefian un papel decisivo en el desencadenamiento de una enfermedad. En
patologias como la EM, en la que se ignoran detalles esenciales de la etiologia, la tarea de
adjudicar funciones patogénicas es realmente dificil. Hay que recordar que con el estudio
de la encefalomielitis autoinmune experimental, se admite que la EM es una enfermedad
mediada por el sistema inmunitario a través de una reaccion denominada
hipersensibilidad de tipo retardado en la que linfocitos T, macréfagos y anticuerpos
reaccionan de manera desfavorable dentro de la sustancia blanca del SNC, produciendo
areas desmielinizadas con proliferacién astrocitaria y, en ocasiones, dafio axonal. Con este
esquema patogénico no es de extrafiar que los genes mas estudiados en esta enfermedad
sean, por un lado, los que controlan la respuesta inmunitaria y, por otro, los relacionados
con proteinas estructurales de la sustancia blanca. En esta tesis nos vamos a centrar en
los primeros, localizados principalmente en el complejo mayor de histocompatibilidad o

antigeno leucocitario humano.

En el afio 1996, tres equipos de investigacion diferentes procedentes de Canada®,
Inglaterra® y Estados Unidos™, realizaron tres barridos genémicos en familias
multiplex utilizando una gran variedad de marcadores polimdrficos. Aunque los resultados
obtenidos no concordaron totalmente, si coincidieron en asignar al MHC el principal y
mas importante determinante genético presente en los enfermos de esclerosis
multiple. Existe, ademas, un cuarto barrido genémico realizado por un equipo finlandés®
que se diferencia de los anteriores por el estudio de tres regiones homdlogas a tres

regiones del raton asociadas a la EAE. En este caso, el screening se efectud en familias
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multiplex en las que el ligamiento del MHC y la proteina béasica de la mielina ya se
conocia. En esta investigacion se determind que el cromosoma ligado a la enfermedad era
el 5. A pesar de que estos cuatro grupos de cientificos han observado que la contribucion
de este sistema HLA no es tan fuerte como en otras enfermedades autoinmunes, tales
como la artritis reumatoide o la diabetes mellitus tipo |, consideramos de gran interés su

estudio.

La investigacion realizada en esta tesis ha sido dividida en dos partes:

1.J.1. ESTUDIO GENETICO DENTRO DEL MHC

Antes de explicar detalladamente cada uno de los genes estudiados, quisiéramos
introducir brevemente la importante funciéon que desempefia el sistema MHC en nuestro

organismo.

COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC)

El estudio de la base genética de las enfermedades inmunoldgicas hunde sus
raices en los anélisis del rechazo de aloinjertos entre cepas de ratones. Benacerraf®® y
otros pioneros acufiaron el término de genes Ir (immune response) para referirse al locus
que determinaba el patron de rechazo o tolerancia al tejido transplantado. Una gran
variedad de técnicas celulares y seroldgicas fueron ampliando aquel concepto primitivo y
revelaron la existencia de un conjunto de genes, el MHC, que parecia controlar diversos
aspectos de la respuesta inmunitaria. Con la percepcién de que estos genes MHC (en
humanos se denomina HLA) se caracterizaban por su elevado polimorfismo, parecia
natural buscar entre los diversos alelos aquéllos que confirieran susceptibilidad a padecer

enfermedades de sospechada base inmunoldgica.

Los genes del MHC se caracterizan por ser los mas polimérficos de los que se

encuentran en el genoma de todas las especies analizadas. Se han identificado mas de
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150 alelos para algunos de los loci del HLA mediante analisis serolégicos y, mas

recientemente, mediante secuenciacién molecular.

Los genes del MHC se expresan de manera codominante en cada individuo. En
otras palabras, cada persona expresa los alelos del HLA en los dos cromosomas
heredados de los padres. Para el individuo esto aumenta al maximo el ndimero de

moléculas de MHC disponibles para ligar péptidos y presentarlos a las células T.

El descubrimiento de la capacidad de respuesta inmunitaria ligada al MHC condujo
a la conclusion de que los genes de este sistema controlan no solo el rechazo al injerto,
como ya hemos mencionado antes, sino también las reacciones inmunoldgicas a todos los
antigenos proteicos. Todos estos avances llevaron al estudio de este complejo al primer

plano de la investigacién inmunoldgica.

Localizacion y estructura del MHC

El locus MHC esté localizado en el brazo corto del cromosoma 6, concretamente en
la region 6p21, y contiene cerca de 4 millones de pares de bases secuenciados ya desde
1999°°. Los genes incluidos en este sistema son, con mucho, los mas y mejor estudiados
de todo el genoma en la EM, y ademas siguen siendo, segun reiterados estudios, los méas
relacionados con la susceptibilidad genética a padecer esta enfermedad. Por orden
centromeroatelémero, el HLA se subdivide en tres clases o regiones (véase esquema del
HLA en la pagina 36):

a) clase Il: constituida por genes que codifican para las moléculas de clase I,
encargadas de presentar péptidos a los linfocitos CD4". Entre éstos destacan
los loci HLA-DR y DQ.

b) clase Il1l: alberga genes cuyas proteinas intervienen en distintas reacciones
del sistema inmunitario. Entre otros, se encuentran algunos genes del
complemento (C2, C4, Bf), el gen del factor de necrosis tumoral, la linfotoxina,
el gen IKBL y el gen HSP70.
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¢) clase I: formada por genes que codifican para moléculas de clase I, HLA-A,
HLA-B, HLA-C, etc., cuyas formas clasicas son las responsables de la

presentacion peptidica a los linfocitos CD8™.

El conjunto de alelos del MHC, que en la especie humana reciben una designacién
numérica (ej: HLA-DR2, HLA-B5, etc.), forman haplotipos diferentes: uno materno y
otro paterno. El fendmeno mediante el cual algunos alelos del HLA que se encuentran en
distintos loci se heredan juntos con mayor frecuencia de la que cabria esperar por azar se

denomina desequilibrio de ligamiento.

I.J.1.a. MOLECULA DE CLASE Il HLA-DR

El estudio de la estructura y complejidad del MHC™, junto con el hallazgo de la
capacidad presentadora de péptidos de las moléculas de clase | y clase Il, han llevado a
diferentes hip6tesis para explicar las asociaciones encontradas entre ciertos alelos del HLA
y determinadas enfermedades autoinmunes. En 1973 un descubrimiento clave establecié
la asociacion entre el alelo de clase | HLA-B27 y la espondilitis anquilosante. A esta
determinacion siguieron numerosas comunicaciones estableciendo asociaciones entre el

DR4 y la artritis reumatoide, el DR3 y el lupus eritematoso, DR2 y narcolepsia, etc.

Si bien en algunos casos el alelo asociado podria estar simplemente en
desequilibrio de ligamiento con el gen ‘responsable’ y heredarse junto con él, en otros se
postula que es el propio alelo asociado el que directamente juega un papel patogénico
clave. Se sabe que diferentes alelos del gen DRB1, que codifica la cadena B de la
molécula de clase Il DR, otorgan a dicha molécula la capacidad de unirse a diferentes
péptidos. Bien podria pensarse que la unién de un péptido derivado de un autoantigeno
fuera un factor desencadenante de la respuesta inmune. En este sentido, diversos autores
han destacado la fuerte asociacién que existe entre la esclerosis multiple y el alelo
HLA-DR2 y su correspondiente haplotipo DRB1*1501/DQA1*0102/DQB1*0602".

Estudios recientes en ratones transgénicos para la molécula DR2** indicaron

que tras la inmunizacion con proteinas mielinicas los animales desarrollaban
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encefalomielitis autoinmune experimental. En éstos, el dafio neuroldgico se producia por
la generacion de células T autorreactivas productoras de citocinas Thl. Los datos
obtenidos en ambas investigaciones proporcionaron resultados convincentes, validos y

aplicables a la esclerosis multiple.

Abundando en esta idea de la presentacion antigénica como origen de la
enfermedad, existen estudios que demuestran la importancia adquirida de diferentes
alelos de los genes Va del TCR y de los genes de inmunoglobulinas en la susceptibilidad a

padecer esclerosis maltiple.

Aparte de las moléculas de clase 11, los genes estudiados en el MHC fueron:

1.J.1.b. GEN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

Una de las citocinas estrella en el panorama actual de la inmunologia es el TNF o
Factor de Necrosis Tumoral. Identificada originariamente en 1965 como la sustancia
gue conferia capacidades citotoxicas a los sobrenadantes de cultivos linfocitarios, se

pueden rastrear sus efectos en algunos resultados obtenidos ya en el siglo XIX.

El TNF-ao humano se sintetiza inicialmente como un precursor de 26 kDa que
permanece anclado en la membrana citoplasmatica. De su liberacion se encarga una
enzima denominada TACE (7NF-a converting enzyme), que produce un fragmento soluble
de 17 kDa que circula como un trimero. Esta molécula trimérica, de la cual se conoce su
estructura, capacita al TNF para agregar a sus receptores, paso necesario en la

transduccién de sefiales’”"®.

Esta citocina proinflamatoria pleiotrépica estd producida por macréfagos
activados y por células T, y regula casi todos los procesos implicados en la
respuesta inmunitaria: activacion de los monocitos y células dendriticas, adhesion de
células endoteliales, organizacion de los tejidos linfoides, colabora en la induccion de

proteinas de fase aguda, etc.
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Existen tres genes homologos en la familia del TNF: TNF-a, LT-a (linfotoxina-o
o también llamada TNF-B) y LT-B. Estos tres genes se encuentran estrechamente ligados
en el seno de la region de clase Il del HLA (véase esquema del HLA en la pagina 36) y

los tres son homologos de CD154 (CD40L) y FasL.

Los receptores de alta afinidad del TNF se expresan en una gran variedad de
células del organismo. Existen dos receptores llamados p55 (TNFRI) y p75 (TNFRII),

atendiendo a su masa molecular. Sus principales caracteristicas son las siguientes:

e EI TNFRI posee un dominio mortal (death domair) al igual que Fas’® mediante el cual
interacciona con otras moléculas que inducen apoptosis, en un proceso que ha sido
recientemente dilucidado. ElI dominio citoplasmatico del TNFRI capta a una proteina
denominada TRADD, que ademas de un dominio mortal mediante el cual intercede
con p55, tiene un dominio efector de muerte que interacciona con un dominio similar
existente en FLICE. FLICE es una proteasa que activa a otras proteasas que
desencadenan la muerte celular programada (Io que se conoce como la cascada de las

caspasas).

e EI TNFRII carece de dominio mortal, pero tiene homologia de secuencia con la region
citoplasmica de CD40, lo que se conoce como dominio TRAF, por lo que no esté claro
el mecanismo mediante el cual induce apoptosis; quizds sea via activacion de la
kinasa del extremo amino de c-Jun, JNK. Si se sabe que p75 provoca la activacion del
factor de transcripciébn NFxB (nuclear factor «B) mediada por TRAF2, y que esta

activacion de NFkB antagoniza la apoptosis mediada por TNF®.

Varios estudios recientes en ratones deficientes en TNF o linfotoxinas asi como en
sus receptores han demostrado que estas citocinas no solamente median funciones
efectoras citotdxicas, como sugieren sus nombres, sino que también estan implicadas en

la organogénesis linfoide®..

En cuanto a los efectos del TNF en el proceso de la desmielinizacion, esta

citocina presenta dos acciones independientes. Por un lado, inhibe la induccion de la



Introduccién 24

autoinmunidad al mediar la muerte celular producida por la activacion de los linfocitos T

y, por otro, regula los mecanismos efectores en el dafio tisular®®3.

Ya sabemos que la lesion existente en el sistema nervioso central esta producida
por células que atraviesan la barrera hematoencefalica por mecanismos activos. Sin
embargo, esta barrera no esta tan dafiada como para permitir el paso libre de proteinas
plasmaticas al liquido cefalorraquideo. En el campo farmacoldgico, esto es aplicable a
la molécula del infliximab (anticuerpo monoclonal anti-TNFa) o del etanercept
(receptor de TNF solubilizado tipo I11), tratamientos que no consiguen inhibir el
mecanismo efector causante de la destruccion de la vaina de mielina y, por tanto, no
mejoran la condicion desmielinizante. En cambio, la administracion sistémica de
anticuerpos anti-TNF disminuye la eliminacidon de células T autorreactivas, que éstas si
pueden atravesar la BHE. De esta manera, se generan mayor numero de células

potencialmente reactivas que al alcanzar el tejido neurolégico dafian sus estructuras®.

POLIMORFISMOS EN LA REGION PROMOTORA DEL GEN TNFA

En el promotor del gen TNFA hemos estudiado tres mutaciones puntuales
gue podrian intervenir en la regulacion de la transcripcion. Son las posiciones
polimérficas: -238, -308 y -376 caracterizadas porque en la mayoria de la poblacion

8586 (véase

estan ocupadas por una guanina aunque también existen alelos con adenina
el esquema del HLA en la pagina 36). Estudios funcionales han demostrado la importancia
de estas sustituciones en la actividad del promotor medida en ensayos con genes
reporte/’’. Dado que existen investigaciones que demuestran la susceptibilidad que
alguna de estas variantes proporciona a padecer enfermedades de base inmunoldgica
(sirva como ejemplo la frecuencia incrementada del alelo -308A entre los afectos de

malaria cerebral®®

), hemos considerado importante profundizar en su estudio en EM.

1.J.1.c. GEN MIC-A

Dentro de los genes no clasicos de clase I, ha recibido especial atencion el

denominado MIC-A (MHC class I chain-related gene A)®. Fue clonado en el afio
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1996 y se observo homologia de secuencia con los genes humanos de clase I. Codifica
para proteinas de la membrana celular y presenta en su estructura tres dominios
extracelulares. Los dos primeros guardan homologia con los dominios de unién a péptidos
de las moléculas de clase I, y el tercero se asemeja estructuralmente a un dominio de la
superfamilia de las inmunoglobulinas. Sigue a estos tres dominios un segmento de
transmembrana de unos 20 aminodcidos aproximadamente y una corta secuencia

intracitoplasmatica.

El gen MIC-A se encuentra en la region centromérica de clase | (concretamente a
47 kb upstream del locus HLA-B), fronteriza con la regién telomérica de clase 111
(véase el esquema del HLA de la pagina 36) y contiene 5 exones. Tras un primer exén
gue codifica para el péptido lider, los tres exones siguientes codifican los tres dominios
proteicos. Un quinto exdén codifica el segmento de transmembrana y el sexto y ultimo

codifica la porcién intracitoplasmatica de la molécula.

La proteina MICA es un ligando para el receptor de células natural Killer,
NKG2d, que se encuentra en las células NK, células T y/5 y células T o/p CD8". A
diferencia de las moléculas clasicas del HLA de clase I, MICA no se une en la superficie de
la célula a la B2 microglobulina y, ademas, no parece que presente péptidos. Tampoco, la
expresion de esta molécula es ubicua como las formas clasicas, sino que se sintetiza en

células sometidas a estrés (ej: las células tumorales).

El receptor NKG2d forma un heterodimero en la membrana de la célula con la
molécula DAP10, que sirve como correceptor transductor de sefales. La cascada
sefializadora parece comenzar con la activacion de la PI3K (fosfatidilinositol-3-kinasa) por
la porcidn intracitoplasmética de la molécula adaptadora DAP10. Es importante destacar
gue al no ser esta activacion mediada por un motivo ITAM (/immunoreceptor tyrosine-
based activating motify, no es inhibible por receptores portadores de motivos ITIM
(/immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) presentes en la misma célula. De ahi
que la sefial activadora proporcionada por la unién del ligando MICA sea dominante sobre
otras sefales inhibitorias emanantes de la misma célula, como las generadas por las

propias moléculas de clase I. La respuesta de la célula estimulada por este receptor
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(NKG2d/DAP10) consiste en un disparo de la actividad citotdxica y en un incremento de la
sintesis de citocinas entre las que destaca el interferon-y®*. El estudio de MICA en la
esclerosis multiple resulta muy interesante porque este ligando activa a las células v/

presentes en la forma crénica de la enfermedad®.

POLIMORFISMO EN EL GEN MIC-A

El gen MIC-A comparte un alto grado de polimorfismo con sus homélogos clasicos
de clase I. Sin embargo, a diferencia de éstos, los aminoacidos polimorficos no se limitan
a la region que corresponderia al dominio de unién al péptido, sino que se encuentran
repartidos por toda la molécula y no se conoce su significado funcional. Ademas de en la
parte extracelular, aparece otro polimorfismo exénico en el segmento que cruza la
membrana. Se trata de un triplete GCT repetido, que codifica un residuo de alaninay
que puede aparecer 4, 5, 6, 9%, 0 10 veces®. Adicionalmente existe un alelo, denominado
5.1, que se caracteriza por la insercion de un nucleétido que cambia la pauta de lectura
del mensajero. La proteina codificada por alelos en los cuales el segmento de
transmembrana presenta esta insercidn no se expresa en la superficie de la célula.
Aunque se especuld en un primer momento con la posible liberacion al medio de esta
proteina, estudios mas recientes parecen indicar que esta forma no llega a alcanzar la

membrana citoplasmatica desde su sitio de sintesis, el reticulo endoplasmatico rugoso®.

1.J.1.d. GEN IKBL

Dada la homologia existente entre el inhibidor 1xBL (/nhibitor of NFkB like) y
otros miembros de la familia 1xB, esta molécula puede interaccionar con el factor de
transcripcion NFkB® y regular la sintesis de muchas citocinas como el Factor de

Necrosis Tumoral-o.

POLIMORFISMO EN EL GEN IKBL

El gen IKBL se encuentra en la parte central del MHC, telomérico al locus del

Factor de Necrosis Tumoral (véase esquema del HLA en la pégina 36). Presenta un
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polimorfismo en la posicién +738 que se caracteriza por la transicion de una timina a una
citosina®. El consiguiente cambio de aminoécido (cisteina a arginina) en una zona de la
proteina donde se encuentra una diana de fosforilacién de la proteinkinasa C (PKC),
podria tener importancia funcional. El polimorfismo +738C se ha descrito como un factor
de gravedad en la colitis ulcerosa® y se ha detectado que estd presente casi
exclusivamente en el haplotipo ancestral 7.1 (y sus formas recombinantes

relacionadas)®.

Los haplotipos ancestrales son fragmentos de DNA que se extienden a lo largo
de todo el HLA y que se transmiten integramente de generacibn a generacion. La
asignacion de los alelos existentes en estos haplotipos deriva del panel celular 4AOHW

(Fourth Asia-Oceania Histocompatibility Workshop) y workshops (reuniones) anteriores®’.

Como la recombinacion es mas frecuente en direccidbn centromérica respecto del
locus DQ, los haplotipos en esta regién estan mas fragmentados que entre el HLA-B y el
HLA-DQ. Estos haplotipos ancestrales “se rompen” en lugares especificos que marcan los
limites de bloques conservados y la recombinacién dentro de estos bloques es muy rara o

no existe®.

1.J.1.e. RASTREO GENOMICO: LOCALIZACION DE MICROSATELITES

La alternativa al estudio de los genes candidatos causantes de enfermedad es el
rastreo de todo el genoma utilizando marcadores andénimos. Son regiones polimorficas
denominadas microsatélites, generalmente exentas de funcién codificante, en las que
una secuencia corta de bases se repite un numero variable de veces causando un
diferente genotipo en cada individuo. Parece claro que los datos de los que hasta ahora
se disponen no manifiestan la existencia de genes que tengan un papel decisivo en la
determinacion de la susceptibilidad a la esclerosis multiple, aunque esta suposicion puede
deberse a razones metodoldgicas o a la heterogeneidad de la enfermedad. Con el fin de
localizar posibles genes implicados en esta patologia analizamos los siguientes

microsatélites (véase el esquema del HLA en la pagina 36):
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e Enclase Ill: DS6273, BAT2 y TNFabcde
e Enclase I: D6S2223

En la siguiente tabla vamos a indicar todos los marcadores genéticos estudiados
en el complejo mayor de histocompatibilidad incluidos los presentes en los genes

anteriormente descritos. Por orden centromeroateldmero encontramos:

MARCADORES ] ] NUMERO DE
i LOCALIZACION REPETICION REFERENCIA
GENETICOS ALELOS
D6S273 Gen G6D CA 7 99
BAT2 Gen G1 CA 13 100
TNFd Gen LST-1 CT 6 101
TNFe Gen LST-1 CT 3 101
6 alelos:
PROMOTOR TNFA -238G/A 85
i ) Gen TNFA
(véase pag. 24) -308G/A 86
-376G/A 102
TNFc Gen LTA cT 2 103
Telomérico al gen
TNFb CT 6 103
LTA
Telomérico al gen
TNFa CA 14 103
LTA
2 alelos:
IxBL (véase pag. 26) Gen IKBL 95
+738C/T
MICA (véase péag. 26) Gen MIC-A GTC (Alanina) 5 94
Telomérico al gen
D6S2223 AT 0o GT 3 104
HLA-F

1.J.2. ESTUDIO GENETICO FUERA DEL MHC

Los genes objeto de estudio fuera de la region del complejo mayor de
histocompatibilidad han sido dos: el gen de la interleucina-10 (IL-10) y el gen del

antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1Ra). La eleccién se realizd en base a la




Introduccién 29

importancia que presentan estas dos proteinas en la reaccidbn inmunolégica y, mas

concretamente, en la patogenia de la esclerosis mdltiple.

1.J.2.a. GEN DE LA INTERLEUCINA-10

La interleucina-10 fue descrita como un factor inhibitorio de la sintesis de
citocinas (CSIF)!®. Su estructura es un homodimero de 34-40 kDa que esté constituido

por subunidades de 18 kDa'®.

La IL-10 estd producida principalmente por macréfagos activados y, debido a
qgue inhibe las respuestas inmunitarias en las que intervienen estas células, es un
excelente ejemplo de regulador de retroalimentacion negativa. No esta claro si estimulos
diferentes inducen la produccién de una citocina reguladora como la IL-10 o de citocinas
efectoras como el TNF y la IL-12, o si los mismos estimulos inducen la produccién de
todas estas citocinas, pero con cinéticas distintas. Los linfocitos T también secretan IL-10,
citocina que es producida también por algunos tipos celulares no linfoides (gj:
gueratinocitos). En este sentido, la IL-10 adquiere un papel inmunolégico muy importante
ya que interviene en el control homeostéatico de las reacciones de la inmunidad innata y
adaptativa'®.

Los efectos bioldgicos mas importantes de la IL-10 son los siguientes'®’:

- Inhibe la produccion de las citocinas IL-12 y TNF por los macrofagos activados.

- Inhibe también en los macréfagos la expresién de coestimuladores y moléculas
de clase 1l del MHC inactivando asi a las células T y terminando las reacciones
de la inmunidad celular.

- Estimula la proliferacion de células B humanas en cultivos, aunque se

desconoce su importancia fisiologica.

El receptor de la IL-10 es un receptor de citocinas tipo Il que pertenece a la
familia del receptor del interferén (IFNR) y que se compone de dos subunidades. Una

tiene la capacidad de unir el ligando y la otra es la responsable de transmitir las sefiales al
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interior de la célula. La via de transduccion utilizada es la Jak/Stat y, concretamente, se

realiza mediante la Jak1/Stat3’.

En ratones knock-out para la IL-10 se desarrolla una enfermedad inflamatoria
intestinal, presumiblemente debido a una activacion incontrolada de macréfagos que
reaccionan frente a microorganismos entéricos. Estos ratones también presentan una

lesién tisular y una inflamacién excesiva en respuesta a irritantes quimicos™.

El virus de Epstein-Barr contiene un gen homélogo al de la IL-10 humana (hIL-10),
y la IL-10 viral tiene /n vitro las mismas acciones que la citocina natural. Esto plantea la
intrigante posibilidad de que la adquisicion del gen de la IL-10 durante la evolucion del
virus le haya concedido a éste la capacidad de inhibir la inmunidad del huésped y, por

tanto, una ventaja de supervivencia en el individuo infectado.

Estudios iniciales del papel de la IL-10 en la encefalomielitis autoinmune
experimental mostraron la importante funcién que desempefia esta citocina en la
enfermedad. Por un lado, se pudo observar como en ratas y ratones con EAE existia una
recuperacion espontanea por la expansion de células Th2 productoras de IL-4 y/o 1L-10%°
y, por otro, se detectd una disminucién en la produccién de esta citocina en aquellos
animales con la forma crénica de la EAE. Asi surgio la idea de que la IL-10 enddgena

podia regular patologias del SNC**.

El IFN-B, que se utiliza en el tratamiento de la esclerosis multiple, puede
inducir la expresion de IL-10 en células mononucleares de sangre periférica. Esta
sintesis revelaria que un mecanismo de proteccion frente al dafio neuronal podria ser la

produccién de esta citocina®’.

La interleucina-10 ha sido considerada como un candidato muy atractivo en el
campo farmacolégico por sus potentes acciones inmunomodulatorias. Su
administracién por via intravenosa o subcutanea en modelos animales con enfermedades
inflamatorias agudas y crénicas, ciertas autoinmunidades, cancer y enfermedades

infecciosas ha permitido obtener efectos muy beneficiosos sin ocasionar serios
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acontecimientos adversos''. Ademéas, en ninguno de estos estudios se observd la
produccién de anticuerpos neutralizantes. Dos afios mas tarde, el mismo equipo de
investigacion®*?, utilizé el recombinante humano de la IL-10 y observé una disminucién de
la expresion de moléculas HLA-DR en monocitos pero no en células B. Este resultado se
correlacioné con los obtenidos en experimentos /n vitro y determind la asociacién
existente entre esta citocina y la inhibicion de la presentacion antigénica. Por ultimo, la
IL-10 ha sido testada en grupos de pacientes con enfermedad de Crohn, artritis

reumatoide, psoriasis y hepatitis C cronica, y los resultados han sido muy satisfactorios™**.

POLIMORFISMO EN EL GEN HUMANO DE LA IL-10 (hIL-10)

El gen de la IL-10 humana (hIL-10) estd codificado por cinco exones

situados en la region 5~ -flanqueante y esta situado en el cromosoma 1'**.

En esta tesis hemos estudiado las siguientes regiones variables o polimérficas
en el gen de la IL-10 (véase el esquema de la pagina 36):

- Dos microsatélites 1L-10G e IL-10R caracterizados por la repeticion del
dinucle6tido CA y localizados a 1.2 kb y 4 kb, respectivamente, del origen de
transcripcion.

- Tres mutaciones puntuales en el promotor de dicho gen: -1082 (G/A), -819
(C/T), y -592 (C/A)*. Determinados alelos de estas posiciones polimérficas se
han visto relacionados con ciertas enfermedades autoinmunes. Concretamente el
polimorfismo -1082G, que incrementa la sintesis de esta citocina, esta asociado

fuertemente al lupus eritematoso sistémico y a la enfermedad meningocécica®’.

1.J.2.b. ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DE LA INTERLEUCINA-1

La interleucina-1 tiene como principal funcién mediar la respuesta inflamatoria
del huésped a las infecciones y a otros estimulos inflamatorios*™®. Esta citocina actta en la
inmunidad innata y en la inflamacion, y su principal fuente celular es el fagocito
mononuclear activado. Su produccibn puede desencadenarse por productos

bacterianos como el LPS y por otras citocinas como el TNF. Hay dos formas de IL-1, IL-
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la e IL-1p, que muestran una homologia entre si inferior al 30%, pero que se unen a los

mismos receptores de superficie y median las mismas actividades bioldgicas.

Se han caracterizado dos receptores de membrana diferentes para la IL-1, ambos
miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. El receptor tipo I (IL-1RI) se
expresa en casi todos los tipos celulares y es el receptor principal de las respuestas
mediadas por esta citocina. Se asocia a otra proteina, la proteina accesoria del IL-1R (IL-
1R AcP), homdloga al IL-1R y necesaria para las respuestas bioldgicas. El receptor tipo Il
(IL-1RI1) se expresa en las células B, pero puede ser inducido en otros tipos celulares.
No se estimula en respuesta a la IL-1 y su principal funcién es actuar como “sefiuelo” que
inhibe competitivamente la unién de la IL-1 al receptor de sefializacién tipo I. Tanto la
forma IL-1a como IL-1B se unen al IL-1R tipo | y tipo Il aunque este Ultimo receptor no
es capaz de generar ninguna sefial a la célula y, por tanto, previene de la accién de
agonistas. Los receptores IL-1Rl e IL-1RIl también existen en forma soluble, sin
embargo, la unién natural de éstos ocurre de forma diferente a los receptores situados en
las membranas celulares. El IL-1RI soluble s6lo se une al antagonista del receptor de la

IL-1y el IL-1RI1 s6lo a la IL-1f. Ninguno de los dos receptores solubles se une a la IL-1a.

La union de la IL-1 al receptor de tipo | da lugar al reclutamiento de una proteina
adaptadora, denominada MyD88, y a una kinasa asociada al receptor de la IL-1 (IRAK).
Ambas desencadenan la activacion de los factores de transcripcion NF-xB y AP-1 a través
de una via de sefalizacion en la que parece estar implicado un miembro de la familia
TRAF. La IL-18 también transmite sefiales por un mecanismo similar, debido a que las
regiones citoplasmaticas de los receptores de la IL-1 e IL-18 son homélogas entre si*'®. La
porcion citoplasmatica del receptor de IL-1 tipo | también es homéloga a la de un
receptor de superficie de Drosophila denominado receptor de tipo Toll, que esta implicado
en la defensa frente a las infecciones''’. Hasta ahora se han identificado diez homélogos
del receptor Toll en mamiferos, y todos ellos parecen actuar en la defensa frente a
diferentes tipos de infecciones microbianas. En el ratén, el receptor del LPS bacteriano es

un miembro de la familia Toll.
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A comienzos de los 80, se describid un inhibidor natural de la IL-1 que era
estructuralmente homélogo a la citocina y que se unia a los mismos receptores, pero que
era biolégicamente inactivo, por lo que actuaba como inhibidor competitivo de la IL-1. Se
denomind, por tanto, antagonista del receptor de la interleucina-1 (IL-1Ra)'*® y se
consideré como un regulador enddégeno de la accién de la IL-1. Se conocen diferentes
variantes estructurales o isoformas del IL-1Ra:

e slL-1Ra: isoforma de peso molecular 17 kDa, secretada por monocitos, macréfagos,
neutroéfilos, y otras células y localizada en sangre periférica, bazo, pulmén e higado.

e iclL-1Ra: isoforma de 18 kDa, que permanece en el citoplasma de queratinocitos y
otras células epiteliales, monocitos y fribroblastos y se localiza, principalmente, en
intestino y piel.

e vy, recientemente, se ha descrito una tercera forma intracelular, de peso molecular 16
kDa, que reside en neutrofilos, monocitos, y hepatocitos.

Las variantes slL-1Ra e iclL-1Ra se crean por splicing alternativo del gen del IL-1Ra y su

identificacién ha sugerido el complejo papel que puede presentar dicho antagonista en los

distintos procesos biolégicos™*®.

La produccion del IL-1Ra esta estimulada /n vitro por sustancias, tales como la 1gG
adherente o LPS, diversas citocinas, y diferentes componentes virales y bacterianos. El IL-

1Ra también se comporta como una proteina de fase aguda (APP).

Con el fin de conocer el papel fisioldgico de IL-1Ra, se realizaron estudios con
ratones transgénicos y knockout para este gen'*®. En los primeros, la resistencia al
LPS se observ6 en funcion de la cantidad de IL-1Ra mRNA y de proteina producida que
era proporcional al nimero de copias del gen de IL-1Ra existentes en el genoma, y los
segundos, se caracterizaron porque:

- anivel fenotipico, tenian un tamafio mas pequefio que los ratones wild type.
- cuando se les administro intraperitonealmente LPS, en estos ratones knockout la dosis
fue mas letal que en los ratones control y en los transgénicos. Asi se conocio el efecto

beneficioso del antagonista en el choque séptico en modelos animales.
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- en infecciones producidas por Listeria monocytogenes, dichos ratones eran menos
susceptibles a la infeccion que los ratones sanos y los transgénicos, de ahi la
importancia de la IL-1 en la resistencia a la infeccién por organismos intracelulares.

Estos estudios establecieron que el balance /n vivo entre la IL-1 endbgena y el IL-1Ra

enddgeno era importante en la respuesta del individuo a una infeccion**®,

El IL-1Ra enddgeno esta producido en numerosos modelos de enfermedad en
animales de experimentacion y, en humanos, en enfermedades autoinmunes y patologias

inflamatorias cronicas™®.

La utilizacién de anticuerpos anti-IL-1Ra neutralizantes ha demostrado que el IL-
Ra enddgeno es una importante proteina anti-inflamatoria natural que interviene en

enfermedades como artritis, colitis y granulomatosis pulmonar®,

En humanos, el tratamiento de enfermedades con el recombinante humano
IL-1Ra no es beneficioso en el sindrome séptico. Sin embargo, se ha visto que los
pacientes con artritis reumatoide si reciben durante seis meses este recombinante

muestran mejoras tanto en los parametros clinicos como en los radiol6gicos**®.

POLIMORFISMO EN EL GEN HUMANO DEL ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DE LA
IL-1 (IL1RN)

El gen IL1RN esté situado en el brazo largo del cromosoma 2 (véase esquema
de la pagina 36)'%°. Los genes IL-1a (IL1A), IL-1p (IL1B) e IL-1Ra, estan situados en un
fragmento de restriccion de 430 kb en dicho cromosoma y los genes de los receptores de
la IL-1 tipo | y Il también se sitlan en el brazo largo de este cromosoma pero estan mas

lejos de los genes que codifican para los tres ligandos anteriormente mencionados.

El intron 2 del gen ILINR es polimérfico ya que presenta un namero variable de
repeticiones en tandem (VNTR) de una secuencia de 86 pares de bases™'. Se conocen
cinco alelos que van del 1 al 5y que corresponden a 4, 2, 5, 3y 6 copias de la secuencia

repetitiva, respectivamente. Los tamafios oscilan entre 240 pb (alelo 2) y 595 pb (alelo 5)
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y se ha descrito que en esta region se encuentran tres sitios potenciales de unién a
proteinas por lo que dependiendo de las copias existentes en un individuo podria existir

una significacién funcional?.

El alelo 2 de dicho gen (ILLRN*2) se ha visto asociado a un gran namero de
enfermedades humanas entre las que destacan, la colitis ulcerosa, psoriasis, lesiones
epidérmicas del lupus eritematoso sistémico y nefropatia diabética. EI mecanismo de
asociacion del alelo 2 a estas patologias permanece desconocido. Los niveles de mRNA
iclL-1Ra no se ven alterados en queratinocitos de individuos portadores de este alelo del
antagonista aunque en dicho estudio no se midié la produccion de proteina. Fue entonces
cuando se pensé que el ILIN*2 podria ser un marcador de un locus ligado/asociado a una

enfermedad y, por tanto, no ser el causante directo de la enfermedad®*®.
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1.J.3. ESQUEMA DEL HLA, GEN DE LA INTERLEUCINA-10 Y GEN DEL ANTAGONISTA DEL
RECEPTOR DE LA INTERLEUCINA-1

ESQUEMA DEL HLA
CROMOSOMA 6p21
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1. OBJETIVOS

Encontrar, tanto dentro del complejo mayor de histocompatibilidad como fuera de
él, genes asociados primariamente a la susceptibilidad a padecer esclerosis
multiple. Este estudio se realizara mediante un analisis caso-control que podra
determinar loci adicionales de riesgo aparte del ya conocido alelo de
susceptibilidad de clase Il, HLA-DRB1*1501.

Evaluar si las asociaciones positivas 0 negativas encontradas se deben a la
existencia de ligamiento, determinado por un test de desequilibrio de

transmisién en 63 familias de esclerosis multiple.

Localizar mediante la técnica del mapeo de microsatélites la ubicacién mas
probable en el MHC de los genes de susceptibilidad y resistencia implicados en el

proceso patoldgico.

Medir la contribucion de los marcadores genéticos estudiados y asociados a la

esclerosis multiple al efecto conferido por el alelo HLA-DRB1*1501.

Valorar el papel de los polimorfismos de las citocinas anti-inflamatorias,
interleucina-10 y antagonista del receptor de la interleucina-1, en la

susceptibilidad a padecer esclerosis multiple.

Determinar si existen similitudes o diferencias genéticas en los loci estudiados
(MHC, IL-10 e IL-1Ra) entre la forma clinica Primaria-Progresiva y la forma

mayoritaria de la enfermedad Remitente-Recurrente.
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111. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

En el amplio abanico de las enfermedades inmunolégicas existe un grupo de ellas
para las cuales ya se conoce el gen cuyo fallo es el origen de la enfermedad:

e Sindrome hiper-IgM: provocado por una mutacién en el gen del ligando de CDA40,
CD154.

e Ataxia telangiectasia: causada por diferentes mutaciones en el gen ATM implicado
en los procesos de reparacion del DNA.

e Agammaglobulinemia de Bruton: déficit de Btk, tirosin kinasa imprescindible en la
transmision de sefiales mediada por el BCR y en la maduracion de los linfocitos B.

e Varias formas de inmunodeficiencia combinada severa: déficit de Jak-3, RAG1, v..

e Sindrome de Wiskott-Aldrich, en el cual se ha encontrado defectuosa la proteina

WASP responsable de la organizacion del citoesqueleto... por citar sélo algunas'®.

Sin embargo, también destacan otro grupo de enfermedades, en general todas las

de naturaleza autoinmune, mas heterogéneas y presumiblemente poligénicas en las

cuales aun prosigue la busqueda del gen o genes responsables'?*1%,

Aunque el origen de la esclerosis multiple sigue siendo una incAgnita, desde hace
més de cien afios diversas observaciones y estudios epidemioldgicos han permitido
abordar desde dos perspectivas etioldgicas distintas, aunque no excluyentes, la causa de

la enfermedad: la teoria ambiental, sustentada por la distinta prevalencia de la

68,126,127

patologia segin zonas geogréficas y la teoria genética, basada en que la

128

enfermedad es mas frecuente en un determinado grupo étnico (caucasico)™ y en la

mayor incidencia entre familiares de personas afectadas'****°.

Durante décadas los defensores de la teoria ambiental han intentado hallar algun

agente infeccioso en el sistema nervioso de los enfermos como desencadenante de la
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respuesta inmunitaria™*™**; en cambio, aquéllos que sostienen la causa genética han

intentado investigar sobre los genes relacionados con la aparicion de la enfermedad®3**%.

Existen pocas patologias de origen desconocido con tantos datos acerca de la
incidencia y prevalencia mundial como la esclerosis multiple. Numerosos equipos de
investigacion han coincidido en considerar que la incidencia, prevalencia y tasa de
mortalidad de la EM varian con la latitud: la enfermedad es muy rara en las zonas
tropicales y subtropicales, y en las zonas templadas de ambos hemisferios existe una
mayor incidencia cuanto mayor es la latitud. Este fenémeno ha sido estudiado
detalladamente en Europa, Estados Unidos, Japon, Australia y Nueva Zelanda'®’. Por otro
lado, estos investigadores también han observado que el sexo femenino es el mas
afectado por esta enfermedad y la proporcién es 2:1'¥"1%8, Sin embargo, en este sentido,

algunos grupos se han desmarcado: un equipo japonés determiné que el ratio

1 14
1% 2140,

mujer:hombre era 4: y otro grupo de Nairobi observo una relacion de 7:

Dado que tres barridos gendmicos diferentes han considerado al MHC o HLA,
situado en el brazo corto del cromosoma 6, el principal locus de susceptibilidad en la
esclerosis multiple'®*2, hemos dividido el anélisis de los antecedentes bibliograficos en dos
bloques: ESTUDIO GENETICO DENTRO Y FUERA DEL MHC.

I11.A. ESTUDIO GENETICO DENTRO DEL MHC

Con la percepcion de que los genes MHC se caracterizan por su elevado
polimorfismo, parece natural buscar entre los diversos alelos aquéllos que confieren
susceptibilidad a padecer enfermedades de sospechada base inmunoldgica, como la

esclerosis multiple.

I11.A.1. MOLECULA DE CLASE Il HLA-DR

En 1975, Jersild describi6 en la poblacién del norte de Europa la asociacién

existente entre la esclerosis multiple y el complejo mayor de histocompatibilidad, en
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particular con los alelos de clase | HLA-A3 y HLA-B7**'. Aproximadamente diez afios

después se publicé que la asociacién era ain mas fuerte cuando en la molécula de

2142 143) .

clase Il HLA-DR estaba presente el alelo (también en Espafa

Diferentes estudios epidemiolégicos han indicado el papel critico que desempefan
algunos patégenos ambientales en el comienzo y desarrollo de la esclerosis multiple. Se
postula que uno de lo mecanismos desencadenantes de la autoinmunidad
caracteristica de esta enfermedad es el denominado mimetismo molecular. Se ha
apuntado la posibilidad de que los anticuerpos o células T generadas frente al agente
infeccioso, puedan dar reacciones cruzadas con antigenos propios (mielina). En este caso,
los anticuerpos o linfocitos T reconocen, ademas de los antigenos del patégeno, otros
propios del organismo de similar estructura. Puesto que la respuesta inmune (y
autoinmune) implica la participacion de células T que reconocen péptidos presentados por
moléculas del MHC, se ha postulado que un antigeno microbiano presentado por HLA-
DR2 puede desencadenar la activaciéon del sistema inmunitario contra un péptido similar

presente en la mielingl33144145

Al igual que en otras patologias autoinmunes todavia no se conoce exactamente el
proceso mediante el cual la presencia de un determinado alelo en las moléculas HLA-DR o
-DQ influye en la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple. Estudios realizados en
lineas celulares han mostrado como la activacion de linfocitos T por péptidos presentados
por HLA-DR2 produce un aumento en la sintesis de ciertas citocinas (como el TNF-
a/B), responsables, en parte, del dafio neuronal***. Ademas, en un grupo de pacientes
de EM se analizaron los sitios polimoérficos de union a péptidos en las cadenas DRp1,
DQal y DQB1 y se determiné una asociacién entre la enfermedad y la presencia de
determinados residuos aminoacidicos (prolina en la posiciéon 11, arginina en la 13 y
alanina en la 71 de la cadena DRf1) que eran, de hecho, especificos de la molécula HLA-
DR2 y no de alguno de sus subtipos en particular (DRB1*1501, *1502, *1601 y *1602).
Esta idea sugirio que la secuencia de aminoacidos no estaria directamente relacionada
con la patogénesis puesto que solo el alelo DRB1*1501 es el que se ha visto asociado a la

esclerosis multiple***#’.
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Poco a poco el estudio acerca de la causa y desarrollo de la esclerosis multiple fue
intensificandose alin mas. En torno a 1990, se observé que la asociacién mas fuerte
con la enfermedad no era la existente con el HLA-DR2 sino mas concretamente con su
haplotipo de clase Il DRB1*1501/DQA1*0102/DQB1*0602">*¥1%° A partir de este
hallazgo, comenzaron a realizarse numerosos estudios de asociacién en los que se
intentaba determinar si el aumento de esta combinacion haplotipica y en concreto del
alelo HLA-DRB1*1501 se distribuia diferentemente en los distintos grupos de pacientes:

e Formas clinicas de la EM: Primaria-Progresiva y Remitente-

Recurrente4,l37,l38,151,152

° SeX0137’138'153.
H 138,154
e Edad de comienzo de la enfermedad .

e Prondstico®® 1%,

e Respuesta a tratamientos®*°°1%,

Abundando mas en la idea de la influencia de clase Il en la susceptibilidad a
padecer esclerosis multiple, un estudio finlandés encontrd, ademas del esperado aumento
del HLA-DRB1*1501, la existencia en estos mismos pacientes de una proteccion

otorgada por la combinacion del alelo HLA-DR1 y HLA-DR53 (HLA-DR4, -7, -9)*®°.

Algunas de las investigaciones en las que no se ha encontrado asociacion entre
el alelo HLA-DRB1*1501 vy la esclerosis multiple son las siguientes:
a) En Cerdenfa (Italia), distintos autores han observado que la EM se asocia con
el alelo 3 de la molécula HLA-DR1%3,

b) En un estudio familiar de EM publicado por el Instituto Karolinska (Suecia), se
observd que incluso en 58 familias de enfermos (de un total de 542) cuyos
progenitores no presentaban el DRB1*1501 existia ligamiento con el HLA.
Este hallazgo podia ser debido a la existencia de un segundo gen de
susceptibilidad presente en el MHC o bien al desequilibrio de ligamiento del
DRB1*1501 con el verdadero gen causante de la enfermedad®*.

c) En Israel, el alelo asociado con la esclerosis multiple es el DRB1*1303 vy, en
cambio, el DRB1*1501 se encuentra disminuido aunque no

significativamente™®.
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d) En China, el haplotipo DRB1*1501/DQB1*0602 se asocia positivamente a la
enfemedad pero también existen otros haplotipos cuya frecuencia esta
incrementada en los pacientes EM. En este estudio se sugiere que el alelo de
susceptibilidad es el DQB1*0602"%.

111.A.2. GEN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

En vista de los efectos biologicos que ya hemos comentado en la Introduccion de
esta tesis y de la localizacion del gen del TNF-a en el seno del MHC se ha especulado con
gué polimorfismos situados en este locus podrian contribuir en las asociaciones
encontradas entre alelos del complejo HLA y enfermedades autoinmunes e
infecciosas®™ "%, Esto es especialmente relevante en aquellas patologias en las cuales se
ha comprobado que el TNF-a esta implicado en el inicio 0 sostenimiento de la respuesta

inflamatoria, como es el caso de la artritis*®®*"°

, 0 donde niveles elevados de esta citocina
en circulacion son predictivos de un peor prondstico, como en la malaria'’*. En la
esclerosis multiple estudios de expresién de esta molécula no han ofrecido resultados

concluyentes*#*"3,

Desde que se conoce que los genes polimarficos del MHC presentan un elevado
grado de desequilibrio de ligamiento, las enfermedades asociadas a los alelos de clase | y
Il podrian ser consecuencia del ligamiento existente con el gen del TNF causante de la
enfermedad. Sin embargo, respecto al papel que presentan los polimorfismos del TNF
como factores causantes de patologias, no se conoce con certeza su relevancia funcional.
Asi, se ha observado como diferentes haplotipos del MHC estan asociados con diferentes
fenotipos productores de TNF. Por ejemplo, los haplotipos HLA-DR3 y -DR4 producen

niveles superiores de TNF, mientras que el haplotipo -DR2 es un pobre productor'’®.

1 POSICIONES POLIMORFICAS EN LA REGION PROMOTORA DEL GEN TNFA

La estricta regulacién de la expresion del gen del TNF es un requisito fundamental

para tener una adecuada y efectiva respuesta inmunitaria e inflamatoria. Recientemente
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se ha comprobado cémo una mutacién en la regién promotora del gen podria tener

importancia funcional en la regulacién de la transcripcion*’>*7¢.

4 El polimorfismo mas estudiado por los distintos equipos de investigaciéon es

la transicion guaninasadenina en la posicién -308.

Respecto a esta posicion existen datos conflictivos. El estudio funcional del alelo
-308A (o también llamado TNF2) fue realizado por diferentes autores mediante ensayos
con genes reporter. La transfeccion de células B humanas con plasmidos que portaban la
version salvaje o la mutada del promotor del TNF unido al gen de la
cloranfenicolacetiltransferasa (CAT) determiné cémo dicha mutacién incrementaba
significativamente la actividad transcripcional® """, Este hecho se corroboré con el
estudio en tres lineas celulares, Jurkat (células T), Raji (células B) y U937 (monacitos),
que mostraron como se unfan los factores de transcripcién sélamente al alelo TNF2'°.
Los resultados indicaron que este polimorfismo podia tener un efecto directo sobre la
transcripcién del gen y podia ser la causa de que el haplotipo HLA-A1/-B8/-DR3, que

contiene esta mutacion®183

, Se asociara con una elevada produccion de TNF y fuera
directamente el responsable del peor prondstico que presentan los pacientes con malaria

cerebral*’.

Por otro lado, existen una serie de grupos que no han observado diferencia
alguna en la transcripcion del gen con ninguno de los dos alelos -308A y -308G; es
mas, se ha demostrado en células mononucleares de individuos heterocigotos que ambos

alelos contribuyen de forma similar en la actividad transcripcional del gen TNFA!8418

Los estudios de asociacion realizados entre estos polimorfismos y enfermedades

de base inmunoldgica también han sido conflictivos:

a) Entre las enfermedades que se asocian positivamente:
e a la presencia del polimorfismo -308A son: el asma'’, la enfermedad de

Crohn'®®, la colitis ulcerosa®™®® y el lupus eritematoso sistémico™®.
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e ala presencia del polimorfismo -308G destacan: la espondilitis anquilosante*

y la tlcera duodenal asociada a Helycobacter pylori®?.

b) Entre las patologias que se asocian negativamente:
e a la presencia del alelo -308A se encuentran: la enfermedad de Kawasaki'®,
el cancer pancreatico’® y la enfermedad de Hodking'*®.

e ala presencia del alelo -308G destaca la periodontitis adulta'®®.

En la mayoria de las enfermedades, las asociaciones positivas encontradas fueron
debidas al desequilibrio de ligamiento existente con los alelos de clase | y Il del HLA,
verdaderos responsables de la susceptibilidad. Sin embargo, existen estudios en los que
se ha demostrado que un polimorfismo dado puede jugar un papel determinante en la
patogenia. Este es el caso, del alelo -308A vy los pacientes chinos con lupus eritematoso.
En la poblacién china también existe desequilibrio de ligamiento entre el TNF2 y el HLA-
DR3, pero como en los enfermos de lupus estaba mas aumentado el TNF2 que el -DRS3,
cabia pensar que era el polimorfismo en el promotor del TNF uno de los responsables de

dicha patologia®’.

Dado que el TNF-a es una citocina proinflamatoria que interviene en la

198-201 v progresion'®®®* de la esclerosis multiple, distintos autores han

patogénesis
tratado de determinar si estos polimorfismos presentes en la region promotora se

asociaban a la enfermedad.

Ya desde el afio 1995 se vienen realizando estudios en los que no se ha podido
hallar asociacion alguna entre la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple y el
polimorfismo -308%°%%3  Aun asi, los avances cientificos, como la secuenciacion
automatica, y un mayor conocimiento acerca del papel de esta citocina en la EM ha hecho

posible que los distintos grupos de investigacién no hayan abandonado su estudio.

Con el fin de determinar la posible implicacién de esta posicion polimorfica en el
desarrollo de alguna forma clinica de la enfermedad, en 1996 se realiz6 un estudio con

27 pacientes EM-RR, 21 EM-PP y 22 controles que no presentaban en su historia familiar



Antecedentes Bibliogréficos 45

ningun caso de esclerosis multiple. Los resultados revelaron que sélo 3 individuos de los
21 enfermos con Primaria-Progresiva, del total de pacientes EM-RR y de los controles,
eran homocigotos -308AA. Ademas, realizaron ensayos CAT y Unicamente detectaron una

produccién espontanea de TNF-a en los sujetos con el genotipo -308AA%,

De entre los estudios que no hallaron asociacién entre esta mutacién puntual y
algin curso clinico de la enfermedad'’®?®® destaca el realizado en dos poblaciones
europeas distintas, Alemania y Chipre, con origen genético diferente. Aunque el alelo
-308A era mas frecuente en el primer pais comparado con el segundo, en ninguno de los
dos este polimorfismo se asocié con la EM en general o con una determinada progresion

de la mismal’.

4 Otro polimorfismo que también se encuentra en la regién promotora del gen
TNFA es nuevamente una transicion G—A en la posicion -238. En un estudio acerca de
la posible importancia de esta mutacion en la regulacién de la transcripcién se comprobo
como los monocitos de individuos heterocigotos -238AG estimulados por LPS no
producian un nivel significativamente diferente de los monocitos con el genotipo -
238GG*'%, En este estudio no se dispuso de homocigotos -238AA y en este sentido fue
interesante observar como en otro andlisis de 199 controles y 123 pacientes con lupus
eritematoso sistémico del norte de Italia sélamente se encontraron tres sujetos -238AA y

los tres eran enfermos®°®.

Este dimorfismo se ha relacionado con ciertas enfermedades autoinmunes
independientemente de la asociaciéon con algun haplotipo del HLA. En la artritis
reumatoide, por ejemplo, el polimorfismo -238GG se ha visto asociado con la forma mas
agresiva de la enfermedad y con el comienzo temprano de la misma®"?®%. En el lupus
eritematoso sistémico, el genotipo -238AA se considera un marcador de un subtipo clinico
particular®®. Y en la psoriasis y la artritis psoriatica existe una fuerte asociacién con el
alelo -238A%. Entre los estudios de asociacién negativa se encuentran enfermedades

como la hepatitis autoinmune tipo 12021

vasculitis)*®3.

y la enfermedad de Kawasaki (tipo de
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Los estudios que relacionan esta posicion -238 con la esclerosis multiple no
son muy abundantes en la literatura inmunoldgica. Entre éstos destaca el de Huizinga y
sus colaboradores, donde se encontré el genotipo -238AA asociado a las formas menos

severas de la enfermedad?*2.

4 La forma juvenil de esclerosis multiple (desarrollada antes de los 16 afios)
presenta diferencias clinicas con la forma adulta. Para determinar si en este tipo de EM
existian peculiaridades genéticas en el locus TNF, se estudi6 la distribucion alélica de las
posiciones -238 y -308 en estos pacientes (n=24) y en controles (n=92). No observaron
diferencias significativas en las frecuencias fenotipicas y genotipicas por lo que sugirieron,
a pesar de contar con un tamafio muestral pequefio, que estos polimorfismos no jugaban
un papel importante en la susceptibilidad a padecer este tipo de forma juvenil®>.
Otro equipo que combind también el estudio de las dos posiciones -238 y -308 ofrecid

resultados negativos al no asociarse ninguna de estas dos mutaciones con la EM***,

4 La posicion -376 es la menos presente en la literatura inmunolégica actual. Al
igual que los dos polimorfismos anteriores, este marcador se caracteriza por la transicion
de una guanina a una adenina y ha sido objeto de estudio por su posible influencia en
la regulacion de la transcripcién del gen TNFA. Asi, el factor de transcripcion OCT-1, que
se une al promotor cuando en esta posicién existe una adenina, produce un aumento de
la expresion del gen®®. Sin embargo, diversos autores han trabajado en ella y en ningdn
caso han observado asociacioén entre:

e este polimorfismo y una mayor o menor produccion del TNF-o'8%#2,

e Yy, este polimorfismo y la susceptibilidad a padecer enfermedades de

marcada base inmunoldgical?%?'

. En este sentido, un trabajo realizado en
nuestro laboratorio determind una posible implicacion de esta posicion
polimérfica en la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple. Realizamos
un estudio caso-control con 238 pacientes y 324 controles y detectamos un
aumento significativo del alelo -376A en EM que, ademas, era
independiente de la asociacién ya conocida del DRB1*1501?!'. Dos afios
mas tarde se publicé una réplica a este estudio®® que comentaremos mas

detalladamente en el apartado de Discusion (pagina 125).
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4 Dado que los alelos -238A y -376A se encuentran en desequilibrio de
ligamiento, un equipo holandés realizd en pacientes de artritis reumatoide ensayos
funcionales con genes reporter que presentaban este haplotipo en lineas celulares de
linfocitos y monocitos. Los resultados obtenidos indicaron la no participacion de ambas

mutaciones en la actividad transcripcional®®.

n OTROS POLIMORFISMOS PRESENTES EN EL PROMOTOR DEL GEN TNFA

Numerosos autores también han abordado el estudio de otras posiciones
polimérficas presentes en el promotor del TNF que pudieran estar implicadas en distintas
patologias de naturaleza inmune. Estos polimorfismos y sus asociaciones son*®:

e Posicion -163 (GAA), analizada en individuos seropositivos portadores del

virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) y no asociada con la
evolucion clinica de la infeccion'®2,

e Posicion -244, investigada en artritis reumatoide®®

220

y en espondilitis

anquilosante®™ y no asociada a ninguna de las dos patologias.

e Posicion -850 (CAT), estudiada en narcolepsia y no asociada a ella?*.

e Posicion -857 (CAT). El alelo con timina se ha visto asociado con la

222 224

enfermedad de Crohn®?, narcolepsia?®®, artritis reumatoide?®* vy artritis

reumatoide juvenil®®, y no con la diabetes mellitus insulino-dependiente?® ni

con la enfermedad de Kawasaki'®.

e Posicion -863 (CAA). El alelo con adenina si se ha asociado a la enfermedad

|225

de Crohn*? y a la artritis reumatoide juvenil”® y, en cambio, no a la

enfermedad de Kawasaki'®.
e Posicion -1063 (TAC), investigada también en la enfermedad de Kawasaki

pero no asociada a ella™.

Estudios funcionales con las posiciones -857 y -863 han demostrado la
influencia que presentan ambos SNPs (single nucleotide polymorphisms) en la expresion

del gen cuando el factor de transcripcién OCT-1 se une a sus alelos raros®*’.
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1 POLIMORFISMOS PRESENTES EN LA REGION CODIFICANTE DEL GEN TNFA

e La posicion +489 (GAA), presente en el primer intron de la regién codificante
del gen TNFA, se estudié en periodontitis y se obtuvieron resultados
negativos'®®.

e La posicion +70, caracterizada por la insercién de una C, se ha visto que no

modifica la actividad transcripcional®®®.

111.A.3. GEN MIC-A

Como ya hemos indicado en la Introduccion de la tesis (pagina 24), el gen MIC-A
presenta un elevado grado de polimorfismo como sus homologos clasicos de clase I. De
entre las diferentes regiones polimérficas existentes en su estructura, nosotros hemos
analizado un microsatélite exonico situado en el segmento que cruza la membrana
celular. Se trata de un triplete GCT que codifica para un residuo de alanina y que se
repite 4, 5, 6, 9% o 10 veces®. Ademés, existe otro alelo, denominado 5.1,
caracterizado por la insercion de un nucleétido que cambia la pauta de lectura del
mensajero. La proteina resultante de esta insercién no se expresa en la superficie de la

célula®.

Dada su proximidad a clase | y a su homologia con las moléculas codificadas por
los genes de esta region, los primeros estudios realizados se relacionaron con
enfermedades asociadas a clase I. Entre éstas se incluyen la enfermedad de Behcet,
cuya asociacion con el alelo MICA 6 no era independiente de la ya bien conocida
asociacion del alelo de clase | HLA-B51°*%2% y |a espondilitis anquilosante,
asociada también con el MICA 4 pero por el desequilibrio de ligamiento existente con el

HLA-B27%1,

Existen pocos estudios en los que se encuentran asociacion de algun alelo del gen
MIC-A independientemente de clase 11. Uno de ellos se realiz6 en nuestro laboratorio
y los resultados indicaron una disminucion significativa del alelo 6 en los pacientes

con artritis reumatoide. Ademas, esta reduccion fue confirmada con un estudio TDT
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(Transmission Disequilibrium Tesf) en 54 familias espafiolas que detecté la no
transmision de los haplotipos portadores de este alelo a los hijos enfermos®®

Conclusiones similares se obtuvieron con el estudio de Singal y sus colaboradores®?,

Aunque en la literatura cientifica no existen publicaciones que relacionan el gen
MIC-A con la esclerosis multiple, hemos considerado interesante su estudio por la accion

que ejerce este ligando en las células y/5 presentes en la enfermedad®*%%,

111.A.4. GEN IKBL

Diversos autores han indicado que la susceptibilidad a padecer determinadas
patologias inmunolégicas como la diabetes insulino-dependiente o la esclerosis multiple se
asocia con diversos alelos de genes de clase Il y con el locus TNF. Dado que la

recombinacion en esta regiéon es muy rara o practicamente inexistente®>%*’

, resulta muy
dificil identificar el gen o genes causantes de estos procesos patoldgicos. Para facilitar su

determinacion se han utilizado los denominados polimorfismos funcionales.

En 1999, se describi6 la existencia de un marcador polimoérfico situado en la
posicion +738 del gen IKBL caracterizado por la transicion de una timina a una
citosina. El cambio consiguiente de aminoéacido (cisteina a arginina) en una zona de la
proteina donde se encuentra una diana de fosforilacion para la proteinkinasa C, podria
tener una implicacion funcional. Aunque se ha observado que la secuencia de este gen se
mantiene en la mayoria de los haplotipos ancestrales, el alelo +738C se encuentra casi
exclusivamente en el HA 7.1 (HLA-A3/B7/DR2-DRB1*1501)%. El posible significado
patolégico de este polimorfismo también fue estudiado por De la Concha en pacientes con
colitis ulcerosa en los que se considerd la presencia de este alelo +738C como un

factor de gravedad de la enfermedad®.

Esta mutacion puntual también fue investigada en los enfermos de esclerosis
multiple. El analisis realizado por Allcock en colaboracion con nuestro laboratorio detect6
gue dentro de los individuos que presentaban el alelo de susceptibilidad DRB1*1501, la

combinacion de los microsatélites TNFallb4 junto con el alelo +738C era menos
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frecuente en los pacientes que en los controles. Con estos resultados se postulé que
este polimorfismo podia marcar un gen de resistencia situado en el haplotipo del
DRB1*1501%%,

I11.A.5. RASTREO GENOMICO: LOCALIZACION MEDIANTE MICROSATELITES

Cuando se desconoce el posible gen implicado en alguna enfermedad genética se
utilizan procedimientos basados en el rastreo gendmico que localizan los denominados
microsatélites. Son secuencias cortas de bases que se repiten un naimero variable de
veces causando un diferente genotipo en cada individuo. Estos polimorfismos nos van a
servir de marcadores de susceptibilidad porque se van a heredar conjuntamente con la

hipotética mutacién funcionalmente responsable de la enfermedad.

Como ya se ha mencionado en la pagina 28 de Introduccion, hemos estudiado tres
microsatélites en la region de clase Il y uno en la region de clase |. Por orden

centromeroatelémero encontramos:

I11.A.5.a. EN LA REGION DE CLASE IlI

La region de clase 111 se extiende a lo largo de 760 kb y se caracteriza por la
presencia elevada de un gran nimero de genes polimérficos (59, uno cada 12.9 kb)**
que intervienen en distintas reacciones del sistema inmunoldgico. Recientemente, se ha
sugerido que el locus de susceptibilidad asociado a muchas patologias autoinmunes
(artritis reumatoide, lupus eritematoso sistémico, esclerosis multiple, etc.) se encuentra
en esta region, y concretamente en el locus del TNF y alrededores®. Sin embargo,
resulta muy dificil localizar precisamente el posible locus causante de enfermedad debido
a la escasez de marcadores polimérficos existentes en esta region HLA. Para facilitar esta
labor, en el afo 2001, se publicd un trabajo en el que se analizaron gran cantidad de
microsatélites y entre ellos se encontraron los que nosotros vamos a estudiar®®’:

e DS6273

e BAT2

e TNFabcde
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I11.A.5.a.i. MICROSATELITE D6S273

El microsatélite D6S273 esta situado en el gen G6D, centromérico al locus del
Factor de Necrosis Tumoral y fue descrito en el afio 1995. La secuencia nucleotidica

repetida es CA y el nimero de alelos descritos es 7%.

En 1999, se secuencié un fragmento de 30 kb que abarcaba desde el gen HSP70
hasta los genes del locus TNF como parte de un programa de identificacion de loci que
pudieran estar implicados en la susceptibilidad a padecer enfermedades autoinmunes. La
secuenciacion detecto siete nuevos genes de los cuales tres de ellos (G6C, G6D y G6E)
codificaban proteinas supuestamente implicadas en la maduracién leucocitaria. En este
mismo estudio analizaron también el microsatélite en cuestién y lo encontraron

fuertemente asociado a la espondilitis anquilosante® .

Desde que las asociaciones existentes entre los alelos del gen de clase Il DRB1 y
la susceptibilidad a la artritis reumatoide son incompletas, Singal y sus colaboradores
estudiaron el polimorfismo D6S273 como marcador de un posible locus causante de
enfermedad. Dos alelos, el de 132 pb y 138 pb, presentaron sus frecuencias
incrementadas en pacientes con respecto a controles. Mientras que el aumento del primer
alelo fue debido al desequilibrio de ligamiento con clase Il, el segundo se asoci6 a la

enfermedad independientemente del gen DRB1%*, .

Otras patologias autoinmunes en las que también se ha estudiado este
microsatélite como un marcador de un posible gen causante de enfermedad son: el lupus
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eritematoso sistémico®??, diabetes mellitus insulino-dependiente®®® y algunos tipos de

cancer®*,

I11.A.5.a.ii. MICROSATELITE BAT2

El microsatélite BAT2 esta situado en el gen G1, centromérico al locus TNF y se

caracteriza por la repeticion del dinucle6tido CA. El numero de alelos descritos en la
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literatura es 1 y los estudios mas relevantes que asocian este marcador a

enfermedades autoinmunes son los siguientes:

En 1999, se analiz6 la distribucion alélica del BAT2 en individuos con diabetes
mellitus insulino-dependiente y se buscé posibles asociaciones con el microsatélite
TNFa, situado también en clase Ill. El estudio caso-control detecté un aumento y una
disminucion significativa de los alelos 9 y 12, respectivamente, que se debia, en el
primer caso, al desequilibrio de ligamiento existente entre el BAT2-9 y el TNFa9 y en el
segundo caso a la fuerte asociacién del BAT2-12 con el alelo TNFal3 y con el alelo
DRB1*1502. Esta investigacion, por tanto, determind una asociacion del BAT2 a la

enfermedad dependiente del TNFa?*®.

Otra patologia en la que también se ha estudiado el microsatélite BAT2 es en la
artritis reumatoide. En ella un grupo de investigacién canadiense identificé el haplotipo
D6S273 alelo 138/BAT2 alelo 138/TNFa2 como la combinacion asociada a la

enfermedad?*%?*’,

I11.A.5.a.iii. MICROSATELITES TNFa, b, ¢, d, e

Un campo que también hemos abordado es el estudio de microsatélites en el
locus TNF. Los cinco microsatélites analizados fueron: TNFa, TNFb, TNFc, TNFd y
TNFe, y el numero de alelos observados para cada uno de ellos fue 13, 7, 2, 5y 3,
respectivamente. En 1991, los marcadores TNFa, TNFb y TNFc fueron descritos por

Nedospasov'® y dos afios mas tarde, Udalova defini6 TNFd y TNFe'®.

Aunqgue se piensa que el polimorfismo de los microsatélites en el locus TNF por si

248249 ga ytilizan como un

mismo no afecta la regulacién o la estructura de esta citocina
punto de partida conveniente y confiable en el estudio de marcadores genéticos de
implicacion de esta proteina en patologias asociadas con el complejo mayor de

histocompatibilidad.
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Alguno pero no todos los alelos de estos microsatélites muestran un fuerte
desequilibrio de ligamiento con otros genes de la regién. El haplotipo TNFd1a2b3 se
asocia con el haplotipo HLA-DQB*0201/DQA1*0501/DRB1*0301/C4A*Q0 y con
peculiaridades clinicas del lupus como la fotosensibilidad y el fenémeno de Raynaud®®.

Una asociacién negativa existe entre el alelo TNFc2 y una rapida progresion del SIDAZ.

En conexion con estos haplotipos extendidos, Gallagher estudié la distribucién de
algunos de ellos en la poblacion del oeste de Escocia. Su equipo encontré que el haplotipo
HLA-A1/B8/DR3 contenia los alelos TNFa2, TNFb3 y -308A siendo éste uno de los
haplotipos ancestrales presentes en la poblacion europea. Otra combinacién haplotipica
importante a mencionar es el HLA-A3/B7/DR2 que se asociaba con los alelos TNFal1l,
TNFb4 y -308G?*.

Aunque el haplotipo d3al1b4 se encuentra asociado con la esclerosis multiple,
los distintos autores han detallado que el aumento observado en estos enfermos es
debido al desequilibrio de ligamiento existente con el alelo de susceptibilidad
DRB1*1501%%%%32%  Entre los estudios que han tratado de determinar el efecto
independiente de estos microsatélites en la EM, se encuentra el realizado por Kirk y sus
colaboradores en Irlanda. Cuando se tiparon los 19 individuos homocigotos TNFd3allb4
se hallé que esta asociacién podria ocurrir independientemente de la presencia o no de
DR2. Asi se sugirié que en esta poblacion el TNF era uno de los factores genéticos que

influiria en la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple®®.

En el estudio de la forma juvenil de EM se observé un aumento de los alelos
DRB1*1501 y TNFal1l, al igual que en la forma adulta®®.

I11.A.5.b. EN LA REGION DE CLASE I: MICROSATELITE D6S2223

Entre los estudios mas recientes acerca de enfermedades autoinmunes y
microsatélites de clase |, destaca el realizado por un equipo noruego en el afio 1999. Con
el fin de detectar el gen causante de la diabetes insulino-dependiente, se describi6 la

asociacion, independiente de la molécula HLA-DR y -DQ, entre el microsatélite
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D6S2223 vy el riesgo a padecer esta enfermedad®’

. Este marcador genético, cuyo
polimorfismo se basa en la repeticion dinucleotidica AT o GT, esta situado a 2.5 Mb
telomérico al gen HLA-F***. Dado que la enfermedad celiaca comparte ciertos
haplotipos de susceptibilidad (en clase 11) con la diabetes tipo I, una segunda parte del
estudio noruego fue determinar si algin alelo de este microsatélite D6S2223 podia estar
también asociado a esta patologia intestinal. Los resultados obtenidos indicaron que el
alelo D6S2223-3 en los haplotipos HLA-DR3 disminuia la susceptibilidad en las

dos enfermedades autoinmunes®’.

I11.B. ESTUDIO GENETICO FUERA DEL MHC

Dado que la esclerosis multiple es una enfermedad autoinmune heterogénea,
otros loci presentes fuera del complejo mayor de histocompatibilidad, pueden contribuir

d®82°  Hemos

de forma importante en el comienzo y desarrollo de la enfermeda
estudiado dos genes polimorficos 1L-10 e IL-1Ra, situados en los cromosomas 1y 2,

respectivamente.

111.B.1. GEN DE LA INTERLEUCINA-10

La IL-10 ha sido considerada objeto de estudio en numerosas enfermedades de
base inmunolégica debido al importante papel que desempefia como inhibidor de los
macrofagos activados y como regulador homeostatico de las reacciones inmunitarias
innata y adquirida™®®*’. Por un lado, presenta la capacidad de inhibir la produccion de las
citocinas IL-12 y TNF y, por otro, disminuye la expresion de coestimuladores y moléculas

de clase Il del MHC en las células presentadoras de antigeno®.

Desde que se observd una asociacion entre la expresién del mRNA de la IL-10 con
la forma estable (o sin brotes) de la esclerosis multiple®, los polimorfismos presentes en
el gen de esta citocina han sido investigados detalladamente. Por un lado, destacan en el
promotor tres mutaciones puntuales situadas en las posiciones -1082 (G/A), -819

(C/T) y -519 (C/A)**!, de las que se piensa que pueden intervenir de forma decisiva en
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la transcripcion de este gen y, por otro, dos microsatélites denominados IL-10R e IL-

10G , localizados a 4 kb y 1.2 kb, respectivamente, del origen de transcripcion®®223,

Ensayos /n vitro de expresion de IL-10 con estos tres polimorfismos
demostraron la asociacion de los haplotipos -1082A, -819T, -592A y -1082G, -819C, -

592C con una disminucién y aumento transcripcional respectivamente?*2%°,

Cuando se realizd6 un estudio con pacientes EM no se observd asociacion de
ningln alelo en particular ni de ningun haplotipo especifico del promotor con la

266,267

enfermedad o el curso de la misma Sin embargo, en estudios con lupus

eritematoso sistémico, enfermedad Th2 por excelencia, si se asociaron los

polimorfismos de este gen con la susceptibilidad?®.

111.B.2. GEN DEL ANTAGONISTA DEL RECEPTOR DE LA IL-1 (IL-1RN)

El intrén 2 del gen ILINR es polimdrfico ya que presenta un namero variable de
repeticiones en tandem (VNTR) de una secuencia de 86 pares de bases'?’. Se ha descrito
gue en esta regién se encuentran tres sitios potenciales de union a proteinas por lo que
dependiendo de las copias existentes en un individuo podria existir una significacion
funcional. El alelo 2 de dicho gen (ILLRN*2) se ha visto asociado a un gran nimero de
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enfermedades autoinmunes como la esclerosis maltiple*®, colitis ulcerosa®®, alopecia

areata’’®, psoriasis®’!, lesiones epidérmicas del lupus eritematoso sistémico?’?,
enfermedad de Graves®” y nefropatia diabética’’. EI mecanismo de asociacion del alelo 2
a estas patologias permanece desconocido. Los niveles de mRNA iclL-1Ra no se ven
alterados en queratinocitos de individuos portadores de este alelo del antagonista aunque
en este estudio no se midié la produccion de proteina. Fue entonces cuando se pensé que
el ILLN*2 podria ser un marcador de un locus ligado/asociado a una enfermedad y, por

tanto, no ser el causante directo de la mismal®.

Entre los hallazgos que asocian IL-1Ra con la EM destacan los siguientes. Un

equipo finlandés®* encontré que las mujeres con esclerosis multiple presentaban el alelo
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2 del gen IL-1Ra asociado a la enfermedad y Kantarci, investigador americano, observé

que el alelo 3 existia en los pacientes con menor tasa de supervivencia®’.

Diversos estudios han demostrado que tras la administracion del IFN-p los niveles
séricos de IL-1Ra aumentaban?®’® y se inhibian citocinas proinflamatorias tales como la IL-
1y el TNF-a®"’. Estas acciones podrian contribuir al efecto anti-inflamatorio del farmaco
y, parcialmente, podrian explicar la reduccion del grado de exacerbacion de la
enfermedad que muestran los pacientes tratados con este compuesto?’®. Teniendo en
cuenta las caracteristicas clinicas de la enfermedad tales como la edad de comienzo, el

29 y el de Perini?’’, han

curso y la severidad de la patologia, grupos como el de Luomala
determinado que el IFN-B disminuia el nimero de brotes en los individuos con la forma
Remitente-Recurrente y que los niveles séricos del IL-1Ra eran mayores en la EM-PP que

en la EM-RR, aunque este aumento no era estadisticamente significativo.
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IV. PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

IV.A. PACIENTES Y MUESTRAS ANALIZADAS

Esta investigacion se ha realizado en el Servicio de Inmunologia Clinica del
Hospital Clinico San Carlos. Todos los individuos que han participado en el estudio son

Caucasianos y provienen de las Comunidades Auténomas de Madrid y Catalufia.

4 PACIENTES

Se ha incluido un total de 318 enfermos de esclerosis multiple diagnosticados
segun los criterios de Poser en las Unidades de Esclerosis Mdultiple de los Servicios de
Neurologia del Hospital Clinico San Carlos y de Neuroinmunologia del Hospital Vall
d”Hebron. La distribucién de las muestras fue la siguiente:

e Sexo: el 68% de las muestras provenian de mujeres y el 32% de hombres.

e Formas Clinicas: el 14% fueron formas Primaria-Progresiva y el 86% formas
Remitente-Recurrente. Adicionalmente, contamos con 100 pacientes EM-PP
provenientes de Barcelona.

e Edad: los percentiles de edad 25, 50 y 75 eran 22.3, 26.8 y 34.1 afios,
respectivamente. La mediana de edad era 26.6 afios para el sexo femenino y

28.2 para el sexo masculino.

4 CONTROLES

Como grupo control dispusimos de 382 sujetos sanos caucasianos, no relacionados
entre si y obtenidos principalmente de donantes de sangre y personal de nuestro
laboratorio. También hemos contado con 101 controles de Barcelona a los enfermos EM-
PP del Hospital Vall d”Hebron.

4 FAMILIAS DE ENFERMOS DE ESCLEROSIS MULTIPLE
Hemos analizado las muestras de 63 pacientes y sus progenitores para realizar un

estudio de ligamiento y construir los haplotipos existentes en estas familias.
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IV.B. MATERIAL

IV.B.1. MEDIOS INSTRUMENTATLES

Aqitadores
- Magnético (Selecta Agimatic-S)

- Vortex-2 Genie

Aparatos de esterilizacién

- Autoclave Selecta Clino-Matic

Balanzas

- De precision, modelo Precisa 600 C (Zurich)

Barios
- Selecta Unitronic 320 OR
- Innova 3000

Bomba de vacio
- Laboport, KNF

Caja de exposicién y peliculas para autorradiografia
- Caja de exposicion: Pantalla intensificadora X-OMATIC REGULAR de Kodak
- Peliculas AGFA

Centrifuga
- Microfuga Sigma 201 M

- Microfuga Hettich Mikroliter
- Centrifuga Kubota 5800

Equipos de electroforesis

- Cubetas horizontales: Mupid-2, Cosmo BIO CO., LTD
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- Fuente de alimentacion de Bio-Rad Power-Pac 300

Equipo fotografico

- Gelprinter TDI

Espectrofotdmetro

- Pharmacia GeneQuant, LKB Biochrom (England)

Fungibles
- Tubos de 200 ul de MicroAmp, Applied Byosistem y de Abgene House

- Tubos de 500 ul Perkin Elmer, modelo GeneAmp
- Puntas de D10 y D200 de Gilson

- Microtube Rack system de Greiner, etc.

Horno de Hibridacién

- Modelo Ecogen

Pipetas automaticas

- Modelos p-2, p-10, p-20, p-200, p-1000 y p-5000 de Gilson (Francia)

Revelador de autorradiografia

- RPX-OMAT PROCESSOR MODEL M6B, de Kodak

Robot de PCR
- ABI 877 Applied Biosystem, Foster City, CA, USA.

Secuenciador Automatico

- ABI PRISM 310 GENETIC ANALYZER de Perkin Elmer

Sistemas Informaticos

- Vectra Pentium Hewlett Packard
- Power Macintosh 7200/200

- Scanner Hewlett Packard ScanJet 4p
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- Programas informaticos:
1. Anadlisis estadistico: Epi Info, versién 5.01 de:
e C.D.C. (Centers for Diseases Control and Prevention), U.S.A.
e World Health Organization, Suiza
2. Base de Datos: D BASE IV, Borland International INC. y ACCESS (OFFICE 97)
de MICROSOFT.
3. Software de andlisis de fragmentos: ABI PRISM 310 Collection y 310
GENESCAN 3.1

Soporte de membranas

- Modelo Bio-Rad

Termocicladores
- Modelo PTC-100, MJ RESEARCH, INC.
- Modelo GENEAMP PCR System 2400, Perkin Elmer

Termociclador para PCR cuantitativa
- Corbett, modelo ROTORGENE

Transiluminador

- Cross-linker modelo FLUO-LINK

IV.B.2. REACTIVOS Y PRODUCTOS

Agarosa al 1.5 %: 3 g de agarosa llevados hasta 200 ml de TBE 1x con bromuro de

etidio (1pg/ml).

Aqua:
- botellas— agua inyectable de Fresenius (1000 ml)
- ampollas— Grifols 10 ml

- Método de destilacibon— Autostills 4000x
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Anticuerpo: fragmentos Fab especificos para la digoxigenina unidos covalentemente a

la fosfatasa alcalina (de Boehringer Mannheim).

Buffer B (500 ml): 12.5 ml de 0.075 M NaCl (3 M) y 25 ml de 0.024 M de EDTA
(pH=8) (0.5M).

Buffer O 2x (1 litro): 200 ml &cido maleico 1 M, 600 ml H,0. Se ajusta el pHa 7.4y

se afiaden 100 ml NaCl 3 M. Llevar a 1 litro.

Buffer 1 (1 litro): 1 litro de buffer O 2x y 3 ml de Tween.

Buffer 3 (1 litro): 100 ml Tris-HCI 1 M a pH=9.5, 33 ml NaCl 3 M y 50 ml MgCl, 1M.

Los productos quimicos de uso cotidiano provienen de la casa Merk y Sigma.

Los oligonucleétidos han sido sintetizados automaticamente en la casa Perkin Elmer.

Las sondas se marcan en 3~ con digoxigenina, mediante un kit de Boehringer

Mannheim.

Reactivo de Denhardt 50x (para 100 ml): 1 g de Ficoll 400, 1 g de PVP, 1 g de BSA 'y

el resto agua.

Reactivo de Prehibridacion: 4 ml de SSPE 15x, 2 ml del reactivo de Denhardt’'s 50x,
200 pl N-lauril, 20 ul SDS 20x y agua hasta 20 ml.

Solucién Blocking (reactivo proporcionado por la casa Roche): se prepara disolviendo

25 g del blocking en 250 ml de buffer 0 2x

SSC 20x (1 litro): 175 g de NaCl, 88 g de citrato sédico y ajustar a pH=7 con NaOH
0.2 N.
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SSPE 30x (500 ml): 130 g NaCl, 23 g de fosfato sédico y 1 g EDTA puro.

STMT (1 litro): 320 ml de Sacarosa 0.32 M (1 M), 1 ml de Tris-HCI 1 M (pH=7.5), 1
ml de MgCl, 5 mM (1 M) y 10 ml de Triton X-100 1%.

Sustrato: proporcionado por la casa Boehringer Mannheim y se trata del CSPD®. Se

prepara disolviendo 100 ul de dicho compuesto en 10 ml de buffer 3.

TBE 10x (1 litro): 108 g de Tris-base, 55 g de acido bérico, 20 ml EDTA 0.5 M a

pH=8 y el resto agua.

TMAC (1 litro): 50 ml de Tris-HCI 1 M a pH=7.5, 4 ml EDTA 0.5 M a pH=7.5y 5 ml
SDS 20x.

Tris-HCI 0.5M y NaCl 3M (pH=7.4): para preparar 1000 ml se utilizan 61 g de Tris-
base, 175 g de NaCl y 35 ml de HCI 37%.

IV.C. METODOS

IV.C.1. OBTENCION DE DNA A PARTIR DE SANGRE PERIFERICA

El DNA puede obtenerse a partir de cualquier célula nucleada del organismo,

puesto que cualquiera de ellas posee toda la informacion genética del individuo.

El aislamiento de DNA consta de las siguientes etapas:
1- Partimos de 15 ml de sangre extraida con el anticoagulante EDTA que inhibe la
agregacion plaquetaria al quelar el Ca*? de la sangre.
2- Para lisar los eritrocitos, afiadimos 15 ml de STMT (proporcién 1:1) y lo dejamos
reposar 5 min en la nevera a 4°C. A continuacion, llevamos la sangre a centrifugar a

3500 r.p.m. durante 30 min y a 4°C.
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3- Decantamos el sobrenadante, lo resuspendemos en otros 15 ml de STMT, y lo
volvemos a centrifugar 30 min a 3500 r.p.m. y a 4°C.

4- Eliminamos el sobrenadante y, si es necesario, repetimos esta operacion 1 6 2 veces
hasta que el pellet quede limpio.

5- Resuspendemos el pellet en 4,5 ml de buffer B.

6- Para romper las proteinas asociadas al DNA y que queden los péptidos libres,
afiadimos 325 pul de H,0, 50 ul de proteinasa K (20 mg/ml) y 125 ul de SDS (20%).

7- Se deja incubar toda la noche en un bafio con agitacion constante a 37°C y si al dia
siguiente quedan particulas en suspension afiadimos de nuevo proteinasa K y se
vuelve a incubar 1 6 2 horas a 55°C.

8- Para que precipiten los péptidos, afiadimos 2 ml de NaCl 6 M y mezclamos en el
vOrtex durante 15 s.

9- Tras recoger el sobrenadante, precipitamos el DNA con un volumen de isopropanol
(proporcién 1:1) y mezclamos por inversidbn hasta que se forme una ‘medusa’
compacta.

10- Sellamos con fuego la punta de una pipeta Pasteur y recogemos con ella el DNA
pasandolo a un eppendorf con 1 ml de etanol al 70%.

11-Secamos el DNA y lo resuspendemos en 600 ul de buffer Tris-EDTA (TE).

IV.C.2. CUANTIFICACION DE DNA Y ESTIMACION DE SU PUREZA

Una alicuota de la disolucion de DNA (realizada en el paso anterior) se valora por
espectrofotometria midiendo la absorbancia a 260 nm. Su pureza se estima hallando el

cociente entre la absorbancia a 260 nm y la absorbancia a 280 nm.

La cuantificacion del DNA se realiza teniendo en cuenta que una unidad de D.O. se

corresponde con 50 ng/ul de DNA.

Con los datos obtenidos por espectrofotometria y con el fin de tener una
concentracion de DNA de 50 ng/ul hacemos la dilucién de la muestra en agua destilada

de acuerdo a cada caso.
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IV.C.3. TIPAJE DE LOS GENES DE CLASE Il DRB1, DQA1 Y DQB1

Para estudiar los loci de clase Il DRB1, DQAl1l y DQB1 empleamos el método
PCR-SSOP (Polymerase Chain Reaction-Sequence Specific Oligonucleotide Probe) que
consta de las siguientes etapas:

IV.C.3.a. Amplificamos mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) el

segundo exdn de cada uno de estos genes por ser en ellos donde se concentran

los polimorfismos que distinguen uno de otro alelo®’®.

IV.C.3.b. Transferimos el producto amplificado a una membrana de nylon median-

te la técnica del DOT-BLOT.

IV.C.3.c. Hibridamos con sondas oligonucleotidicas especificas el alelo presente en

la muestra.

IV.C.3.a. AMPLIFICACION POR PCR DE LOS GENES DRB1, DQAl1 Y DQB1, Y
COMPROBACION DE LA MISMA

IV.C.3.a.i. AMPLIFICACION POR PCR DE LOS GENES DRB1, DQAL Y DQB1

Para realizar las tres reacciones de PCR (una para cada gen), utilizamos los

siguientes primers o cebadores:

Primers Secuencia de nucledétidos

DRBAMP-A* 57-CCCCACAGCACGTTTCTTG-3"

DRBAMP-B*  57-CCGCTGCACTGTGAAGCTCT-3~
DQAAMP-A 5 -ATGGTGTAAACTTGTACCAGT-3”
DQAAMP-B 5 -TTGGTAGCAGCGGTAGAGTTG-3~

DQBAMP-A 57-CATGTGCTACTTCACCAACGG-3~

DQBAMP-B 57-CTGGTAGTTGTGCTGCACAC-3~

*Ademas de DRB1, se amplifican los genes DRB4 y DRB5

Las condiciones de PCR fueron para un volumen final de 65 pl las siguientes:
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Cebadores o primers --------===========muuunv 0.2 uM cada uno
Ampli Tag Gold --------==-=-==-m=-m oo 1.5 Unidades
DN A oo e e 300ng

Las caracteristicas del programa de PCR fueron las siguientes:
1) Una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 min
2) 40 ciclos con tres etapas cada ciclo de:
- 20 s a 95°C (desnaturalizacion)
- 20 s a 55°C (hibridacién)
- 30 s a 72°C (elongacién)
3) Una elongacién final de 7 min a 72°C

4) Tiempo indefinido a 4°C

IV.C.3.a.ii. COMPROBACION DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS EN GELES DE
AGAROSA

El DNA es un polimero polianiénico cargado negativamente de forma uniforme
debido a la presencia de grupos fosfato que migran cuando son sometidos a un campo

eléctrico.

Los geles de agarosa se utilizan para separar, identificar y purificar fragmentos de
DNA pequefios. Estos pasan facilmente a través de los poros y se desplazan rapidamente,

mientras que los fragmentos mayores avanzan con mas lentitud.

La movilidad de los fragmentos depende del tamafio del DNA (nimero de bases) y

de la concentracién de agarosa del gel.

Las caracteristicas del gel se escogen segun la longitud media de los fragmentos
de DNA que se deseen separar. Generalmente, cuanto mayor sea ésta, la concentracion

del gel debe ser menor.
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Las bandas de DNA obtenidas después del desplazamiento son invisibles, a menos
gue el DNA esté marcado o tefiido. Para ello se usa el colorante bromuro de etidio,
afiadido previamente al gel. Al intercalarse entre las bases del DNA, este colorante
presenta fluorescencia de color naranja por medio de iluminacidon con luz ultravioleta

corta (A=300 nm).

Se toman 5 pl del producto amplificado y se somete a electroforesis horizontal en

el gel de agarosa?”’.

Estos geles han sido preparados al 1.5% con tampén TBE 1x y bromuro de etidio
(0.2 mg/ml). Para comprobar si el tamafio del fragmento es el esperado, en el gel
también se carga un marcador que contiene bandas de DNA de tamafios conocidos

(Marcador V de Boehringer-Mannheim).

La electroforesis se desarrolla durante 10 minutos a 100 voltios; una vez
transcurrido este tiempo, se utiliza el transiluminador para observar si la amplificacion ha
sido correcta y no se ha producido contaminacion alguna, que detectariamos mediante la

presencia de una banda en el blanco (sin DNA muestra).

IV.C.3.b. TECNICA DEL DOT-BLOT

Esta técnica consiste en transferir el producto amplificado de DNA a una membrana

de nylon?°. El proceso consta de las siguientes etapas:

1- Ponemos 55 pl del DNA amplificado en un tubo de dilucion y afiadimos 220 ul de
NaOH 0.5 M. Esperamos 10 min, tiempo en el cual el hidréxido s6dico actia como
agente desnaturalizante del DNA. A continuacién, llevamos la gradilla con las
muestras a una cubeta de hielo.

2- Afadimos a cada tubo 330 ul de acetato amonico (NH; CH3;COQO") 2 M para neutralizar
el medio béasico. Una vez realizado esto, las muestras ya estan preparadas para ser

transferidas a la membrana de nylon (Boehringer Mannheim).
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3- Humedecemos el papel Whatman 3M en acetato amonico 1 M y lo colocamos sobre la
carcasa de transferencia sin formar burbujas.

4- A continuacion, humedecemos también la membrana de nylon en el acetato amonico
y la situamos sobre el papel.

5- Montamos el aparato de DOT-BLOT y conectamos la bomba que hace el vacio.

6- Afadimos a cada pocillo del aparato 150 ul de acetato aménico 1 M y a continuacion,
cargamos las muestras en sus pocillos correspondientes. Dejamos que el volumen
impregne bien la membrana y después volvemos a afadir otros 150 ul de acetato
para arrastrar el DNA que pueda haber quedado en las paredes de los pocillos del
aparato.

7- Esperamos unos minutos para que se realice correctamente la transferencia y
posteriormente desmontamos el aparato sin desconectar la bomba.

8- Despegamos la membrana del papel y la llevamos al transiluminador para que, con la
luz ultravioleta (1.5 J/cm?), las hebras de DNA se fijen perfectamente al nylon, al

establecerse enlaces covalentes entre el DNA y los grupos -OH de la membrana.

IV.C.3.c. HIBRIDACION CON SONDAS OLIGONUCLEOTIDICAS ESPECIFICAS

Las sondas son fragmentos de DNA cuya longitud puede abarcar desde unos pocos
nucleétidos hasta alguna kilobase, y cuya secuencia de bases es complementaria a la
secuencia del DNA que se desea detectar. EI fendmeno de la hibridacién es
extraordinariamante especifico por lo que so6lo puede aparearese con la secuencia

correspondiente.

Para el estudio de una enfermedad genética se necesita una sonda que reconozca
especificamente el gen implicado o parte de él (sonda directa) o a marcadores genotipicos
gue se encuentren préximos a dicho gen (sondas indirectas).

IV.C.3.c.i. MARCAJE Y PREPARACION DE LAS SONDAS

El marcaje se realiza con digoxigenina-ddUTP en el extremo 3'-OH. La mezcla de

reaccién consta de:
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Buffer de reaccidn 5x --------mmmmmmmmmmo e 4wl (vial 1)
COCly —mmmmm oo 4 ul (vial 2)
SONAA —---mmmm 200 pmol
Digoxigenina-ddUTP —------mmmmmmm oo 1l
Transferasa terminal ------------------------mmoemm—- 1ul (50 V)
Agua eStéril ------mmmm c.p.s. 20 pl

Y el proceso es el siguiente:

1-
2

Incubamos la mezcla anterior durante 30 min a 37°C.
Paralizamos la reaccion:

a) colocando en hielo el tubo de reaccion.

b) afiadiendo 2 ul del combinado: 200 ul EDTA-Na, 0.2 M pH=8 +

1 pl de glucégeno (vial 8).

Precipitamos el DNA afiadiendo:

a) LiICl4 M --—mmmmmmmeee 2.5 ul

b) Etanol absoluto ------ 80 nl (-70°C durante 30 min)
Centrifugamos durante 20 min a temperatura ambiente y a 12000 r.p.m.
(microfuga). Después decantamos el sobrenadante.
Resuspendemos en 200 ul de Tris-EDTA a pH=8 (el EDTA quela iones
divalentes inhibiendo la accion de la DNasa) o agua destilada a 4°C.
Afiadimos a un Falcon 50 ul de la solucion de la sonda y 20 ml de liquido de

prehibridacion. De esta forma la sonda ya esta preparada para ser lanzada.

IV.C.3.c.ii. HIBRIDACION CON SONDAS ESPECIFICAS DE ALELO, Y REVELADO

1- Cortamos en seis tiras la membrana de nylon que contiene el DNA transferido y fijado,

e introducimos estas tiras en seis tubos de lavado.

2- Afadimos a cada tubo liquido de prehibridacién, introducimos los seis tubos en un

rulo de hibridacion y lo llevamos al horno de hibridacion aproximadamente una hora a

37°C.

Transcurrido este tiempo eliminamos el liquido de prehibridacion y afiadimos la sonda

gue habiamos marcado previamente. Las secuencias de dichas sondas se presentan

en tablas al final de este apartado.
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4- Introducimos de nuevo los seis tubos en el rulo y lo llevamos al horno a 37°C hasta el
dia siguiente.

5- Devolvemos la sonda a su Falcon correspondiente, ya que se puede utilizar hasta en
20 ocasiones, y afadimos a cada tubo SSPE 2x de 5 a 10 min para lavar el exceso de
sonda. A partir de este momento el proceso debe continuar en agitacion.

6- Retiramos el SSPE, afiadimos el TMAC y sumergimos los tubos en el bafio a la
temperatura especifica de cada sonda (véase en las tablas 1, 2 y 3) durante 9 min.

7- Retiramos el TMAC y volvemos a repetir el paso 7-.

8- Anadimos buffer 1 y esperamos 5 min a temperatura ambiente.

9- Retiramos el buffer y afiadimos la solucién de blocking durante media hora a

temperatura ambiente (se ha preparado blocking 0.5x en c.s.p.).

10- Eliminamos esta solucién y afiadimos la misma cantidad de solucion de blocking con
anticuerpo (fragmentos Fab especificos para la digoxigenina, de Boehringer
Mannheim) durante media hora a temperatura ambiente.

11- Retiramos el blocking con el anticuerpo y afiadimos de nuevo buffer 1 durante 15 min.

12- Eliminamos el buffer 1 y anadimos buffer 3 durante 10 min a temperatura ambiente.

13- Afdadimos 2 ml de sustrato durante 5 min exactos a temperatura ambiente.

14- Recuperamos el sustrato (se puede utilizar hasta en tres ocasiones).

15- Introducimos las membranas en bolsas de plastico y las llevamos a secar al horno de
hibridaciéon durante 15 min aprox. a 37°C.

16-Las membranas con su bolsa se introducen junto con una placa de fotografia en una
carcasa de exposicion.

17- Se revelan las placas tras una exposiciéon de diez minutos.

Tabla 1: Secuencia de nucleétidos de las sondas empleadas para el tipaje DR de baja resolucion.

Sonda DRB Secuencia de nucledtidos Tw (°C) Alelos
1001 57 -TAAGTTTGAATGTCATTT-3~ 37 1
1003 5" -GTACTCTACGTCTGAGTG-3~ 45 3,6,111
1004 57 -GAGCAGGTTAAACATGAG-3~ 45 4
1005 5”-AGAAATAACACTCACCCG-3” 48 8,122
1006 5" -TGGCAGGGTAAGTATAAG-3” 37 7
1007 57-GAAGCAGGATAAGTTTGA-3~ 45 9
1008 57-GAGGAGGTTAAGTTTGAG-3~ 37 10
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1009? 57 -CAGCAGGATAAGTATGAG-3~ 37 51
2802 57-GGTTACTGGAGAAGACACT-3~ 48 12
2810° 57-GCGAGTGTGGAACCTGAT-3" 45 53
5703 57-GCCTGATGAGGAGTACTG-3” 45 11

1 No reconoce al alelo DRB1*1404

2 Ademas reconoce al alelo DRB1*1404

@ La sonda 1009 reconoce al gen DRB5 presente en los haplotipos cuyo alelo DRB1 es DR2

b La sonda 2810 reconoce al gen DRB4 presente en los haplotipos cuyos alelos DRB1 son DR4, -7, -9

Tabla 2: Secuencia de nucleétidos de las sondas empleadas para el tipaje DQA1

Sonda DQA Secuencia de nucledtidos Tw (°C) Alelos
2503 5”-TGGGCAGTACAGCCATGA-3~ 45 0301
3401 57 -GAGATGAGGAGTTCTACG-3~ 45 0101
3402 57 -GAGATGAGCAGTTCTACG-3~ 45 0102, 0103, 0501
3403 5”-GAGACGAGCAGTTCTACG-3~ 45 0401, 0601
4102 57 -ACCTGGAGAAGAAGGAGA-3~ 37 0103
5501 57-TCAGCAAATTTGGAGGTT-3" 37 0101, 0102, 0103
5502 57-TCCACAGACTTAGATTTG-3 37 0201
5504 57 -TCAGACAATTTAGATTTG-3" 37 0401, 0501, 0601
6903 5'-ATCGCTGTCCTAAAACAT-3” 37 0501
7502 57 -CTTGAACATCCTGATTAA-3~ 37 0201, 0401, 0601

Tabla 3: Secuencia de nucleétidos de las sondas empleadas para el tipaje DQB1

Sonda DQB Secuencia de nucledétidos Tw (°C) Alelos
2604 57-CGTCTTGTAACCAGACAC-3~ 45 0603, 0604
3701 5”-AGGAGTACGTGCGCTTCG-3” 57 0501, 0502, 0503
4501 5" -GACGTGGAGGTGTACCGG-3~ 52 0301
4901 5"-GGTGTACCGGGCAGTGAC-3” 52 0501
5702 5”-GCGGCCTAGCGCCGAGTA-3~ 57 0502, 0504
5705 57-GGCTGCCTGCCGCCGAGT-3" 57 0201
5706 5”-GGCCGCCTGACGCCGAGT-3~ 57 0301, 0303
5707 57-GGCCGCCTGCCGCCGAGT-3~ 57 0302
7002 5”-GACCCGAGCGGAGTTGGA-3” 57 0601
7003 5" -GAGGGGACCCGGGCGGAG-3~ 57 0602, 0603
7005 5”-GAAACGGGCGGCGGTGGA-3” 52 0201
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IV.C.4. TIPAJE DE LOS SUBTIPOS DEL GEN DE CLASE Il DRB1

Alguno de los alelos del gen DRB1 determinados en el paso anterior incluyen un
conjunto de subtipos. Para averiguar cual de ellos presenta una muestra dada se

procede a un andlisis mas detallado o tipaje de alta resolucion.

Las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa, comprobacion
de la misma, transferencia del producto amplificado a la membrana de nylon (o DOT
BLOT), hibridacion con sondas especificas de alelo y revelado, son similares a las
descritas en los apartados anteriores (IV.C.3.a., IV.C.3.b. y IV.C.3.c.). Las diferencias

existentes se basan Uunicamente en los primersy sondas utilizadas.

e Las secuencias de los cebadores utilizados para amplificar los subtipos de DR1,
DR2, DR4, DR6, DR11 son:
NOTA: Para realizar estas amplificaciones se usa ademas el primer DRBAMP-B,

empleado en la PCR de baja resolucion.

Alelos Primers Secuencia de nucleoétidos

DR1 DRBAMP-1 5 -TTCTTGTGGCAGCTTAAGTT-3"
DR2 DRBAMP-2  57°-TTCCTGTGGCAGCCTAAGAGG-3~
DR4 DRBAMP-4 5 -GTTTCTTGGAGCAGGTTAAAC-3~
DR6

L DRBAMP-3 57-CACGTTTCTTGGAGTACTCTAC-3"~
DR11

e Las secuencias de las sondas utilizadas para la deteccion de los subtipos de estos

alelos son las siguientes:

Alelos Sonda DRB1 Secuencia de nucledtidos Tw (°C) Subtipos
DR1 8602 57-AACTACGGGGCTGTGGAG-3~ 45 0102
3701 57-CCAAGAGGAGTCCGTGCG-3~ 41 0101, 0102, 0103
7007 57-ACATCCTGGAAGACGAGC-3~ 41 0103
8601 57-AACTACGGGGTTGGTGAG-3~ 41 0101, 0103
DR2 3702 57 -AACCAGGAGGAGTCCGTG-3~ 41 15, 16

8603 57-AACTACGGGGTTGTGGAG-3~ 41 1501
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7002 57-GACTTCCTGGAAGACAGG-3~ 41 1601
7003 57-GACCTCCTGGAAGACAGG-3~ 41 1602
8601 57-AACTACGGGGTTGGTGAG-3~ 41 1502, 1601, 1602
DR4 3701 57-CCAAGAGGAGTCCGTGCG-3" 45 0406
5702 57-GCCTAGCGCCGAGTACTG-3~ 45 0405, 0409, 0410, 0411
7007 5”-ACATCCTGGAAGACGAGC-3” 41 0402
8601 57-AACTACGGGGTTGGTGAG-3~ 41 0401, 0405, 0407, 0408, 0409
8603 57-AACTACGGGGTTGTGGAG-3” 41 0402, 0403, 0404, 0406, 0410, 0411
7005 57-ACCGCGGCCCGCTTCTGC-3” 63 0401, 0409
7006 5”-CGAGAGCGGGGCCGAGGT-3~ 63 0403, 0406, 0407, 0411
DR6 8601 57-AACTACGGGGTTGGTGAG-3~ 41 1302, 1303
8603 57-AACTACGGGGTTGTGGAG-3~ 41 1301, 1304, 1401, 1404
7007 57-ACATCCTGGAAGACGAGC-3~ 41 1301, 1302, 1304
5702 57-GCCTAGCGCCGAGTACTG-3~ 45 1303, 1304
1005 57-AGAAATAACACTCACCCG-3~ 35 1404
7001 57-TCCTGGAGCAGAGGCGGG-3~ 45 1402
DR11 8601 57-AACTACGGGGTTGGTGAG-3~ 41 1101
8603 57-AACTACGGGGTTGTGGAG-3~ 41 1102, 1103, 1104
7007 57-ACATCCTGGAAGACGAGC-3~ 41 1102
7002 57-GACTTCCTGGAAGACAGG-3~ 41 1101, 1104
7008 57-ACTTCCTGGAAGACGAGC-3~ 45 1103

4 DETECCION DEL ALELO DRB1*1501 (DR2) POR PCR CUANTITATIVA

Para el analisis de los subtipos de DR2, y en concreto, la determinacién de HLA-

DRB1*1501, hemos empleado el ensayo TagMan?®!. Este método se basa en la adicion,

al coctel de PCR, de una sonda que hibrida con el fragmento que se amplifica. Dicha

sonda lleva en su extremo 57 un marcador fluorescente (FAM) y en su extremo 3” una

molécula “secuestradora”, como TAMRA. La presencia en la misma molécula de

oligonucleétido de ambas sustancias da lugar al fendmeno de transferencia de energia

por resonancia, y la molécula “secuestradora” acaba emitiendo luz de baja longitud de

onda, facilmente distinguible de la que emitiria la molécula fluorescente de 57si se

encontrara libre en el medio.

Los primers que se afaden a la mezcla son especificos de alelo. Cuando la

amplificacién ocurre, la TaqPolimerasa (Ampli Taq Gold), en su elongacion, llega a la zona

donde se esta hibridando la sonda. Por medio de su actividad exonucleasa 57-37, la
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enzima separa la sonda en sus nucleétidos componentes. La consiguiente liberacién del
fluorocromo 57de la actividad secuestradora de la molécula en 37, se detecta como
emisién de luz. En una muestra negativa para el alelo considerado, la sonda mantendra

su integridad, y no se detectara la fluorescencia caracteristica.

e Como hemos mencionado, la especificidad en la reaccion la proporcionan los

primers. Estos son:

- sense: 02: 5" -TCCTGTGGCAGCCTAAGAG-3~
- antisense: 1501: 5" -CTGCACTGTGAAGCTCTCCA-3~
15021: 5" -CTGCCACTGTGAACTCTCAC-3”

e La sonda empleada es: FAM 5 -TCCGTGCGCTTCGACAGCGAC3~ TAMRA PO,. La adicién final

de un grupo fosfato impide que dicha sonda funcione como primer.

El coctel de la PCR incluia los componentes a una dilucién standard (apartado
IV.C.3.a.i.) con las siguientes concentraciones de primersy sonda:
PrIMEIS =mmm o m oo oo e 300 nM

Las caracteristicas del programa de PCR fueron las siguientes:
1) Una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 12 min
2) 10 ciclos con las siguientes particulariedades:
- 20 s a 95°C (desnaturalizacion)
- 20 s a 65°C (hibridacién)
3) 20 ciclos con las siguientes condiciones:
- 20 s a 95°C (desnaturalizacion)
- 20 s a 60°C (hibridacién)

La muestras HLA-DR2™ se sometieron a dos PCRs, variando el primer antisense.
La PCR con el antisense 1501 daba positivo para el alelo HLA-DRB1*1501, y la PCR con el
primer antisense 15021 daba positivo para las muestras HLA-DRB1*1502, HLA-
DRB1*1601 y HLA-DRB1*1602. Al ser nuestro objetivo la deteccion del alelo HLA-

DRB1*1501, con estas dos reacciones conseguiamos los resultados necesarios, sirviendo
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cada una de ella asimismo como control de la otra (porque todas las muestras HLA-DR2™

han de necesariamente dar positivo en alguna de estas dos reacciones).

IV.C.5. DETECCION DE POLIMORFISMOS PUNTUALES EN LA REGION PROMOTORA DEL
GEN TNFA

Los polimorfismos que vamos a estudiar se sitlan en las posiciones -238, -308 y
-376 de la regién del promotor del gen TNFA y se pueden detectar amplificando un

fragmento de DNA que vaya desde la posicion -675 hasta la posicién -143%%".

Las condiciones de la PCR, comprobacion de la misma, transferencia del
producto amplificado a la membrana de nylon (o DOT BLOT), hibridacién con sondas
especificas de alelo y revelado, son similares a las descritas en los apartados anteriores
(Iv.C.3.a., IV.C.3.b. y IV.C.3.c.). Las diferencias se basan Unicamente en los primers'y

sondas empleadas.

e Los cebadores utilizados se emplearon a una concentracion de 0.2 uM cada uno de

ellos y son los que se indican en la siguiente tabla:

Cebadores Secuencia de nucledétidos

primer C (antisense) **5-TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3"'%
primer D (sense) 8755 _GAGTCTCCGGGTCAGAATGA-3"56

e Las sondas utilizadas fueron:

Sonda TNF Secuencia de nucledétidos Tw (°C)
-238A 5'-CCTCGGAATCAGAGCAGGG-3’ 49
-238G 5'-CCCTGCTCCGATTCCGAG-3' 49
-308A 5'-AGGGGCATGAGGACGGGG-3’ 52
-308G 5'-CCCGTCCCCATGCCCCT-3’ 49
-376A 5'-TGTCTGGAAATTAGAAGG-3’ 35
-376G 5'-CCTTCTAACTTCCAGACA-3’ 37
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IV.C.6. DETECCION DEL POLIMORFISMO +738 EN EL GEN IKBL

El polimorfismo +738 situado en la region codificante del gen IKBL se caracteriza
por la transicién de una timina a una citosina. Para determinar esta mutacion nos valemos
de una PCR especifica de alelo®. Ademéas de un primer comin, disponemos de dos
cebadores que en su secuencia varian en el penultimo nucleétido, y de los cuales uno

hibrida con el alelo +738C y otro con el alelo +738T.

Para averiguar cuél o cuéles de estos dos alelos porta el individuo®®, realizamos
en cada muestra dos PCRs diferentes. La distincion entre un resultado negativo y un tubo
en el que la reaccién no ha funcionado, se realiza afiadiendo en cada reaccién una pareja
de primers que amplifican el gen de la hormona del crecimiento (control interno). Como
este gen lo poseen todos los individuos, si no se observa banda correspondiente a este
amplificado, sabremos que la muestra no esta en condiciones 6ptimas, y se descarta para

el andlisis.

Los cebadores utilizados para este estudio fueron:

Primers Secuencia de nucledtidos
MIDR1 (primer comun para IKBL) 5”-TCTCACGCAGCTCTTCCT-3"
IKBL738CF 57 -AGAAGCAGAGGGATCCCG-3~
IKBL738TF 57 -AGAAGCAGAGGGATCCTG-3"
HGHU 57-CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3"
HGHD 57-ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGT-3"

Las condiciones de PCR fueron ligeramente diferentes a las anteriores. Para

un volumen final de 15 ul, afiadimos:

Buffer 10x (de Perkin EImer) ----------mmmmemmmmmmm e 1.5l
MgCl; - 1.25 mM
ANTPS  mmmmm oo 60 uM
primers IKBL =--------nmmmmmmmmm oo 0.2 uM cada uno
primers Hormona de crecimiento ---------- 0.05 uM cada uno

Ampli Tag Gold ----------=--——mmm oo 0.35 Unidades
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Las caracteristicas del programa de PCR fueron las siguientes:

1) Una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 10 min
2) 35 ciclos con tres etapas cada ciclo de:

- 30 s a 95°C (desnaturalizacion)

- 30 s a58°cC (hibridacion)

- 40 s a 72°C (elongacion)
3) Una elongacién final de 7 min a 72°C

4) Tiempo indefinido a 4°C

Para observar los resultados, sometimos a los productos de PCR a una

electroforesis horizontal en gel de agarosa del 2,2% durante 20 minutos a 125V, y se

realizé la lectura por visualizacion directa con tincibn de bromuro de etidio y luz

ultravioleta (A=300 nm).

IV.C.7. DETECCION DE LOS MICROSATELITES LOCALIZADOS EN EL MHC

Los microsatélites son secuencias cortas de DNA que se repiten un ndamero

variable de veces en el genoma provocando un diferente genotipo en cada individuo. Los

alelos se caracterizan por presentar una diferente longitud en pares de bases y, por tanto,

una diferente movilidad electroforética. Esta diferente movilidad se aprecia con facilidad

mediante el secuenciador automatico. Los microsatélites estudiados, los primers

utilizados marcados con distintos fluorocromos y los tamaros de los alelos (menor y

mayor) en pares de bases se indican a continuacion en la siguiente tabla:

Marcador Primers Alelos: pb Fluorocromo Ref.
IR1: 5”"-GCACTCCAGCCTAGGCCACAGA-3~ TNFal: 97
TNFa 103
IR5: 5"-GTGTGTGTTGCAGGGGAGAGAG-3~ TNFal4: 123 FAM
TNFb IR2: 5"-GCCTCTAGATTTCATCCAGCGCACAG-3~ TNFb1: 124 HEX 103
IR4: 5”-CCTCTCTCCCCTGCAACACACA-3~ TNFb7: 130
IR6: 5" -GGTTTCTCTGACTGCATCTTGTCC-3" TNFcl: 156
TNFc 103
IR7: 5 -TCATGGGGAGAACCTGCAGAGAA-3~ TNFc2: 158 FAM
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TNFd IR11: 5"-AGATCCTTCCCTGTGAGTTCTGCT-3" TNFd1: 123 101
IR12: 5" -CATAGTGGGACTCGTTCTCCAAAG-3~ TNFd6: 133 HEX
IR13: 5"-GTGCCTGGTTCTGGAGCCTCTC-3” TNFel:93
TNFe 101
IR14: 5" -TGAGACAGAGGATAGGAGAGACAG-3~ TNFe3: 97 FAM
MICA MICA 5F: 5"-CCTTTTTTTCAGGGAAAGTGC-3~ MICA 4,0: 176 o4
MICA 5R: 5”"-CCTTACCATCTCCAGAAACTGC-3~ MICA 9,0: 191 FAM
142_3: 5"-ACCAAACTTCAAATTTTCGG-3~ D6S273-1: 136 TET
D6S273 99
142_5: 5"-GAGTATTTCTGCAACTTTTC-3” D6S273-7: 148
4072F: 5" -AATAATGTTAAGTAACAAACTAGAGTAC-3~ D6S2223-0: 166 TET
D6S2223 104
4072R: 5”"-ACTCCAGCCTGGGCAATAGAGC-3~ D6S2223-3: 172
BAT2-1: 5" -GAGGTCAAAGCTGCAGTA-3~ BAT2-1: 210 TET
BAT2 100
BAT2-2: 5" -TAACAAAAGCTCCCTTCACT-3" BAT2-12: 232

Las caracteristicas del

(volumen final=15 pl):

Buffer 10x (de Perkin EImer) --------------cmmmmmmmeee- 1.5l
MgCly - 1.25 mM
ANTPS  --mmmmmmmmmmmmmmmmc e 200 pM
PIIMNEIS == m oo 0.05 uM cada uno
Ampli Tag Gold --------===--=mmmmmm oo 0.35 Unidades
DNA =mmemmmmmmemm e e e e e 50 ng

microsatélites fueron las siguientes:

1) Una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 10 min
2) 35 ciclos con tres etapas cada ciclo:

- 20 s a 95°C (desnaturalizacion)

- 20 s a55°C (hibridacion)

- 40 s a 72°C (elongacion)
3) Una elongacién final de 7 min a 72°C

4) Tiempo indefinido a 4°C

programa de PCR comunes para todos

Las condiciones de PCR generales para todos los microsatélites fueron

los
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Tras comprobar la reaccion de PCR en geles de agarosa segun lo explicado en
el apartado IV.C.3.a.ii., analizamos los fragmentos de DNA amplificados con el

secuenciador automatico.

4 ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE PCR CON EL SECUENCIADOR AUTOMATICO
Para determinar los tamarfios de los fragmentos de DNA amplificados previamente
mediante la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa, primero hay que preparar
las muestras para poder introducirlas en el secuenciador automatico. Este proceso se
realiza de la siguiente forma:
1- Se prepara una mezcla que contenga:
e 12 ul de formamida que actla como agente desnaturalizante de DNA
(proporcionada por Sigma).
e 0.5 ul de marcador GeneScan 350 (Applied Biosystem, Washington, UK),
patrén interno de cada muestra.
e 1 ul de DNA de cada una de las muestras amplificadas por PCR, previa dilucién
1/5.

2- Se desnaturalizan las muestras en el termociclador durante 3 min a 95°C.

Una vez realizado este procedimiento las muestras ya estan listas para ser
introducidas en el secuenciador automatico. Para que este aparato comience a leer los
tamafios de los fragmentos de DNA, es necesario que previamente se cree una hoja de
inyecciébn en la que se detallan las caracteristicas que debe tener la carrera

electroforética.

La electroforesis va a ocurrir en el interior de un capilar lleno de un polimero (POP-
4) proporcionado por la casa Perkin Elmer. Para capturar las moléculas de DNA de
nuestra muestra se introduce el propio capilar mas un electrodo en el interior del tubo
(que contiene dicha muestra). El electrodo genera una diferencia de potencial que atrae
al interior del capilar las moléculas de DNA. La separacién de estos fragmentos se realiza

durante 22 minutos a 60°C, 15000 V y 8 microamperios.
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En su trayecto a través del capilar el DNA pasara por la camara del laser que
intermitentemente va lanzando destellos con una frecuencia elevada; es en este momento
cuando el fluorocromo responde emitiendo su fluorescencia caracteristica y esta sefial es
recogida por el aparato como dato bruto (“raw data”) que serd posteriormente elaborada
mediante un proceso matematico que elimina la sefial captada indebidamente por los
filtros. Esto se debe a que parte de la sefial que emite el compuesto es captada por otros
filtros que supuestamente estan preparados para recoger la sefial de los otros
compuestos. De ello se deduce que cada filtro detecta no sélo la sefial de un Unico
compuesto sino también parte de la de los otros. Este exceso se elimina mediante una
operacion matematica que hace uso de unas matrices de compensacion establecidas por

el personal de Perkin Elmer.

IV.C.8. DETECCION DE LOS POLIMORFISMOS PRESENTES EN EL GEN DE LA IL-10

En el gen de la IL-10, cuya localizacion es el cromosoma 1, hemos analizado las

siguientes regiones polimadrficas:

4 Los microsatélites IL-10R e IL-10G situados a 4 y 1.2 kb, respectivamente

del origen de transcripcién se amplificaron utilizando los siguientes primers:

Marcador Primers Alelos: pb Fluorocromo Ref.
IL-10.3: 5" -CCCTCCAAAATCTATTTGCATAAG-3” IL-10R1: 111
IL-10R - 265
IL-10.4: 5" -CTCCGCCCAGTAAGTTTCATCAC-3” IL-10R4: 117 TET
IL-10.A: 5" -GCAACACTCCTCGTCGCAAC-3” IL-10G1: 107
IL-10G - = 265
IL-10.B: 5" -CCTCCCAAAGAAGCCTTAGTA-3” IL-10G18: 141 FAM

Las condiciones de PCR fueron las generales para todos los microsatélites y
tras comprobar la reaccion en geles de agarosa (segun lo explicado en el apartado
IV.C.3.a.ii.), analizamos los fragmentos de DNA amplificados y marcados con

fluorocromos en el secuenciador automatico (véase pagina 78).

4 Los polimorfismos del promotor -1082 (G/A), -819 (C/T) y -592 (C/A) se

282

analizaron por PCR especifica de alelo™". Este método estd basado en la deteccion
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simultanea de dos mutaciones situados en la regién promotora y al igual que en la
amplificacion del gen IKBL (+738), se utilizé6 un control interno para cada muestra con el
fin de vigilar que la reaccion estaba funcionando correctamente. Las tres reacciones de
PCR realizadas fueron:

a) -1082A/-592C: detecta el promotor ACC

b) -1082A/-819T: detecta el promotor ATA

c) -1082G/-819C: detecta el promotor GCC

Dado que esta descrito en la literatura, se ha supuesto que siempre que existe una
“C” en la posicion -819, también existe una “C” en -592; lo mismo sucede con la pareja
-819T/-592A: cuando un individuo presenta una timina en -819, también presenta una
adenina en -592. Gracias a esta técnica podemos determinar qué polimorfismos se
encuentran fisicamente en el mismo cromosoma y, por tanto, qué haplotipos son los que

forman.

Los cebadores utilizados se indican a continuacién:

Primers Secuencia de nucledtidos

1082G 57-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAG-3"

1082A 57-CTACTAAGGCTTCTTTGGGAA-3~
819T 57 -GCAAACTGAGGCACAGAGATA-3”
819C 57 -CAAACTGAGGCACAGAGATG-3~
592C 57 -CCAGAGACTGGCTTCCTACAGG-3~

HGHU  57-CAGTGCCTTCCCAACCATTCCCTTA-3”

HGHD 57 -ATCCACTCACGGATTTCTGTTGTGT-3"

Para un volumen final de 15 ul, las condiciones de la reaccién en cadena de la

polimerasa fueron:

Buffer 10x (de Perkin EImer) -----------mmmmmmmmmmmm oo 1.5 ul
MQCly  =mmmmm 2 mM
ANTPS  mmmm oo oo 200 uM
primers promotor IL-10 ---------------------- 0.7 uM cada uno
primers Hormona de crecimiento ----------- 0.2 uM cada uno

Ampli Tag Gold --------=--mm oo 0.5 Unidades
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Las caracteristicas del programa de PCR se indican a continuacion:

1) Una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 10 min
2) 35 ciclos con tres etapas cada ciclo de:

- 20 s a 95°C (desnaturalizacion)

- 20 s a62°C (hibridacion)

- 40 s a 72°C (elongacion)
3) Una elongacién final de 7 min a 72°C

4) Tiempo indefinido a 4°C

Las amplificaciones se comprobaron en geles de agarosa al 1.5% vy el tiempo

empleado para la visualizacion de bandas de amplificado fue de 20 minutos.

4 Para determinar los haplotipos formados por el microsatélite IL-10G y la

primera posicion del promotor de la IL-10 (-1082) empleamos el método de

Cavet?®3

. Cada primer especifico de alelo de estos dos polimorfismos estaba marcado con

un fluorocromo diferente. Ademas, nosotros también incluimos en esta reaccion los

primers 1L-10C1 e IL-10C2 para tipar simultdneamente la mutacion de la regién

promotora en -819.

Los primers utilizados fueron:

Marcador Primers Haplotipo: pb Fluorocr. Ref.
IL-10JWF: 5" -AGCAACACTCCTCGTCGCAAC-3~
(primer comun)
IL-10G1/-1082G: 115
IL-10B1: 5"-CCTATCCCTACTTCCCCC-3~ FAM
I1L-10G18/-1082G: 149
I1L-10G/-1082 265
IL-10G1/-1082A: 115
IL-10B2: 5" -CCTATCCCTACTTCCCCT-3~ HEX
IL-10G18/-1082A: 149
IL-10G1/-819T: 378
IL-10C1: 5" -GCAAACTGAGGCACAGAGATA-3” TET
IL-10G18/-819T: 412
IL-10G/-819 265
IL-10G1/-819C: 378
IL-10C2: 5" -CAAACTGAGGCACAGAGATG-3~ FAM

IL-10G18/-819C: 412
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Las condiciones de PCR eran las siguientes (volumen final=15 pl)

Buffer 10x (de Perkin EImer) -----------=mmmmmmmmmmmm - 1.5 ul
MQCly mmmmm e 1.2 mM
ANTPS  =mmmmmmmm oo 100 puM
PrIMErS ======-emmemmeem oo e oo 0.2 uM cada uno
Ampli Tag Gold -----------=-=-=-m-m oo - 0.3 Unidades
DNA —mmmmmm e 50 ng

Las caracteristicas del programa de PCR fueron:
1) Una desnaturalizacién inicial a 95°C durante 10 min
2) 35 ciclos con tres etapas cada ciclo:
- 20 s a 95°C (desnaturalizacién)
- 20 s a62°C (hibridacion)
- 40 s a 72°C (elongacion)
3) Una elongacién final de 7 min a 72°C

4) Tiempo indefinido a 4°C

Tras realizar la reacciéon en cadena de la polimerasa, comprobacién de la
misma y analisis de los fragmentos IL-10G/-1082/-819 amplificados en el
secuenciador automatico, obtenemos los siguientes datos. En una muestra
heterocigota se observaria:

- un maximo de dos pares de picos

- el tamafio en pares de bases indica el alelo del microsatélite I1L-10G

-y el color del pico indica la base nucleotidica presente en cada polimorfismo.
El SNP deducido del pico mas pequefio de un par forma haplotipo con el SNP

deducido del pico méas pequefio del otro par.

Para comprender mejor esta determinacion haplotipica IL-10G/-1082/-819
utilizamos un ejemplo representado en la siguiente grafica. Los haplotipos que aqui se
observan son:

= |L-10G9/-1082A/-819T

= |L-10G14/-1082A/-819C



Pacientes, Material y Métodos 83

140 160 180 200 220 240 260 280 300 !320 I340 360 I3!30 400

a2¢ |

40C |

38C |

36C

34( |

32¢

30¢ |

28C |

26C

24C |

22¢ |

20¢ | |

18C | H

16¢C ]

14C | “

12C t

10C

| [T

e | 3 LY N " . RSy — —— I .
[EE 18:35225ample47 / [EE 1G:3522Sample47 /
(]| 1Y : 3522Sample4? / (== 1R : 3522Sample47 /

Esta muestra presenta:
en la parte de la izquieda dos picos negros. El color negro indica que en la posicion
del promotor -1082 existe una adenina (el azul hubiera indicado una guanina).
Ademas, los tamafios representan los alelos del microsatélite 1L-10G: IL-10G9 (pico de
139 pb) e IL-10G14 (pico de 149 pb).
por otro lado, en la parte de la derecha se observan dos picos: uno verde y otro azul.
La presencia de dos colores sefiala que este individuo es heterocigoto en la posicién
-819. El verde denota timina y el azul citosina.
los picos rojos representan el marcador de peso molecular sin el cual no se podria
conocer el tamafio en pares de bases de los fragmentos de cada muestra.
dada las caracteristicas de la reaccion de PCR sabemos que el pico negro pequefio
forma haplotipo con el pico mas pequefio de los dos de la derecha (que en este caso
es el verde). Asimismo, el otro pico negro (el més grande) forma pareja haplotipica
con el pico mas grande de la posicion -819 (color azul). De esta manera, averiguamaos
gue los dos haplotipos presentes en este individuo son IL-10G9/-1082A/-819T vy IL-
10G14/-1082A/-819C.
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= estos datos junto con los obtenidos de las PCRs especificas de alelo nos llevaron a
concluir finalmente que los haplotipos existentes en esta muestra eran: IL-10G9/-

1082A/-819T/-592A y IL-10G14/-1082A/-819C/-592C.

IV.C.9. DETECCION DEL POLIMORFISMO PRESENTE EN EL GEN IL-1RN

El polimorfismo del gen humano del antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1RN,
cromosoma 2) se sitlla en el intrédn 2 y se caracteriza por la presencia de un nimero

variable de repeticiones en tandem (VNTR) de una secuencia de 86 pares de bases
(pb)121'

En este caso la identificacion de alelos es, como en el caso de los microsatélites,
por diferencias de tamafio, que se traducen en diferencias de movilidad electroforética.
Sin embargo, al ser la diferencia entre un alelo y el siguiente de 86 pares de bases, no se
hace necesario disponer del secuenciador automatico, y la asignacion de alelos se realiza
por visualizacion en gel de agarosa comparando la migracién con los marcadores de

289 Existen cinco alelos que van del 1 al 5 y que

tamafio conocido previamente
corresponden a 4, 2, 5, 3 y 6 copias de la secuencia repetitiva, respectivamente. Los

tamafios oscilan entre 240 pb (alelo 2) y 595 pb (alelo 5)

Los cebadores utilizados para el estudio del antagonista del receptor de la IL-1:

Primers Secuencia de nucledtidos
IL1-RAa 57- CTCAGCAACACTCCTAT- 3~
IL1-RADb 57- TCCTGGTCTGCAGGTAA -3~

Las condiciones de PCR para un volumen final de 15 ul fueron:

Buffer 10x (de Perkin EImer) ---------------mmmmmmmeee - 1.5l
MgCly - 2 mM
ANTPS  mmmm oo 200 uM
PIIMEIS = m oo e 0.2 uM cada uno
Ampli Tag Gold ---------==---—mmmm e 0.5 Unidades
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Las caracteristicas del programa de PCR eran:
1) Una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 10 min
2) 35 ciclos con tres etapas cada ciclo de:
- 20 s a 95°C (desnaturalizacion)
- 20 s a57°C (hibridacién)
- 40 s a 72°C (elongacién)
3) Una elongacion final de 7 min a 72°C

4) Tiempo indefinido a 4°C

Finalizada la PCR, comprobamos el producto amplificado realizando una
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2%. La separacion de las bandas se
realiz6 a 100 V durante 30 minutos. En cada carrera electroforética se utilizaron muestras
de tipaje ya conocido para asegurar la correcta identificacién de los alelos, especialmente

de los menos frecuentes (alelos 3, 4 y 5)

IV.C.10. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICO

Los datos recogidos en una base de datos dBase IV (Borland) se transfirieron en
abril de 1998 a Microsoft® Access 97. Los contajes se establecieron mediante consultas
en dicho programa, y los resultados obtenidos de los estudios genéticos se analizaron con

los siguientes métodos:

n ESTUDIO CASO-CONTROL

Con el estudio caso-control, de gran sensibilidad, podemos detectar pequefias
asociaciones. Sin embargo, un resultado positivo en este tipo de analisis no implica
necesariamente la existencia de ligamiento entre el marcador dado y la enfermedad. La
no plena concordancia étnica de casos y controles, que ocurre cuando la poblacion esta

estructurada, puede dar lugar a falsos positivos.

Las frecuencias fenotipicas y genotipicas en comparaciones caso-control se
llevaron a cabo mediante tablas de contingencia 2x2 o en su caso 2xn. La probabilidad de

la distribucién fue estimada mediante el estadistico Chi-cuadrado y cuando uno de los
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valores esperados era menor de 5, se aplicé el test de Fischer. Se escogi6 el valor de la p
de una cola o dos dependiendo de nuestras hipotesis a priorr:

e Test de una cola: se aplica cuando la hipotesis de partida es que o bien existe un
aumento solo o una disminucién sola de un alelo dado.

e Test de dos colas: se aplica cuando la hip6tesis de partida es que existe una

diferencia entre enfermos y controles sin presuponer un aumento 0 una

disminucién de un alelo dado.

Los intervalos de confianza de las odds ratios al 95% se estimaron con el

método de Cornfield, o en caso necesario, se determinaron sus limites exactos.

Todos estos célculos los realizé el paquete informéatico Epi Info v6.02 (CDC,

Estados Unidos/ WHO, Suiza).

n ESTUDIO FAMILIAR

Con los estudios basados en familias se intenta evitar los problemas derivados de
la estructura de la poblacién. En estos analisis se comparan los haplotipos presentes en el
individuo enfermo con los existentes en sus familiares sanos. Asi, un resultado positivo
solo puede aparecer si existe ligamiento entre el marcador considerado y el gen
responsable de la enfermedad. De entre los diversos métodos propuestos, hemos

284286 £ este método se

utilizado la técnica TDT (Transmission Disequilibrium Test)
compara el alelo transmitido desde un progenitor heterocigoto a su hijo enfermo con el
alelo no transmitido. Este test, de gran especificidad, es sin embargo poco sensible y sélo

ofrece resultados positivos si la asociacion investigada no es muy débil.

Para el célculo de las probabilidades en esta prueba de desequilibrio de
transmision de alelos a los hijos enfermos se aplicé una simulaciéon informatica con un
programa de elaboracion propia basado en el método de Montercarlo. Este método se
aplica de forma general para facilitar calculos complejos mediante un proceso aleatorio
repetido un nimero elevado de veces. Este programa queda esquematizado de la

siguiente manera:
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INPUT Numero De lteraciones
INPUT Transmitidos; No Transmitidos

Total=Transmitidos + No Transmitidos

FOR | =1 TO Numero De Iteraciones

FOR J=1 TO Total
IF RANDOM=>0.5 THEN T=T+1
NEXT J

IF T>=Transmitido THEN P=P+1
T=0
NEXT |

PRINT P/ Nimero De lteraciones.

La probabilidad obtenida tras emplear el programa se multiplica por dos si se
quiere obtener el valor correspondiente a un test con dos colas, por ser la distribucion
binomial en la cual se basa, perfectamente simétrica respecto de la media. La correcion
del método se comprobé introduciendo en el programa valores procedentes de la

literatura y la concordancia fue siempre total con los valores publicados de la p.

Las probabilidades obtenidas con ambos estudios caso-control y familiar fueron
corregidas multiplicando por el nimero de comparaciones realizadas. Esta correccién
(método de Bonferroni) se considera conservadora, en el sentido de sobrecorregir las
probabilidades. Una correcciébn menos exigente seria aplicar la formula p.= 1-(1-p)". Se

consideré significativa una asociacién cuando la p corregida fue menor de 0.05.

En cada uno de los célculos estadisticos efectuados en esta tesis los totales
considerados han sido los de las muestras de DNA para las cuales se han podido
determinar los alelos presentes en el marcador estudiado. Esto explica que en cada uno

de los andlisis no siempre coincida el nimero total de casos.
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V. RESULTADOS

Como se menciona en los objetivos de esta tesis, vamos a tratar de determinar
asociaciones genéticas entre la esclerosis multiple y localizaciones cromosémicas, dentro
y fuera del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), mediante la utilizacién

de marcadores polimérficos presentes en el genoma.

Con cada uno de los marcadores genéticos estudiados hemos realizado, por un
lado, un estudio caso-control que detecta la asociacion existente entre el polimorfismo
dado y la susceptibilidad a padecer la enfermedad y, por otro, un estudio familiar que
compara, gracias al TDT (Transmission Disequilibrium Test), los alelos transmitidos desde
los progenitores a sus hijos enfermos de EM con los no transmitidos. Asi determinamos si
existe desviacion significativa en la transmision de alguno de estos marcadores
investigados con respecto a la distribucion tedrica esperada (que seria del 50%). Cuando

se produce esta desviacion podemos afirmar que existe ligamiento.

V.A. ESTUDIO GENETICO DENTRO DEL MHC.

Aunque multiples genes que no pertenecen al MHC contribuyen a la
autoinmunidad, el complejo mayor de histocompatibilidad es el locus mas importante ya

gue su aportacion equivale casi a la de los demés loci combinados.
V.A.1. ESTUDIO DE LA MOLECULA DE CLASE Il HLA-DR
Como en otras muchas enfermedades autoinmunes, los genes de clase Il del MHC

presentan una fuerte asociacion con la enfermedad y la esclerosis multiple es el prototipo

de autoinmunidad mediada por células CD4". Con este motivo, nuestra investigacion se
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inicio con el estudio de la molécula de clase Il, HLA-DR, como molécula presentadora de

péptidos a estos linfocitos T.

V.A.l.a. ESTUDIO CASO-CONTROL

Para realizar este andlisis contamos con un total de 318 pacientes de esclerosis
multiple, definida y establecida por el criterio estdndar de Poser, procedentes de la
Comunidad de Madrid y no emparentados. Como grupo control utilizamos 382 sujetos

sanos, no relacionados y también obtenidos de la regién de Madrid.

La distribucion alélica de la molécula HLA-DR en afectos de EM y sanos se

representa en la siguiente tabla:

Alelos HLA-DR EM (n=318) CON (n=382)
DR1 56 (18%) 81 (21%)
DR2 122 (38%)% 101 (26%)
DR3 89 (28%) 94 (25%)
DR4 87 (27%) 81 (21%)
ors | PR 57 (18%) 87 (23%)
DR12 8 (2.5%) 5 (1%)
DR6 74 (23%) 111 (29%)
DR7 67 (21%)° 108 (28%)
DRS8 23 (7%) 30 (8%)
DR9 6 (2%) 6 (1.5%)
DR10 8 (2.5 %) 7 (2%)

Los resultados obtenidos indicaron que:

e 2 el alelo HLA-DR2 estaba aumentado significativamente en enfermos con
respecto a controles: 38% frente a 26%, p=0.0007Ap.=0.008; OR=1.73.

e P:elalelo HLA-DR7 se encontraba disminuido de manera significativa en EM
aunque el valor de la p no admitia correcciébn por el nimero de
comparaciones efectuadas o correccion de Bonferroni: 21% vs 28%,

p=0.03Ap.=ns; OR=0.68.
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Dado que el alelo HLA-DR2 fue la Unica asociacion clara detectada en
nuestros enfermos de EM, decidimos centrar toda nuestra atenciéon en su estudio. El HLA-
DR2 presenta diferentes subtipos: HLA-DRB1*1501, *1502, *1601 y *1602, que tras

ser analizados estadisticamente obtuvimos los siguientes resultados:

EM (n=313) CON (n=363)

HLA-DR2-DRB1*1501 107 (35%)> 69 (19%)

HLA-DR2-DRB1 no *1501 10 (3%) 27 (7%)

Con en este estudio se determind que:

e “ el alelo DRB1*1501 estaba significativamente aumentado (35% en EM
versus 19% en sanos, p=0.000003Ap.=0.00001; OR=2.3).

e considerando al conjunto de enfermos DRB1*1501, en aquellos individuos
homocigotos para este alelo no se incrementaba significativamente el
riesgo de padecer esclerosis multiple (6.5% en afectos frente a 4% en
sanos).

e Jlos alelos DQA1*0102 y DQB1*0602, al estar en desequilibrio de
ligamiento con el DRB1*1501, presentaban también sus frecuencias
aumentadas de forma significativa:

DQA1*0102: 42% en EM vs 32% en controles, p=0.004; OR=1.57
DQB1*0602: 40% vs 21%, p=0.00006; OR=1.99

e teniendo en cuenta que la fuerza de asociacion de un alelo con una
enfermedad viene determinada por el valor de la Odds Ratio (OR), cuando
observamos este dato en cada uno de los tres alelos de susceptibilidad
(OR*1501=2.3 > OR*0602=1.99 > OR*0102=1.57) detectamos que el

DRB1*1501 podia ser un mas claro marcador genético de la enfermedad.

Una vez determinado y comprobado, dado que ya estaba descrito en la literatura,
que el subtipo de HLA-DR2, HLA-DRB1*1501, era el alelo asociado a la susceptibilidad a
padecer esta esclerosis mdltiple, tratamos de conocer si dicho alelo se encontraba
distribuido por igual en todos los enfermos o, por el contrario, estaba especialmente
representado en algun subgrupo. Con este objeto, dividimos a nuestra poblaciéon enferma

en funcién del Sexoy la Forma Clinica.
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T Sexo

Estudios epidemiolégicos ya han descrito que las mujeres se ven afectadas mas

frecuentemente que los hombres y la proporcion es 2:1. Los resultados obtenidos tras el

estudio del alelo HLA-DRB1*1501 en ambos sexos fueron los siguientes:

MUJERES EM (n=203) HOMBRES EM (n=103) CON (n=363)

HLA-DRB1*1501 77 (38%)> P 27 (26%) 69 (19%)

Esta tabla indica que:

&: la frecuencia del DRB1*1501 estaba aumentada significativamente en las
mujeres enfermas con respecto a los individuos sanos (38% frente a 19%,
p=0.0000008; OR=2.60).

b: cuando comparamos las mujeres y los hombres con EM, la frecuencia del
DRB1*1501 estaba incrementada significativamente en las primeras (38% en
mujeres enfermas frente a 26% en hombres enfermos, p=0.04; OR=1.72)
no encontramos diferencias significativas en la distribucion de este alelo de
susceptibilidad entre los hombres enfermos con respecto a los controles

(26% en hombres con EM vs 19% en sanos).

n Forma Clinica

En funcién de la evolucién clinica de la enfermedad hemos estudiado dos formas o

cursos en los pacientes con esclerosis multiple: Primaria-Progresiva (EM-PP) y

Remitente Recurrente (EM-RR).

Nuestro grupo enfermo estaba formado por 39 individuos con la forma Primaria-

Progresiva y 266 con la forma Remitente-Recurrente y la distribucién alélica del HLA-

DRB1*1501 en los dos estadios fue la siguiente:

EM-PP (n=39) EM-RR (n=266) CON (n=363)

HLA-DRB1*1501 13 (33%)? 94 (35%)° 69 (19%)

En ambas formas clinicas el HLA-DRB1*1501 estaba aumentado de manera

significativa con respecto a las personas sanas:
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e 2 33% en las EM-PP versus 19% en los controles, p=0.03; OR=2.13.
e P:35% en las EM-RR versus 19% en los controles, p=0.000004; OR=2.33.

Dado que, en la Primaria-Progresiva, la p obtenida estaba en el limite de la
significacién estadistica y, ademas, en la literatura existen discrepancias en cuanto a su
asociacion con el DRB1*1501, quisimos profundizar mas en el estudio de esta variante
clinica. Para ello, colaboramos con un grupo del Hospital Vall d”Hebron, dirigido por el Dr.
Xavier Montalban, que nos ofreci6 la posibilidad de trabajar con 100 enfermos de EM-PP y
sus correspondientes controles sanos de Barcelona (n=101). Con el andlisis de estos
sujetos determinamos si la asociacion del HLA-DRB1*1501 a dicha forma era consistente.

Los datos obtenidos fueron los siguientes:

EM-PP (n=100) CON (n=101)

HLA-DR2 39 (39%)2 18 (18%)

HLA-DRB1*1501 36 (36%)" 13 (13%)

Comprobamos que:

e también se observaba la asociacion del HLA-DR2 (*: p=0.0009; OR=2.95)
y, en concreto, de su subtipo HLA-DRB1*1501 (°: p=0.0001; OR=3.81) con
la susceptibilidad a padecer Primaria-Progresiva.

e el aumento del tamafio muestral (39 EM-PP A 100 EM-PP) permitié ver
mas fuerte y claramente dicha asociacion.

e estos resultados concordaron con los obtenidos en el estudio de los enfermos
EM-RR.

V.A.1.b. ESTUDIO FAMILIAR

Para determinar si el HLA-DRB1*1501 se transmitia preferentemente a los hijos
enfermos realizamos un estudio TDT con 63 familias de esclerosis multiple. Este test
detectd que dicho alelo se transmitia 17 veces a los hijos con EM mientras que 6 veces
no se transmitia. El valor de la p fue significativo (p=0.017) y, al ser ésta nuestra

hipotesis de partida, no fue necesario corregirlo por Bonferroni.
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V.A.2. ESTUDIO DE CLASE III

Como se observa en la pagina 90 de Resultados, sélo un 35% de los pacientes de
esclerosis multiple presentaban el alelo HLA-DRB1*1501. Con el fin de conocer otros
marcadores polimorficos que otorgasen susceptibilidad a padecer esta patologia, hemos

estudiado en la regidén de clase Il del MHC los siguientes loci.

V.A.2.a. GEN DEL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

Dado que se ha detectado la presencia de la citocina TNF-a en las lesiones del
sistema nervioso central y en la encefalomielitis autoinmune experimental (modelo murino
de la EM), diversos equipos de investigacion han sugerido su posible papel patogénico y
han estudiado determinados polimorfismos presentes en este locus que pudieran estar

asociados a la enfermedad.

V.A.2.a.i. POLIMORFISMOS EN EL PROMOTOR DEL GEN TNFA

En el promotor del gen TNFA hemos estudiado tres posiciones polimérficas que
pudieran intervenir en la regulacién de la transcripcion. Son las siguientes: -238, -308 y
-376, y todas ellas se caracterizan por presentar en la mayoria de la poblacion una

guanina (G) aunque también existen alelos con adenina (A).

V.A.2.a.i.1. ESTUDIO CASO-CONTROL

La distribucién fenotipica de las tres mutaciones puntuales en el promotor del gen

TNFA se analiz6 en 238 pacientes de esclerosis mdultiple y en 324 controles. Las

frecuencias halladas se indican a continuacion en la siguiente tabla:

Frecuencias Fenotipicas EM (n=238) CON (n=324)

-238A 46 (19%) 51 (16%)
-308A 56 (23%) 79 (24%)

-376A 40 (17%)? 29 (9%)
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Cuando comparamos estos dos grupos poblacionales:

e no encontramos diferencias significativas en la distribucion fenotipica de
las posiciones -238 y -308.
a

e “: se observd un aumento significativo de la Adenina en la posicién -376

(17% en afectos frente a 9% en controles, p=0.0034Ap.,=0.01; OR=2.12).

Dado que el alelo -376A estaba mas representado en los pacientes de esclerosis
multiple que en la poblacion sana quisimos determinar si este aumento era debido a una
0 a varias de las siguientes causas:

a) Desequilibrios de ligamiento entre -376A y algun alelo de la molécula de la clase
Il HLA-DR.

b) Efecto independiente de -376A con respecto a clase I1.

¢) Efecto aditivo de -376A al efecto ya conocido y establecido del alelo HLA-
DRB1*1501.

a) DESEQUILIBRIOS DE LIGAMIENTO ENTRE EL -376A Y ALGUN ALELO DE LA
MOLECULA DE CLASE Il HLA-DR

El desequilibrio de ligamiento existente entre dos alelos de genes diferentes se

determina en individuos sanos. Cuando estudiamos estos sujetos observamos que:

n Dentro de los controles que presentaban la adenina en la posicién -376 del
promotor (n=30), soélo la proporcion del alelo de clase 11 HLA-DR3 era mucho mayor
(n=23) que dentro de los individuos que no tenian esta adenina (n=312), en los que el

HLA-DR3 se encontraba Unicamente en 59 individuos. Este analisis se representaria asi:

Total de -376A" Total de -376A°
(n=30) (n=312)

B orz (n=23)

Bors (n=59)
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n Dicho de otra forma, en los controles HLA-DR3" (n=82) existia mucho mas alelo

-376A (n=23) que en los controles HLA-DR3™ (n=260), en los que la “A” era menor (n=7).

Una vez establecido el fuerte y Unico desequilibrio de ligamiento existente
entre el alelo -376A del promotor del gen TNFA con el alelo de clase Il HLA-DR3 y su
correspondiente haplotipo también de clase Il HLA-DRB1*0301/HLA-DQA1*0501/HLA-
DQB1*0201 (p<10*Ap.<107'%; RR=4.05), quisimos conocer si el aumento encontrado de
este -376A en los enfermos de EM era debido a que el HLA-DR3 también estaba asociado

en estos individuos.

Como se observa en la tabla de la pagina 89 de Resultados y que aqui también
indico, no se encontré diferencia en la distribucion del HLA-DR3 cuando comparamos
enfermos y sanos:

- de los 318 pacientes de EM, 89 eran HLA-DR3 (28%)

- de los 382 controles, 94 eran HLA-DR3 (25%)

Dado que estos porcentajes eran muy similares pudimos afirmar que el HLA-DR3

no estaba asociado a la esclerosis multiple.

b) EFECTO INDEPENDIENTE DEL -376A CON RESPECTO AL ALELO DE CLASE 1l HLA-DR3

Para confirmar que el -376A tiene efecto independiente de la molécula de
clase Il HLA-DRS3, estratificamos tanto a los enfermos como a los controles en dos
grupos o estratos: -DR3™ y -DR3", y estudiamos como se distribuia la adenina en cada

uno de ellos.

EMDR3* CONDR3" EMDR3™ CON DR3
(n=78)  (n=82) (n=210) (n=260)

-376A 35 (45%) 23 (24%) 15 (7%) 7 (3%)

Este analisis nos permitié conocer que en cualquiera de los subgrupos estudiados,
la proporcion del -376A era siempre mayor en los enfermos que en los
individuos sanos. Es decir, este alelo del promotor se asociaba a la patologia

independientemente de la presencia del alelo 3 del HLA-DR.
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c) EFECTO ADITIVO DEL -376A AL EFECTO DEL HLA-DRB1*1501

Conocida ya la asociacion existente entre el alelo HLA-DRB1*1501 y la esclerosis
multiple y establecida, también, la asociacion entre el polimorfismo de la posicién -376 del
promotor del gen TNFA con dicha patologia, quisimos conocer si la susceptibilidad
otorgada por el -376A presentaba un efecto aditivo a la susceptibilidad concedida

por el DRB1*1501.

Para detectar este efecto utilizamos el valor de la Odds Ratio (OR) ya que, como
hemos mencionado en esta tesis, mide la fuerza de asociacion de un alelo con una
enfermedad. En la siguiente grafica se representan las distintas OR obtenidas tras las
comparaciones efectuadas entre enfermos y controles en funcion de la presencia o no de

los dos alelos de susceptibilidad:

e Individuos 1501" y -376A" ™ 7% en EM vs 1% en CON, p=0.0005; OR=5.77

e Individuos 1501" y -376A" ™ 25% en EM vs 17% en CON, p=0.01; OR=1.65

e Individuos 1501" y -376A" ™ 10% en EM vs 8% en CON, p=0.32; OR=1.34

e Individuos 1501 y -376A" ™ 58% en EM vs 74% en CON, p=0.00005; OR=0.48

OR

6

5

4 . -
[11501/-376A

3 01501 /-376A"
E1501"/-376A

2 M 1501*/-376A"

1

0 0.48

EM/CONTROLES
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Como se aprecia en la columna roja, los sujetos que presentaban los dos alelos
asociados a la enfermedad: DRB1*1501 y -376A tenian mucha mas susceptibilidad

(OR=5.77) a padecer EM que los sujetos con sélo un alelo, el otro, 0 ninguno de los dos.

4 ESTUDIO DEL POLIMORFISMO -376A Y LA FORMA PRIMARIA-PROGRESIVA

Por otra parte, pensamos que podiamos utilizar el elevado nimero de muestras de
pacientes con Primaria-Progresiva procedentes de Barcelona (n=100) para averiguar si
este alelo del promotor del gen TNFA se asociaba también a la forma minoritaria de la

enfermedad. La distribucién de la adenina en los enfermos EM-PP y sus controles fue:

EM-PP (n=100) CON (n=101)

-376A 16 (16%)® 6 (6%)

Como se aprecia en esta tabla:
a.

el alelo -376A también estaba aumentado significativamente en estos

pacientes con Primaria-Progresiva (16% frente a 6%, p=0.024; OR=2.98).

Ademads, observamos que este incremento obtenido fue mas relevante cuando
estudiamos la distribucion de la “A” entre afectos y controles que no tuvieran el

DRB1*1501:

EM-PP 1501° (n=62) CON 1501 (n=89)

-376A 14 (23%)® 6 (7%)

& la significacion estadistica encontrada aumenté considerablemente al
comparar el 23% de los enfermos EM-PP DRB1*1501 negativos con el 7% de

controles DRB1*1501 negativos (p=0.003; OR=4.61).

V.A.2.a.i.2. ESTUDIO FAMILIAR

El estudio TDT de las 63 familias de esclerosis multiple permiti6 obtener las

siguientes conclusiones:
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e |os alelos con adenina o guanina de las tres posiciones polimorficas del promotor del
gen TNFA: -238, -308 y -376 aparecian solamente formando cuatro combinaciones
o haplotipos de los ocho posibles. Este hecho también se comprobd cuando
estudiamos otras familias de otras enfermedades como el déficit de inmunoglobulina A
y la enfermedad celiaca. Los haplotipos existentes en nuestra poblacion eran los

siguientes:

-238 -308 -376

O>>r>0
>000
Orow

e ademas, observamos que siempre que un individuo presentaba una adenina en la
posicion -376 también tenia una adenina en la posicion -238. Sin embargo, esto
no sucedia al contrario, podian existir haplotipos con adenina en -238 y no en -376.

e comprobamos que el fuerte desequilibrio de ligamiento existente entre el -376A vy el
HLA-DR3, determinado en la pagina 94 de Resultados, se corroboraba aqui también;
del total de haplotipos TNF-376A (n=15), 11 llevaban también HLA-DR3.

e como en el total de los enfermos de EM, el DRB1*1501 es mas frecuente (35%) que
la -376A del promotor (17%), el andlisis de transmision de este ultimo alelo fue
realizado eliminando el posible efecto distorsionador que producia el
DRB1*1501. Para ello, sélo aplicamos este test a los padres heterocigotos que
presentaban en un haplotipo el alelo -376A y que en el otro, no llevaban el
DRB1*1501. Bajo estas condiciones, este estudio TDT determiné que solo 12
progenitores llevaban el -376A sin el DRB1*1501 en el otro haplotipo y, de estos
12, en 7 ocasiones se transmitia la “A” y 5 no. A pesar de que la estadistica no fue
significativa (7 vs 5), observamos que este resultado era compatible con nuestra

hipotesis de partida.

V.A.2.a.ii. MICROSATELITES EN LA REGION DEL TNF

En esta tesis hemos estudiado 5 microsatélites cercanos al locus del TNF. El

namero de alelos observados para cada uno de ellos fue el siguiente: TNFa (13 alelos),



Resultados 99

TNFb (7 alelos), TNFc (2 alelos), TNFd (5 alelos) y TNFe (3 alelos). Las hipotéticas
combinaciones que forman estos marcadores son multiples, sin embargo, sélo un nimero
determinado de haplotipos estan, de hecho, presentes en nuestra poblacidn. De todos los
hallados, aquéllos cuya frecuencia, tanto en el grupo enfermo como en el control, era

inferior al 3% no fueron estudiados.

V.A.2.a.ii.1. ESTUDIO CASO-CONTROL

La distribucién fenotipica de los haplotipos TNFabcde en el total de los pacientes

de esclerosis multiple (n=288) y de los sujetos sanos (n=354) se indica en la siguiente

tabla:

Haplotipos TNFabcde EM (n=288) CON (n=354)
alb5c2d4e3 50 (17%)2 30 (8%)
a2blc2d4el 58 (20%) 65 (18%)
a2b3cldie3 36 (13%) 43 (12%)
a2b5c2d4e3 8 (3%) 23 (6%)
a4b5c1d3e3 24 (8%) 23 (6.5%)
abb5c1d3e3 46 (16%) 64 (18%)
a7b4cld3e3 36 (13%)° 68 (19%)

10ba c1d3e3 45 (16%) 73 (21%)

cld4e3 20 (7%) 30 (8%)
allb4cld3e3 82 (28%)° 76 (21%)
al3b4cld5e3 18 (6%) 25 (7%)

Estos datos reflejaron que:

e 2 el incremento del alb5c2d4e3 era estadisticamente significativo en los
pacientes de EM con respecto a los controles (17% frente a 8%,
p=0.0007Ap.=0.008; OR=2.27).

e P: el haplotipo a7b4cld3e3 estaba disminuido significativamente en los
enfermos aunque esta significacion estadistica no admitia la correccion de
Bonferroni (13% en afectos de EM versus 19% en sujetos sanos,

p=0.02Ap.=ns; OR=0.60).
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e °: el aumento significativo del allb4cld3e3 tampoco se mantenia tras

multiplicar por el nUmero de comparaciones efectuadas (28% en los pacientes
de esclerosis multiple frente a 21% en los individuos control, p=0.04Ap.=ns;
OR=1.46).

Una vez halladas las asociaciones genéticas de estos tres haplotipos con la
esclerosis multiple tratamos de averiguar si éstas eran primarias (efecto por si mismo,
independiente de otros marcadores estudiados) o secundarias (debido a desequilibrios

de ligamiento con otros genes) a la enfermedad:

4 alb5c2d4e3

El estudio de este haplotipo en la poblacion control determind que existia un
fuerte desequilibrio de ligamiento entre el alelo -376A del promotor del gen TNFA y
el TNFalb5c2d4e3. En el conjunto de individuos que presentaban la adenina (n=29),
la proporcion de este TNFalb5c2d4e3 era mucho mayor (n=26) que dentro de los
individuos que carecian de ella (n=303), en los que el alb5c2d4e3 se encontraba
Unicamente en 1 sano (p<10°?Ap.<10®; RR=97.7). Este enorme desequilibrio permitié
explicar que el aumento de dicho haplotipo en los enfermos era debido al aumento del
-376A en la enfermedad y, como ambos aparecian casi siempre juntos formando parte del
mismo haplotipo, consideramos estos marcadores como marcadores equivalentes. En
este sentido, el estudio detallado y minucioso de la combinacion alélica alb5c2d4e3 no

fue necesario realizarlo.

4 a7b4c1d3e3

Como en el caso anterior, para determinar el tipo de asociacién que existia entre
este TNFabcde y la enfermedad, estudiamos a los controles y observamos que también
en ellos el TNFa7b4cl1d3e3 se encontraba en desequilibrio de ligamiento con un
alelo de la molécula HLA-DR de clase Il, HLA-DR7. De los 64 sujetos con a7b4cld3e3,
45 llevaban el HLA-DR7; en cambio, de los 278 individuos sin a7b4cl1d3e3, s6lo 47
presentaban el HLA-DR7 (p<10'Ap.<107°; RR=6.4). Es decir, la ligera disminucién de
esta combinacién haplotipica en los individuos con esclerosis multiple era probablemente

secundaria a la pequefa reduccidn del HLA-DR7 existente también en esta enfermedad.
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4 allb4c1d3e3

El haplotipo TNFallb4c1d3e3, como en los dos casos anteriores, se encontraba en
desequilibrio de ligamiento con el alelo de clase Il HLA-DRB1*1501. De los 64
controles DRB1*1501 positivos, 42 llevaban el TNFallb4cld3e3; mientras que, de los
280 individuos DRB1*1501 negativos, Unicamente 32 personas presentaban allb4cld3e
(p<10® Ap<10™'%; RR=5.7).

Dado que el HLA-DRB1*1501 y el allb4cld3e3 estaban asociados a la
enfermedad y, como acabamos de ver, los dos alelos estdn en desequilibrio de
ligamiento, pudimos deducir que ambos formaban parte del mismo haplotipo. De hecho,
existe un haplotipo ancestral, llamado HA 7.1, que los contiene. Para determinar si la
contribucion de uno era independiente o aditiva a la contribucion del otro en la patologia,

realizamos el siguiente analisis:

e EFECTO INDEPENDIENTE:

a) del HLA-DRB1*1501 con respecto al al1b4c1d3e3 (ny=sujetos allb4cld3e3"):
47 de 205 (23%) enfermos DRB1*1501 sin allb4cld3e3 versus 22 de 266
(8%) controles DRB1*1501 sin allb4cl1d3e3, p=0.000008; OR=3.30.

b) del al1b4c1d3e3 con respecto al HLA-DRB1*1501 (ny=sujetos DRB1*1501°):
35 de 193 (18%) de enfermos allb4cld3e3 sin DRB1*1501 versus 32 de 276
(11%) de controles allb4cl1d3e3 sin DRB1*1501, p=0.04; OR=1.69.

Como indican los valores significativos de ambas p, los dos marcadores,

independientemente el uno del otro, se asociaban a la EM.

e EFECTO ADITIVO:

a) del HLA-DRB1*1501 sobre el allb4c1d3e3 (nw=sujetos allb4cld3e3™):
46 de 81 (57%) de enfermos DRB1*1501 con allb4cld3e3 frente a 42 de 74
(57%) de controles DRB1*1501 con allb4c1d3e3, p=0.9; OR=1.
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Esta no significacion estadistica reveld que el DRB1*1501 no otorgaba mas

susceptibilidad a los individuos allb4c1d3e3™.

b) del allb4c1d3e3 sobre el HLA-DRB1*1501 (Nypm=sujetos DRB1*1501™):
46 de 93 (49%) de enfermos allb4c1ld3e3 con DRB1*1501 versus 42 de 64
(66%) de controles allb4cld3e3 con DRB1*1501, p=0.04; OR=0.51.

Este resultado significativo indicé que el allb4c1d3e3 disminuia la susceptibilidad
(OR<1) conferida por el DRB1*1501.

Para observar mas claramente los efectos de estas dos asociaciones, HLA-
DRB1*1501 y allb4cld3e3, a continuacion, representamos graficamente los valores de
las odds ratios obtenidas tras las comparaciones realizadas en enfermos y controles en

funcion de la presencia o no de los mismos:

e Individuos 1501" y allb4c1d3e3™ ™ 16% en EM vs 12% en CON, p=0.18; OR=1.36

e Individuos 1501" y allb4cld3e3" ™ 16% en EM vs 6% en CON, p=0.00007;
OR=2.84

e Individuos 1501 y allb4cld3e3™ ™ 12% en EM vs 9% en CON, p=0.25; OR=1.34

e Individuos 1501 y allb4cld3e3”™ ™ 55% en EM vs 71% en CON, p=0.00001;
OR=0.49

OR

0 1501-/allb4cld3e3-

0 1501-/al1lb4cld3e3+
@ 1501+/allb4cld3e3-
B 1501+/allb4cld3e3+

0.49

EM/CONTROLES
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Como representa la columna roja, los individuos con DRB1*1501 vy
TNFallb4c1ld3e3 presentaban mucha menos susceptibilidad (OR=1.36) a padecer
la enfermedad que aquellos sujetos que sélo tenian el DRB1*1501 (OR=2.84) e igual

susceptibilidad que aquéllos que sélo tenian el haplotipo TNFallb4cld3e3 (OR=1.34).

4 ESTUDIO DEL HAPLOTIPO HLA-DRB1*1501/TNFallb4c1d3e3 Y LA FORMA PRIMARIA-
PROGRESIVA

Dado el pequefio niamero de pacientes EM-PP (n=39) con el que contabamos,
resulté dificil determinar si la disminucion de susceptibilidad existente en los individuos
con el haplotipo HLA-DRB1*1501/TNFallb4cld3e3 ocurria también en dicha forma
clinica. Con este propésito, analizamos las 100 Primarias Progresivas procedentes de
Barcelona y sus correspondientes controles (n=101). Los resultados obtenidos mostraron

que:

1- también en estos individuos EM-PP DRB1*1501, la proporcién del
haplotipo TNFallb4c1d3e3 era menor que en los controles DRB1*1501:
46% en enfermos versus 75% en controles, p=0.08; OR=0.28.

2- en los sujetos que no presentaban este TNFabcde (*1501 % allb4c1d3e3)
la susceptibilidad conferida por el DRB1*1501 aumentaba considerablemente
(19% en pacientes frente a 3% en sanos, p=0.0003; OR=7.66) con respecto a
las personas *1501%allb4c1d3e3™ (16% vs 9%, p=0.92; OR=1.95).

V.A.2.a.ii.2. ESTUDIO FAMILIAR

El andlisis TDT realizado en las 63 familias de esclerosis multiple se representa en

la siguiente tabla:

Haplotipos Individuos Homocigotos T NT p
DRB1*1501 (n=33) 5 17 6 0.017
allb4cld3e3™* (n=18) 0 10 8 ns
DRB1*1501
allb4c1d3e3  (n=15) 1 11 2 0.01
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Estos datos indicaron que:

e existia una diferencia significativa en la transmisién de los haplotipos
DRB1*1501 a los hijos enfermos: 17T versus 6NT (p=0.017), estudio ya
realizado en la pagina 92 de Resultados.

e ¢l DRB1*1501 se transmitia menos a los hijos enfermos (10T vs 8NT)
cuando iba acomparfiado de los microsatélites TNFallb4c1d3e3 (p=ns) y
mas cuando el DRB1*1501 no llevaba dicho TNFabcde (p=0.01).

Para reforzar esta idea, quisimos estudiar en los 5 individuos homocigotos para el
DRB1*1501 y excluidos del TDT, qué se transmitia preferentemente a los hijos con
esclerosis multiple cuando se enfrentaba un haplotipo DRB1*1501/TNFallb4c1d3e3 con
otro haplotipo DRB1*1501 pero con un TNFabcde diferente. De los 5:

| 1 no presentaba el allb4cld3e3 en ninguno de sus haplotipos, materno o
paterno, por lo que no fue considerado en el estudio.
| y en los otros 4 sujetos, que si cumplian este requisito observamos que:

e ningun haplotipo *1501/allb4c1d3e3 se transmitia y, en cambio,

e 4 eran los haplotipos transmitidos cuando el DRB1*1501 se encontraba

junto con otra combinacion TNFabcde diferente (p=0.07).

Sabiendo que el HLA-DRB1*1501 y el TNFallb4c1d3e3 forman parte del
haplotipo ancestral 7.1, quisimos determinar qué hipotético gen o genes de
resistencia existian en este cromosoma que disminuia la susceptibilidad a padecer

esclerosis multiple.

V.A.2.b. GEN IKBL

Nuestra busqueda comenzdé por el gen del inhibidor x B-like (IkBL) ya que
recientemente un equipo australiano describi6 que en este HA 7.1 y, concretamente

dentro de este locus, existia un marcador haploespecifico. Se trataba de un
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polimorfismo situado en la posicion +738 y caracterizado por la sustitucion de una Timina

(T) por una Citosina (C).

4 ESTUDIO CASO-CONTROL Y FAMILIAR

Como cabia esperar, el alelo HLA-DRB1*1501, Ilos microsatélites
TNFallb4cld3e3 y la citosina se encontraban en desequilibrio de ligamiento
formando parte del mismo haplotipo (el HA 7.1). De 40 controles con DRB1*1501 y con
dicho TNFallb4cld3e3, 13 presentaban la “C”; en cambio, de 255 controles sin *1501 o
sin este TNFabcde, 7 individuos llevaban la mutacion (p<10'Ap.<10°; RR=11.84).

Con el fin de determinar si este polimorfismo en cuestion contribuia en la
disminucion de la susceptibilidad a padecer la enfermedad, estudiamos dentro de los
individuos enfermos y sanos DRB1*1501 la distribucion del haplotipo 7.1 con la timina y

la citosina:

EM (n=93) CON(n=55) p OR

34 (36%) 27 (50%)  0.13 0.60
DRB1*1501/al11b4cld3e3/

C 12 (13%) 13 (24%)  0.10 0.48

Los resultados no significativos obtenidos tras este analisis indicaron que la
menor susceptibilidad otorgada por el haplotipo ancestral 7.1 (con respecto a la
conferida por el DRB1*1501) era la misma independientemente de la presencia de la

Timina (OR=0.60) o la Citosina (OR=0.48).

Por otro lado, si realmente la mutacion en +738 proporcionara resistencia, cabria
esperar que en ausencia del alelo de susceptibilidad, DRB1*1501, la citosina tuviera
también un papel protector. Para estudiar este efecto, comparamos los pacientes y los
controles DRB1*1501 negativos con la “C”, y observamos que no habia diferencia
significativa entre ambos grupos: 4% individuos EM DRB1*1501'+738C frente a 3%
controles DRB1*1501'+738C, p=0.48; OR=1.45. Es decir, no solo la “C” era poco

frecuente en enfermos sino que ademas se encontraba ligeramente aumentada (OR>1).
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Cuando realizamos el estudio TDT con las 63 familias de esclerosis multiple, no
obtuvimos resultados concluyentes porque el nimero de haplotipos
DRB1*1501/a11b4c1d3e3/+738(C/T) procedentes de padres heterocigotos era
pequefio y no representativo. Con la “C”: 2 transmitidos vs 4 no transmitidos, y con la

“T”: 8 versus 4.

4 ESTUDIO DEL HAPLOTIPO HLA-DRB1*1501/TNFallb4c1d3e3/+738C Y LA FORMA
PRIMARIA-PROGRESIVA

A pesar de que no obtuvimos resultados significativos en el analisis del alelo
+738C, quisimos comprobar si su presencia en el haplotipo 7.1 proporcionaba menos
susceptibilidad en los afectos con Primaria-Progresiva. Para estudiar la distribucion de
esta combinacién haplotipica utilizamos la muestra adicional de pacientes EM-PP (n=100)
y sus correspondientes controles (n=101) procedentes de Barcelona. NOTA: Los
porcentajes estan referidos al total de DRB1*1501.

e DRB1*1501/TNFallb4c1d3e3/+738T: 28% en EM-PP vs 50% en sanos,

p=0.15; OR=0.40.

e DRB1*1501/TNFallb4c1d3e3/+738C: 17% en EM-PP vs 25% en sanos,

p=0.4; OR=0.62

A pesar de que los valores de la p no fueron significativos, las odds ratios <1
indicaron que la pequefia susceptibilidad proporcionada por el haplotipo

DRB1*1501/TNFallb4cl1d3e3 no dependia de la existencia de la “T” o la “C".

V.A.3. OTROS MICROSATELITES EN CLASE | Y IIl PRESENTES EN EL HAPLOTIPO
ANCESTRAL 7.1

Siguiendo con la hip6tesis de que en el haplotipo 7.1 existia un supuesto gen o
genes de proteccion y visto que no era el locus IKBL, nuestro estudio continué en su

busqueda utilizando la técnica del mapeo de microsatélites.
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Por orden centromeroatelémero, los microsatélites investigados en el complejo
mayor de histocompatibilidad (ademas del TNFabcde, ya explicado en la pagina 98 de
Resultados) y el nimero de alelos observados para cada uno de ellos fue el siguiente:

e Enclase Ill: D6S273 (7 alelos), BAT2 (13 alelos).

e En la frontera de clase Il con clase I: MICA (5 alelos).

e Enclase |I: D6S2223 (4 alelos).

El HA 7.1 esta constituido por los siguientes alelos:

DRB1 D6S273 BAT2 TNFabcde IKBL MICA D6S2223

7.1  *1501 5 3 allb4cld3e3 C/T 5.1 2

n ESTUDIO CASO-CONTROL Y FAMILIAR

Con respecto al conjunto de los individuos que presentaban el alelo de
susceptibilidad DRB1*1501, esta combinacion haplotipica aparecio en el 22% (24 de 107)
de los enfermos de esclerosis mdltiple y en el 33 % (23 de 69) de los sujetos sanos. A
pesar de que el andlisis estadistico no ofrecié resultados significativos (p=0.11; OR=0.58)
observamos que:

o efectivamente existia una disminucidén de la frecuencia del HA 7.1 (33%

CONA22% EM).
e Vy que la odds ratio, al ser menor que 1 (OR=0.58), indicaba menor

susceptibilidad.

Por otro lado, cuando comparamos esta odds ratio con la obtenida en el analisis
del DRB1*1501/allb4c1d3e3 (OR=0.51, pagina 102 de Resultados), observamos que
ambas eran muy similares. En este sentido, se detectdé que existia la misma poca
susceptibilidad en los individuos que presentaban todos los marcadores del

haplotipo 7.1 que en aquéllos que soélo tenian DRB1*1501/TNFallb4c1d3e3.

Para finalizar, los datos con los que contaba en este estudio caso-control y que
aqui presentamos Nno nos permitieron descartar si la disminucién de

susceptibilidad otorgada por el DRB1*1501 junto con el allb4cl1d3e3 ocurria



Resultados 108

también en trans, esto es, cuando ambos marcadores no formaban parte del mismo
haplotipo. Para comprobar este fendmeno utilizamos las familias de los enfermos. El
estudio TDT consistié en detectar si, este TNFabcde solo, se transmitia menos a los hijos
gue presentaban por parte del otro progenitor el alelo de susceptibilidad, DRB1*1501. Los
resultados obtenidos mostraron que esta situacion solamente ocurria una vez y que en
dicha ocasion el TNFallb4cld3e3 era transmitido por la madre al hijo DRB1*1501.
Aunque este dato indicé que no se disminuia la susceptibilidad cuando ambos marcadores
estaban en trans, el andlisis tendra que ser corroborado con un mayor nimero de familias

de EM.

V.B. ESTUDIO GENETICO FUERA DEL MHC

V.B.1. GEN DE LA INTERLEUCINA-10

En esta tesis hemos estudiado las siguientes regiones variables o polimérficas
en el gen de la IL-10:
- Dos zonas de DNA altamente repetitivo (microsatélites): I1L-10R e IL-10G.

- Tres mutaciones puntuales en el promotor de dicho gen: -1082, -819, y -592.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la asociacion existente entre
alguno (o algunos) de estos polimorfismos y la susceptibilidad a padecer esclerosis
multiple. Como en los estudios anteriores, esta medicién se realizd, por un lado, con el
andlisis caso-control y, por otro, con el estudio familiar.

V.B.1.a. MICROSATELITES IL-10R E IL-10G

V.B.1l.a.i. ESTUDIO CASO-CONTROL

En una primera fase del estudio, comparamos la distribucion fenotipica de los

alelos de cada uno de estos dos microsatélites en nuestra poblacién enferma (n=300) con
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respecto a la poblacion control (n=357). Los resultados obtenidos se indican a

continuacion en la siguiente tabla:

Frecuencia fenotipica EM (n=300) CON (n=357)

IL-10R
2 283 (94%) 342 (96%)
3 112 (33%) 121 (34%)
4 6 (2%) 13 (4%)

IL-10G
7 16 (5%) 10 (3%)
8 24 (8%) 19 (5%)
9 174 (58%) 190 (53%)
10 38 (13%) 51 (14%)
11 51 (16%)% 87 (24%)
12 50 (16%)" 33 (9%)
13 119 (40%) 167 (47%)
14 62 (21%) 54 (15%)
15 6 (2%) 10 (3%)

Estos datos demostraron que:

los alelos IL-10R2, IL-10G9 e IL-10G13 eran los méas frecuentes en
nuestra poblacion. En cambio, el IL-10R1 y los alelos IL-10G1-G6 eran
extremadamente raros.

ninguno de los alelos del microsatélite 1L-10R presentaba una frecuencia
estadisticamente diferente cuando comparamos los pacientes con los
sanos.

% el alelo IL-10G11 estaba disminuido significativamente en enfermos,
aunque el valor de la p no soportaba la correccion de Bonferroni (16% frente a
24%, p=0.02Ap.=ns; OR=0.64).

b

: el incremento del 1L-10G12 era significativo en los sujetos con esta

patologia (16% en EM versus 9% en sanos, p=0.0043Ap.=0.038; OR=1.96).

En una segunda fase del estudio, establecimos la hip6tesis de que los loci (HLA e

IL-10), pertenecientes a cromosomas diferentes, pudieran actuar conjuntamente en la
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susceptibilidad a padecer la enfermedad. Dado que la mayor asociacion encontrada con
los polimorfismos del microsatélite 1L-10G fue con el alelo G12, decidimos examinar si
éste presentaba una distribucion diferente en los distintos grupos de enfermos. Las
frecuencias de dicho alelo en funcion de la presencia o no del HLA-DRB1*1501, del sexo y

de la forma clinica de la enfermedad son:

1501* 1501° Varones Mujeres EM-PP EM-RR
(n=102) (n=192) (n=95) (N=194) (n=39) (n=261)

Alelo IL-10G12 19 (19%) 30 (16%) 18 (19%) 32 (16%) 7 (18%) 44 (17%)

Como se observa en esta tabla, el alelo 12 del microsatélite 1L-10G se asociaba

por igual a las dos formas clinicas, el sexo y el HLA.

Aprovechando la disponibilidad de las 100 EM-PP de Barcelona, realizamos un
estudio caso-control con sus respectivos controles para analizar la distribucion de estos

dos microsatélites y tratar de confirmar asi las asociaciones encontradas anteriormente:

Frecuencia fenotipica EM-PP (n=100) CON (n=101)

IL-10R
2 93 (93%) 94 (94%)
3 41 (41%) 33 (33%)
4 2 (2%) 3 (3%)

IL-10G
7 4 (4%) 4 (4%)
8 5 (5%) 5 (5%)
9 59 (59%) 62 (62%)
10 18 (18%) 12 (12%)
11 21 (21%) 27 (27%)
12 14 (14%) 11 (11%)
13 40 (40%) 45 (45%)
14 19 (19%) 17 (17%)
15 3 (3%) 1 (1%)
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Aunqgue los datos no fueron significativos, también observamos en estos pacientes
EM-PP una ligera disminucién del alelo IL-10G11 (21% vs 27%) y un
pequefio aumento del IL-10G12 (14% vs 11%).

V.B.1.a.ii. ESTUDIO FAMILIAR

El analisis de transmision de los alelos de los dos microsatélites fue el siguiente:

Alelos  Transmitido No Transmitido

IL-10R
2 18 17
3 16 16
4 1 2

IL-10G
7 3 5
8 5 3
9 35° 21
10 5 5
11 5 11
12 14 11
13 12 15
14 6 15
15 1 2

La interpretacion de estos datos fue la siguiente:

- no se transmitian preferentemente ninguno de los alelos del microsatélite
IL-10R.

- mientras que, en el estudio caso-control obtuvimos resultados significativos
en las distribuciones del I1L-10G11 (p.=ns) e IL-10G12, en el estudio
familiar no observamos sus transmisiones distintas a las esperables
segln las leyes de Mendel.

- por otro lado, los alelos IL-10G9 e IL-10G14, que no se distribuian
diferentemente en enfermos con respecto a controles, con el estudio familiar si

apreciamos un ligero aumento de transmisién del primero (*:
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p=0.04Ap.=ns) y una disminucién del segundo (°: p=0.039Ap.=ns). Una vez

mas, los valores de la p se perdian tras la correccion de Bonferroni.

V.B.1.b. POLIMORFISMOS EN EL PROMOTOR DEL GEN DE LA IL-10: -1082 -819, -592

Cada una de estas tres posiciones polimérficas se caracterizan por presentar los

siguientes nucleétidos:
4 -1082: una Guanina o una Adenina.
4 -819: una Citosina o una Timina.

4 -592: una Citosina o una Adenina.

V.B.1.b.i. ESTUDIO CASO-CONTROL

En la siguiente tabla se muestran los datos desglosados por las distintas variantes

alélicas de cada una de las posiciones del promotor. NOTA: En base a que esta descrito

en la literatura, se ha supuesto que todos los individuos que presentan una C en la

posicion -819 tienen también una C en -592; lo mismo ocurre con la pareja -819T/-592A

(ver detalles de la técnica en Materiales y Métodos, pagina 79).

Alelos EM (n=272) CON (n=333)
-1082A 222 (82%) 271 (81%)
-1082G 174 (64%) 211 (63%)

-819C/-592C 255 (94%)

308 (92%)

-819T/-592A 136 (50%)

143 (43%)

El andlisis estadistico no detect6 diferencias significativas en la distribucién de

cada uno de los alelos de los tres polimorfismos cuando comparamos enfermos de

esclerosis multiple con individuos sanos.

Ademas, el estudio comparativo efectuado en una muestra adicional de pacientes

con Primaria-Progresiva procedentes de Barcelona y sus controles sanos, permitid

corroborar lo obtenido anteriormente:
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Alelos EM-PP (n=100) CON (n=101)

-1082A 83 (83%) 82 (82%)

-1082G 68 (68%) 61 (61%)
-819C/-592C 93 (93%) 93 (93%)
-819T/-592A 47 (47%) 46 (46%)

Como se observa, tampoco obtuvimos resultados significativos con el analisis

de las variantes alélicas del promotor del gen de la IL-10 en estos pacientes EM-

PP.

Gracias a la técnica de la PCR especifica de alelo (explicada en la pagina 80 de

Materiales y Métodos), determinamos qué polimorfismos se encontraban fisicamente en el

mismo cromosoma y por tanto qué haplotipos eran los que formaban. A continuacion,

representamos las combinaciones y sus frecuencias en nuestra poblacion:

Haplotipo
-1082 -819 -592

EM (n=272)

CON (n=333)

ACC 142 (52%) 185 (56%)
ATA 136 (50%) 143 (43%)
GCe 174 (64%) 211 (63%)

Esta investigacién revel6 que no diferia la distribucion de los haplotipos en

enfermos y controles.

Una vez mas, contamos con las 100 muestras de EM-PP (Barcelona) para

confirmar si la no asociacion encontrada de ninguno de los haplotipos del promotor en la

enfermedad se mantenia también en esta forma clinica.

Haplotipo
EM-PP (n=100) CON (n=101)
-1082 -819 -592
ACC 56 (56%) 57 (57%)
ATA 47 (47%) 46 (46%)
GCC 68 (68%) 61 (61%)
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Efectivamente, como antes, no hallamos diferencias estadisticamente

significativas en los enfermos EM-PP con respecto a los controles.

V.B.1.b.ii. ESTUDIO FAMILIAR

En el analisis TDT de las 63 familias de esclerosis mdultiple encontramos los

mismos tres haplotipos que en el estudio caso-control. Su distribucion en transmitidos y

no transmitidos se indica a continuacion:

Haplotipo
-1082 -819 -592

Transmitido

No Transmitido

GCC 22 20
ATA 322 19
ACC 18° 33

Las conclusiones obtenidas fueron las siguientes:

- la segregaciéon Mendeliana permiti6 comprobar que no existia ningun alelo
nulo y, por tanto, que los haplotipos hallados en nuestra poblacion
espafiola eran los tres descritos en la literatura.

- apreciamos un pequefio exceso de transmision de la combinacion ATA (%
p=0.047Ap.=ns) y una disminucién de la transmisién del haplotipo ACC (°:
p=0.025Ap.=ns). Ambos valores de la p perdian su significacion estadistica
cuando se corregian por el nimero de comparaciones efectuadas o correccion

de Bonferroni.

V.B.1.c. MICROSATELITES Y PROMOTOR DE LA IL-10

El estudio de las familias de esclerosis multiple y nuestro método de tipaje
mediante la técnica de la PCR especifica de alelo nos permitié asimismo establecer
haplotipos extendidos que incluian tanto al microsatélite IL-10G como a las

posiciones polimdrficas del promotor. Las asociaciones encontradas tras el

haplotipaje de 240 pacientes y 357 controles fueron las siguientes:
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n ESTUDIO CASO-CONTROL Y FAMILIAR

4 COMBINACION IL-10R O IL-10G CON EL PROMOTOR:

1- IL-G12 y ACC o GCC
El IL-10G12, que en el estudio caso-control fue el Unico alelo asociado a la
enfermedad, se encontraba mayoritariamente formando haplotipo con los promotores
ACC y GCC. Sélo en dos individuos sanos hallamos este microsatélite con la
combinacion ATA. Cuando estudiamos la distribucion de estos haplotipos en la
poblacién enferma y sana obtuvimos los siguientes resultados:
IL-10G12/ACC: 12% en EM frente a 5.6% en controles, p=0.008; OR=2.23.
IL-10G12/GCC: 5% en EM frente a 3% en controles, p=0.23; OR=1.66.

El analisis familiar permitié corroborar lo obtenido en el estudio caso-control. La
combinacion IL-10G12/ACC se transmitid preferentemente a los hijos enfermos
(12 vs 9) mientras que con el haplotipo IL-10G12/GCC ocurrid lo contrario (1

transmitido frente a 3 no transmitidos).

2- IL-10R3y GCC

El alelo IL-10R3 se encontraba en un fuerte desequilibrio de ligamiento con el
promotor GCC ya que el 85% de los haplotipos IL-10R3" y el 31% de los haplotipos
IL-10R3" presentaban esta combinacion nucleotidica (p<10’; RR=1.9). Este resultado

también se confirmd en los controles de Barcelona.

3- Los microsatélites I1L-10G7A10 se asociaban tanto a GCC como a ATA, y sélo

raramente a ACC.

4- Los microsatélites I1L-10G11A15 se asociaban tanto a GCC como a ACC, y sélo

raramente a ATA.

5- Tanto en los pacientes EM-PP de Barcelona como en sus sujetos sanos

corroboramos los puntos 2-, 3- y 4- pero no confirmamos el 1-.
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4 COMBINACION IL-10R Y IL-10G CON EL PROMOTOR:

1- El estudio del haplotipo extendido formado por los microsatélites I1L-10R e IL-

10G vy las tres posiciones del promotor so6lo se pudo realizar mediante el
analisis de segregacion Mendeliana en las familias de esclerosis mdltiple. Las

combinaciones mas frecuentes fueron:

Haplotipo Frecuencia
. Transmitido  No Transmitido p
IL-10R/1L-10G/PROM Haplotipica (26)
IL-10R2/1L-10G9/ATA 21% 27 14 0.03
IL-10R2/1L-10G13/ACC 11% 8 11 ns
IL-10R3/1L-10G9/GCC 11% 11 8 ns

Considerando estos datos, el haplotipo mas abundante y que presentaba una

diferencia significativa en su transmision fue el formado por:

10G9/ATA (p=0.03Ap.=ns).

IL-10R2/IL-

2- Es de destacar que, de los haplotipos extendidos que presentaban el promotor
IL-10G12 (IL-10R2/IL-

ACC, precisamente el

10G12/ACC) se transmitia preferentemente a los hijos enfermos (12T vs 9NT).

V.B.2. GEN IL1RN

Unico que incluia al

alelo

En 1993, un equipo de investigacién inglés descubrié que el intrén 2 del gen del

IL-1Ra era polimorfico por presentar un ndmero variable de repeticiones en tandem

(VNTR) de una secuencia de 86 pares de bases (pb). Se conocen cinco alelos y se ha

descrito que en esta regién se encuentran tres sitios de union a proteinas que podrian

presentar un significado funcional dependiendo de las copias presentes en un individuo.

V.B.2.a. ESTUDIO CASO-CONTROL

Dado que existen investigaciones preliminares que indican una asociacion entre el

IL-1Ra (concretamente el alelo 2) y la forma clinica Remitente-Recurrente, el sexo o el
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HLA, consideramos importante estratificar nuestro estudio de acuerdo con estos grupos.
En este sentido, realizamos el siguiente analisis fenotipico y genotipico de los cinco alelos
del IL-1Ra:

a) FRECUENCIAS FENOTIPICAS:

Frecuencia Fenotipica EM EM-RR EM-PP MUJERES EM HOMBRES EM CON
IL-1Ra (n=315) (n=251) (n=42) (n=201) (n=102) (n=371)
1 290 (92%) 227 (90%) 42 (100%) 183 (91%) 96 (94%) 340 (92%)
2 146 (46%) 124 (49%) 17 (40%) 96 (48%) 47 (46%) 162 (44%)
3 6 (2%) 5 (2%) 0 (0%) 3 (1%) 3 (3%) 11 (3%)
4 6 (2%) 4 (2%) 0 (0%) 2 (1%) 3 (3%) 5 (1%)
5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (0.5%)

Realizada la estadistica pertinente, no encontramos diferencias significativas
en la distribucion alélica del antagonista del receptor de la interleucina-1 cuando
comparamos:

- el total de enfermos de esclerosis multiple con controles.

- cada forma clinica, RR y PP, con controles.

-y cada sexo con controles.

b) FRECUENCIAS GENOTIPICAS
Dado que el alelo 1 del IL-1Ra estaba presente en practicamente la totalidad de la
poblacion, consideramos conveniente estudiar las combinaciones genotipicas

formadas por estos cinco alelos:

Frecuencia Genotipica EM EM RR EM PP MUJERES EM HOMBRES EM CON
IL-1Ra (n=315) (n=251) (n=42) (n=201) (n=102) (n=371)
1,1 159 (50%) 120 (48%) 25 (60%) 101 (50%) 50 (49%) 193 (52%)
1,2 121 (38%) 100 (40%) 17 (40%) 78 (39%) 41 (40%) 131 (35%)
1,3 4 (1%) 3 (1%) 0 (0%) 2 (1%) 2 (2%) 10 (3%)
1,4 6 (2%) 4(1.5%) 0 (0%) 2 (1%) 3 (3%) 4 (1%)
1,5 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (0%)

2,2 23 (7%)  22(9%) 0 (0%) 17 (8%) 5 (5%) 29 (8%)
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Como se observa en esta

tabla tampoco encontramos diferencias

estadisticamente significativas cuando comparamos las frecuencias genotipicas

de:

- el total de enfermos de esclerosis mdltiple con controles.

- cada forma clinica, RR y PP, con controles.

-y cada sexo con controles.

A continuacién, planteamos la hipotesis, al igual que hicimos en la investigacién

del gen de la IL-10, de que ambos loci, HLA e IL-1RN, situados en distintos

cromosomas, pudieran contribuir conjuntamente en la susceptibilidad a padecer la

enfermedad. Para determinar si tal asociacion existia, estratificamos nuestra poblacién

enferma y sana por el alelo de susceptibilidad HLA-DRB1*1501:

Frecuencia Fenotipica EM *1501* CON *1501*
IL-1Ra (n=105) (n=65)
1 97 (92%) 58 (89%)
2 55 (52%) 29 (45%)
3 3 (3%) 3 (5%)
4 1 (1%) 0 (0%)
5 0 (0%) 1 (1%)

Los datos de esta tabla muestran que ningun alelo del IL-1Ra se asociaba al

HLA-DRB1*1501.

Por ultimo, para confirmar si los resultados obtenidos en el estudio de la forma

clinica Primaria-Progresiva eran concluyentes contamos con la muestra adicional de

100 pacientes EM-PP de Barcelona que presentaban esta variante clinica y sus

correspondientes 101 individuos control. Con el aumento del tamafio muestral quisimos

detectar asociaciones que, quizas, con tan sélo 42 EM-PP no veriamos. La distribucion de

los alelos del antagonista fue:

IL-1Ra

Frecuencia Fenotipica EM-PP

(n=100)

CON
(n=101)

1

90 (90%)

94 (94%)
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43 (43%) 46 (46%)

2 (2%) 3 (3%)
0 (0%) 0 (0%)
0 (0%) 0 (0%)

al M W N

A pesar de que contamos con mas muestras (42A100), no encontramos ninguna

asociacion entre los alelos del IL-1Ra y la forma clinica Primaria-Progresiva.

V.B.2.b. ESTUDIO FAMILIAR

En este estudio contamos con 63 familias de EM de las que utilizamos 46

progenitores. La distribucion de los alelos transmitidos y no transmitidos fue:

Alelos IL-1Ra Transmitido No Transmitido
1 23 21
2 21 22
3 0 3
4 2 0
5 0 0

Como se observa en esta tabla, ningun alelo del polimorfismo del antagonista

del receptor de la IL-1 se transmitid preferentemente a los hijos enfermos.
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V1. DISCUSION

En esta tesis se ha planteado un estudio inmunogenético de la esclerosis
multiple tanto dentro como fuera del complejo mayor de histocompatibilidad. Para
ello, hemos contado con una amplia muestra de pacientes con esclerosis multiple de la
Comunidad Auténoma de Madrid (n=318) y 382 sujetos sanos. También hemos dispuesto
de 63 trios TDT (enfermo acompafiado de sus dos padres) con el objeto de realizar un
andlisis de ligamiento. Adicionalmente, hemos dispuesto de 100 individuos con la forma

clinica Primaria-Progresiva provenientes de Barcelona y sus correspondientes controles.

VI.A. ESTUDIO GENETICO DENTRO DEL MHC

La investigacion realizada dentro del MHC ha determinado al menos dos
asociaciones positivas con la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple: la ya bien
conocida asociacién del alelo de clase Il HLA-DRB1*1501 y la existente con el

polimorfismo de clase 111 TNF-376A, decrita aqui por vez primera.
VI.A.1. ASOCIACION DE LA MOLECULA DE CLASE Il HLA-DR A LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Clasicamente, en las enfermedades autoinmunes ha existido un gran interés en los
loci HLA-DR y -DQ"*?®’, principalmente debido a que las moléculas de clase 1l del MHC
estan relacionadas con la seleccion y la activacién de las respuestas inmunitarias
humorales y celulares frente a los antigenos proteicos. La funcion de estas moléculas es
presentar péptidos a los linfocitos T CD4". La esclerosis multiple parece ser una
autoinmunidad mediada por dichas células CD4" en la que tras el reconocimiento de
proteinas asociadas a la mielina se inicia una cascada de procesos que conducen

finalmente a la paralisis muscular.
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En los estudios de asociacibn con esclerosis multiple se ha encontrado
incrementada la frecuencia del alelo de clase 11 HLA-DRB1*1501 (como ocurre en el
presente estudio) practicamente en la totalidad de las poblaciones analizadas. Sin
embargo, existen excepciones en la literatura: los sardos, en los que la EM se asocia al
HLA-DR3 (como discutiremos posteriormente) y los israelies, en los que el alelo
DRB1*1303 es mas frecuente en los enfermos que en sus controles étnicamente
equivalentes. Si bien en ninguno de estos grupos se asocia la EM al DRB1*1501, es
posible argumentar que dada su escasa frecuencia en ambas poblaciones resulta dificil

poder observar un aumento estadisticamente significativo de este alelo.

Cuando estudiamos la distribucion del DRB1*1501 en los distintos subgrupos de
pacientes, nuestros datos indicaron una asociacidn dependiente del sexo siendo ésta
mas destacada entre las mujeres. Como dicha asociacion era mas fuerte en la poblacion
femenina y, ademas, éstas son mas abundantes que los hombres (el doble) en el grupo
enfermo, se explica como el incremento del HLA-DRB1*1501 era facilmente observable
tomando a la poblacion como un todo. De forma analoga, si algin alelo se asociara a EM
en los hombres (que no ha sido éste el caso) podria ocurrir que al considerar esta

patologia globalmente el aumento pudiera quedar diluido.

La fuerte asociacion encontrada de este alelo de susceptibilidad en las mujeres ya
ha sido previamente descrita**’?®®, En la especie humana es un hecho que, salvo en la
diabetes tipo 13, las enfermedades autoinmunes 6rgano-especificas, como es el caso de la
esclerosis multiple, son mas frecuentes en las mujeres. Segun estudios
epidemioldgicos, la EM presenta un cociente mujer/hombre aproximado de 2:1%713%
Nuestra proporcion 203 mujeres/103 hombres se haya pues cercana a lo descrito. La
razon de este predominio del sexo femenino no ha encontrado justificacion
fisiopatoldgica clara®?*°; Ginicamente se ha demostrado que el tratamiento hormonal o
la castracién modifica en los animales la incidencia de este tipo de enfermedades

autoinmunes®.

También se ha postulado y nosotros si hemos podido corroborar que la mediana

de la edad de inicio de la enfermedad es de uno o dos afios mayor en los varones.
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Adicionalmente, hemos comprobado como en las formas progresivas desde el comienzo

no existe este desequilibrio.

La asociacion del HLA-DRB1*1501 en las formas clinicas Primaria-Progresiva
y Remitente-Recurrente es de similar intensidad en ambas. Ello queda
patentemente confirmado en el estudio de un grupo adicional de EM-PP provenientes de
Barcelona. Esta asociacion sugiere que el DRB1 es un gen que influye mas en el comienzo
que en la progresion de la enfermedad, lo cual lleva a pensar que el papel que juega este
locus esta relacionado con la presentacion antigénica, primer paso necesario para el

desencadenamiento de la respuesta inmune.

No obstante, los resultados referentes a la clinica EM-PP, no se confirman en
Escandinavia, donde se ha observado la asociacién entre esta forma de la enfermedad y
el haplotipo de clase 1l HLA-DR4/DQA1*0301/DQB1*0302%%! Ademas, un estudio
previo realizado en nuestro laboratorio pareci6 revelar diferencias genéticas entre las dos
evoluciones de la patologia’®®. Mientras que EM-RR se asociaba al DRB1*1501, en los
pacientes con EM-PP estaba incrementado significativamente el alelo HLA-DR4 vy, en
especial, los subtipos que presentaban valina en la posicion 86 (HLA-DRB1*0402, *0403,
*0404 y *0406). En aquel momento, contabamos con 22 enfermos EM-PP. Actualmente,
el laboratorio dispone de 39 muestras de Primaria-Progresiva y, como hemos mencionado
anteriormente, la asociacion encontrada con el DRB1*1501 fue corroborada con un
amplio grupo EM-PP adicional procedente de Barcelona (n=100). Por ultimo, es
importante resaltar que otros autores también han encontrado asociado negativamente el

HLA-DR4 con la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple?22%,

La asociacion del HLA-DRB1*1501 a la EM puede ser debida a un efecto
primario de este alelo o bien al desequilibrio de ligamiento con el gen
auténticamente responsable de la enfermedad. Ya sélo el hecho de que la asociacion del
DRB1*1501 existiera en una gran disparidad de poblaciones apoya la idea de que sea
un agente primario, puesto que los desequilibrios de ligamiento variarian dependiendo
del sustrato étnico. En general, se piensa que el mecanismo inmunoldgico

desencadenante de la enfermedad es el mismo en cualquier parte del mundo y, por tanto,
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un alelo funcionalmente implicado en la susceptibilidad a padecer la patologia se vera
asociado con ésta en cualquier grupo poblacional estudiado. Por otro lado, podria también
ocurrir en ciertos casos que el medio que rodea al individuo sumado al origen genético de
cada poblacion pueda hacer que observemos en paises diferentes alelos diferentes

asociados a la enfermedad.

Si es interesante observar, apoyando la hipétesis del DRB1*1501 como agente
primario de la enfermedad, cémo los lugares con alta prevalencia de este alelo existe una

alta incidencia de EM, como ocurre claramente en Escandinavia®*.

A pesar de que los haplotipos del HLA extendidos son muy diferentes dependiendo
de los grupos étnicos considerados, si es cierto que el haplotipo de clase Il HLA-
DQA1*0102/DQB1*0602 se encuentra muy conservado en distintas poblaciones. Por
esta razon ha resultado muy dificil establecer cual de los tres alelos de
susceptibilidad (DRB1*1501, DQA1*0102 o DQB1*0602) pudiera ser, si alguno de ellos
es, el responsable primario de la esclerosis multiple. Nuestros datos apuntaron a que el
DRB1*1501 era el més claro marcador de susceptibilidad simplemente porque su Odds
Ratio era mayor. Para confirmar definitivamente este hecho, seria idoneo disponer de una
poblacion en la que el DRB1*1501 por una parte, y los alelos DQA1*0102 y DQB1*0602

por otra, se econtraron separados en haplotipos diferentes.

Con ratones si es posible mediante técnicas de genética molecular construir
poblaciones exclusivamente DRB1*1501. En estos animales, la susceptibilidad a la
EAE estaba incrementada, en especial, en aquéllos que eran simultaneamente
transgénicos para un TCR humano y para péptidos derivados de la proteina basica de la
mielina™. Estos hallazgos nuevamente mostraron que el papel crucial del DRB1*1501
ocurria a la hora de presentar el péptido antigénico a las células T CD4". Tanto los genes
del TCR como la MBP y otras proteinas de la mielina se han estudiado en enfermos de

esclerosis multiple como posibles factores de susceptibilidad.

El receptor de los linfocitos T reconoce el antigeno en el contexto de la molécula

HLA que expresan las células presentadoras de antigeno. Aunque los polimorfismos
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presentes en los genes codificantes de la region variable (V) de las cadenas o y B
(situados en los cromosomas 14 y 7, respectivamente) han sido estudiados con gran

detalle en EM, los resultados obtenidos no han sido concluyentes'™*¢2%,

Por constituir autoantigenos encefalitbgenos muy bien estudiados en EAE, se ha
supuesto que variaciones en los genes codificantes de las proteinas de la mielina podrian
explicar parte de la susceptibilidad a padecer EM. La contribucién de MBP, PLP, MAG y
MOG se ha valorado mediante andlisis de asociacion y de ligamiento. La MBP es la mas
abundante de todas ellas. Su gen contiene un microsatélite situado en 5" con respecto al
primer exén y aunque en los primeros estudios este marcador se asocié con la

enfermedad, esto no se ha podido confirmar después*®2%%2%,

Aln no se conoce si esa hipotética presentacién antigénica responsable de la
enfermedad ocurre en la periferia o en el timo y, en este Ultimo caso, actuaria durante la
seleccion del repertorio de los linfocitos T CD4". Existe otra hipdtesis que explicaria la
asociacion del HLA-DRB1*1501 con la patologia: esta molécula pudiera servir de receptor
en la superficie celular para un supuesto virus causante de la enfermedad. Ya es sabido,
por ejemplo, como variaciones alélicas en el gen CCR5 afectan la capacidad de unién al
virus HIV y, por tanto, modulan la susceptibilidad a padecer SIDA*®. Nosotros pensamos
gue en la EM este hecho es improbable porque no se ha comprobado que existan
diferencias genéticas de los portadores y no portadores de los posibles virus causantes de

la enfermedad.

VI.A.2. ASOCIACION DEL GEN TNFA A LA ESCLEROSIS MULTIPLE

La segunda asociacion encontrada en el HLA fue con el alelo TNF-376A del
gue hemos podido, ademas, demostrar que es independiente de clase Il. Nuestro
grupo ha sido el primero en establecer dicha asociacion. La mayoria de los trabajos
previos no la han hallado, principalmente porque su atencién estaba centrada en las
posiciones -238 y -308 del promotor, que también nosotros hemos visto que no estan
asociadas a la enfermedad. En un estudio previo al nuestro, realizado por Huizinga, se

observd que la frecuencia del polimorfismo -376A era solo del 3% en la poblacion
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holandesa?'?. Esta diferencia de frecuencia entre el norte y sur de Europa es debida
a que este alelo forma parte del haplotipo HLA-A30/B18/DR3. La alta prevalencia de
-376A en la region del Mediterraneo, nos ha facilitado la obtencion en nuestro trabajo de

una diferencia estadisticamente significativa entre enfermos y controles.

Dos afios mas tarde (en 2001), el departamento de Neurologia de la Clinica Mayo
(Rochester, USA) publico una evaluacion critica al estudio realizado en nuestro

28 Previa a esta critica, el equipo norteamericano habia rastreado el

departamento
promotor del gen TNFA desde la posicién -353 y no habian encontrado asociacion entre
ninguna variante de las posiciones estudiadas (concretamente -238 y -308) y la esclerosis
multiple?®?, Ya en 2001, a la luz de nuestra investigacion, estudiaron por vez primera la
distribuciéon del -376A en su poblacion enferma y control. No sélo afirmaron la no
asociacién de este alelo a la enfermedad, sino que ademas existia una disminucion
marginal de la frecuencia de la “A” en sus pacientes. En la siguiente tabla presentamos el

estudio comparativo de sus resultados con los nuestros publicados en 1999:

MADRID ROCHESTER
EM (n=238) CON (n=324) EM (n=121) CON (n=243)
-376A 40 (17%)* 29 (9%) 2 (2%) 6 (2.5%)
*p.<0.05

Dado al escaso numero de pacientes -376A con el que contaban, este grupo
no pudo confirmar:
¢ la asociacion primaria del polimorfismo -376A independiente de clase 1.
o el desequilibrio de ligamiento existente entre el alelo -376A y el haplotipo HLA-
A30/B18/DR3.
e el aumento de susceptibilidad en los sujetos EM que presentaban los dos alelos

asociados a la enfermedad: DRB1*1501 y TNF-376A.

Aun presentando pocos casos de individuos EM con -376A y teniendo una muestra
de pacientes formada principalmente por individuos de ascendencia alemana,
escandinava y britanica (regiones en las que, como hemos mencionado anteriormente, la

frecuencia de este alelo era menor), afirmaron que nuestros resultados podian ser
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debidos a una asociacion especificamente existente en la poblacién espafiola o bien a un
falso positivo. Sin embargo, nosotros creemos que el pequefio poder estadistico de su

estudio les ha imposibilitado la observacion de esta asociacion.

Ademas, nuestros resultados se vieron refrendados en un segundo estudio con los
datos obtenidos en el analisis de las muestras EM-PP. De esta manera, pudimos afirmar
con mayor seguridad que esta asociacion existe y estd presente en ambas formas clinicas

(Primaria-Progresiva y Remitente-Recurrente).

Siempre que se describe una nueva asociacion, cabe preguntarse si ésta es
causa primaria o es debida a desequilibrio de ligamiento con el verdadero gen
responsable de la enfermedad. Como se ha mencionado en los Resultados de la Tesis
(pagina 94), de entre los alelos de clase I, el polimorfismo -376A esta en desequilibrio
de ligamiento sdlo con el HLA-DR3. Aunque nosotros no observamos un incremento
del alelo DR3 en los pacientes de EM, es interesante apuntar que en la poblacién sarda

su frecuencia si se encuentra aumentada.

En los individuos caucésicos el alelo HLA-DRB1*03 forma principalmente parte de
dos haplotipos ancestrales: HA 8.1 (DRB1*0301/TNFa2b3/A1/B8) y el HA 18.2
(DRB1*0301/TNFalb5/A30/B18). El primero de ellos presenta la mutacién -308A
mientras que el segundo se caracteriza por la mutacion -376A, que aqui nos incumbe.
En tanto que el HA 8.1 es el predominante en la mayoria de las poblaciones europeas, el
HA 18.2 es extraordinariamente abundante en Cerdefia. Asi, creemos, por tanto, que el
aumento observado y antes mencionado del alelo DR3 en esta poblacion seria
secundario a la presencia de un gen de susceptibilidad, distinto de DRB1,
marcado por el polimorfismo TNF-376A. Es interesante mencionar, cémo en Cerdefia,
dado que la prevalencia de esta patologia es significativamente superior con respecto a
los paises mediterraneos colindantes, distintos autores'®*'®® han postulado que el
crecimiento aislado de este grupo poblacional ha podido concentrar un gran nimero de
factores genéticos responsables del aumento considerable de la cifra de casos. Asi, la

singularidad genética de estos individuos enfermos se pone de manifiesto en que la
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principal susceptibilidad en el HLA de clase Il no esta marcada por el DRB1*1501 sino por
HLA-DRS3.

Con nuestro estudio también pudimos comprobar que los sujetos que presentaban
los dos alelos HLA-DRB1*1501 y -376A simultaneamente tenian mucha mas
susceptibilidad a padecer esclerosis multiple que los individuos que sélo tenian uno de
dichos alelos, el otro, o bien ninguno de los dos?’. Esto apuntaria a la existencia de una
colaboracion sinérgica de ambos genes mediante su participacion en una via
molecular comudn. En otras muchas enfermedades, como el sindrome de Sjbgren,
enfermedad de Alzheimer y artritis reumatoide, se ha descrito también la influencia

sinergistica de dos loci diferentes®*=3%,

Habiendo establecido que el -376A es independiente de HLA-DR3, queda por
determinar si la transiciébn GAA es la mecanisticamente responsable de la incrementada
susceptibilidad presente en los individuos portadores de la misma. Si se sabe que el factor
de transcripcion OCT-1 se une con mayor afinidad cuando en el promotor del TNF existe
la variante con “A™!°. En este sentido, se podria pensar que este alelo pudiera afectar a
la tasa de transcripcién del gen e influir, por consiguiente, en los procesos patoldgicos de

la enfermedad.

Aun desconociendo el mecanismo molecular a través del cual los alelos HLA-
DRB1*1501 y TNF-376A influyen en la patogenia, es interesante especular que la
futura determinacién de este proceso molecular podria servir como fundamento de una
nueva generacion de farmacos. Ya se han publicado estudios que relacionan la presencia
del alelo DRB1*1501 en los enfermos EM-RR y la respuesta al farmaco inmunosupresor
Copolimero-1 (glatirameracetato). Se postula que el mecanismo de accién a través del
cual esta molécula podria ejercer su efecto seria mediante su union a las moléculas de
clase Il. Cuando este estudio se realizd en otro grupo de pacientes EM-RR tratados con

IFN-B, no se detect6 correlacion alguna con ninguno de los alelos de clase 11 del HLA'®,

Una vez concretada la existencia de dos genes distintos en el MHC

influyentes en la susceptibilidad a padecer esta enfermedad, es de justicia mencionar que
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no somos los Unicos en apuntar esta posibilidad. Un estudio con familias EM suecas revelo
gue, incluso en las 58 familias de enfermos (de un total de 542) cuyos progenitores no
presentaban el DRB1*1501, existia ligamiento de la enfermedad al HLA. Los autores
interpretaron este hallazgo como una posible existencia de un segundo gen de

susceptibilidad presente en el MHC®.

Por otro lado, la asociacion de mas de un gen en el MHC a la susceptibilidad
a padecer diversas enfermedades autoinmunes no es extrafia y ha sido descrita por
diferentes investigadores. En artritis reumatoide, se ha indicado la presencia de un

124634 También, Moghaddam y sus colaboradores®”

segundo gen telomérico al DRB
observaron en la diabetes mellitus insulino-dependiente la influencia de dos regiones
diferentes en el MHC (un locus en clase Il, HLA-DR y otro entre el microsatélite D6S273 y
el gen TNFA), independientes entre si. Asimismo, en la enfermedad celiaca se ha
observado como un gen presente en el haplotipo ancestral 8.1 incrementa la

susceptibilidad conferida por el ya conocido heterodimero DQA1*0501/DQB1*02013%%37,

En esclerosis multiple también existen numerosos estudios que intentan
localizar un segundo gen en el cromosoma 6 aparte del ya conocido locus DRB1 y el
alelo de susceptibilidad DRB1*1501:

- Factor de Necrosis Tumoral y Linfotoxina. Estas dos citocinas parecen estar
intimamente implicadas en distintos aspectos de la patogenia de la EM. Sus genes se
hallan situados muy cerca entre si, dentro de la clase Ill del MHC, y comparten
homologia de secuencia. La existencia de varios microsatélites cercanos o en el gen
de la linfotoxina ha permitido analizar la contribucion de los distintos alelos a la
susceptibilidad de la EM®7167:172:205212.255308310 parte de estos resultados ya han sido
comentados en relacién con la asociacion del -376A.

- Genes de transporte peptidico. Los genes polimorficos TAP-1 y TAP-2 estan
implicados en el transporte intracelular de péptidos provenientes de la degradacion
enzimatica de proteinas hacia el reticulo endoplasmico, posibilitando asi su unién a
moléculas HLA de clase I****'2, No se ha encontrado asociacién de estos genes con

EMSlS.
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- Otros genes del MHC. Diversos polimorfismos existentes en los genes del
complemento situados en clase Il han permitido estudios de asociaciéon que no han
demostrado un efecto independiente del de los genes de clase 11343,

- Otros genes del cromosoma 6. La proteina MOG tiene un alto interés patogénico
por su elevado poder inductor de inflamacién en el SNC y por facilitar la produccién de
anticuerpos desmielinizantes; sin embargo, el estudio de los polimorfismos de su gen,
situado teloméricamente con respecto al MHC, no ha revelado asociacion con esta

enfermedad 3163%7,

La existencia de varios genes de susceptibilidad en una region del genoma
tan relativamente pequefia como la banda 6p21, donde se ubica el MHC, explica por
gué en los barridos gendmicos el sistema HLA es la Udnica regiébn que
insistentemente muestra una fuerte sefial de ligamiento. Este mismo fenémeno se ha

observado también en el cromosoma X v la retinitis pigmentosa>'®

VI.A.3. EN BUSCA DE UN GEN DE RESISTENCIA

Ademés de la presencia de dos genes que incrementan la susceptibilidad a
padecer esclerosis multiple, hemos descrito en esta tesis la existencia de un marcador
de resistencia en el MHC. Nuestros datos han demostrado que la combinacién de los
alelos DRB1*1501 y TNFallb4cld3e3 proporciona una susceptibilidad menor que la
otorgada por el alelo *1501 en ausencia del TNFallb4cld3e3. Estos datos fueron
corroborados con un estudio TDT realizado en 63 familias de EM. Los haplotipos con
DRB1*1501 se transmitian menos a los hijos enfermos cuando dicho alelo iba
acompafado de los microsatélites allb4clc3e3 que cuando el *1501 no estaba ligado a
dicha combinacion TNFabcde. La interpretacion mas sencilla de estos resultados fue
considerar que ambos marcadores DRB1*1501 y allb4cld3e3 forman parte de un
haplotipo que incluye un gen de proteccion a la enfermedad. A semejanza de lo

manifestado por Kirk?*®

en pacientes irlandeses con EM, hemos detectado un pequefio
efecto independiente del TNFallb4clc3e3 con respecto al efecto conferido por el
DRB1*1501. Sin embargo, un andlisis mas detallado de sus datos indica la cuestionable

solidez de sus conclusiones, por lo que consideramos que la cuestion sigue aun abierta.



Discusién 130

Dado que el haplotipo ancestral 7.1 se caracteriza precisamente por tener la
combinacion de DRB1*1501 y TNFallb4clc3e3, es, por tanto, nuestro primer
haplotipo candidato portador del gen de resistencia, previamente mencionado.
Disponemos ademas de un marcador haploespecifico situado en este HA 7.1 localizado en
el gen IKBL y consistente en la transiciéon TAC®. Aunque esta mutacién se describié
como caracteristica de este HA, hoy en dia se sabe que no siempre esta presente: la
frecuencia del polimorfismo +738C, dentro de los portadores de este haplotipo es

variable de unas zonas geogréficas a otras®®.

Recientemente, también se ha descrito la existencia de esta transicion en formas
recombinantes del haplotipo 7.1. Nosotros quisimos comprobar si este alelo IKBL+738C,
ocasionalmente presente en los individuos que eran DRB1*1501" y allb4cld3e3™ (y por
tanto hipotéticos portadores del HA 7.1), era el responsable de la proteccion existente.
Los datos parecieron indicar que no, puesto que la disminucion de la susceptibilidad era
similar en los individuos DRB1*1501%, allb4cld3e3™, C* que en los sujetos *15017,
allb4cld3e3™, C". Sin embargo, esto no fue indicativo de que este haplotipo ancestral
7.1 careciera de un gen de resistencia, sino mas bien que ese gen de resistencia no

era el IKBL.

Nuestro segundo paso fue el empleo de marcadores microsatélites que nos
permitieron, por una parte, la definicibn de haplotipo ancestral 7.1 (DQB1*0602 /
DQA1*0102 / DRB1*1501 / D6S273-5 / BAT2-3 / TNFallb4c1d3e3 / IKBLC o T /
MICA-5.1/ D6S2223-2) y, por otra, la ayuda que podian proporcionar en el intento de
ubicar el gen de proteccidn. Los datos indicaron que existe la misma resistencia llevando
solo la pareja DRB1*1501/al11b4c1d3e3 que llevando todos y cada uno de los marcadores
especificos del haplotipo. Es decir, este gen de protecciébn que buscamos no es
exclusivo del HA 7.1 sino que, mas bien, esta presente en cualquier haplotipo que porte
la combinacion DRB1*1501/al1b4c1d3e3. Estos resultados dejarian abierta la posibilidad
de que ambos marcadores indiquen la presencia de dos genes que cuando aparecen
juntos en un mismo individuo, sea en el mismo o distinto cromosoma, otorgan una

proteccion relativa a la enfermedad.
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También en acalasia se ha observado una llamativa disminucion de la aparicién
conjunta de los alelos DRB1*1501 y TNFallb4cld3e3*!°. En un primer momento se
penso6 que el haplotipo ancestral 7.2, cuya region de clase Il es idéntica a la del HA 7.1,
pudiera asimismo proteger de esta enfermedad autoinmune. Datos recientes obtenidos en
nuestro laboratorio apuntan a que éste no es el caso de la acalasia ni de la esclerosis
mdultiple. Parece, pues, necesario la aparicion conjunta del DRB1*1501 vy
TNFallb4cld3e3, y su regiones cromosOmicas adyacentes, para detectar el efecto
protector. Una vez mas se puede pensar que podria existir este efecto cuando ambos

marcadores se encuentren en trans y no ser especificos de un haplotipo determinado.

Aparte de en la esclerosis miltiple y en la acalasia, en otras enfermedades
autoinmunes se conoce la existencia de alelos de proteccion en el MHC. Es ya clasica la
resistencia que el DRB1*1501 otorga en IDDM*? o la recientemente descrita proteccion

marcada por el alelo MICA-6 en artritis reumatoide®22%,

Aungue desgraciadamente el mecanismo de accién de este gen de proteccion
en esclerosis multiple es absolutamente desconocido, seria deseable que
investigaciones ulteriores permitieran determinar su modo de accion; asi obtendriamos
nuevas posibilidades terapéuticas aplicadas al tratamiento de esta patologia y de otras

enfermedades de base autoinmune.

Tras haber discutido la existencia de varios genes, tanto de susceptibilidad como
de resistencia en el HLA, nos planteamos, a continuacién, saber si fuera de esta region
existen otros posibles genes candidatos de susceptibilidad a padecer esclerosis

multiple.

V.B. ESTUDIO GENETICO FUERA DEL MHC

Hemos escogido como objeto de estudio los genes de dos citocinas anti-
inflamatorias (IL-10 e IL-1Ra) por el importante papel que podrian desempefiar en la

patogénesis de la enfermedad y por ser ambos loci polimaorficos.
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Ya esperabamos que las asociaciones que pudieran encontrarse fueran débiles,
puesto que ninguno de estos genes se han detectado en los barridos gendmicos
efectuados en la EM. Ademas, de la propia naturaleza poligénica de la enfermedad, se
deduce que son muchos los genes implicados, cada uno de ellos con un pequefio
efecto. Sin embargo, pensamos que nuestro elevado tamafio muestral es capaz de
detectar incluso efectos relativamente reducidos. Asi, confiamos plenamente en que los
resultados negativos obtenidos en esta tesis (como en el caso del antagonista del
receptor de la IL-1) son indicativos de una no contribuciéon biolégicamente

significativa de este gen a la enfermedad.

V.B.1. ASOCIACION DEL IL-1Ra A LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Ya se habia publicado anteriormente que el alelo 2 del VNTR, presente en el
segundo intron del gen IL-1RN, se asociaba a diversas enfermedades
autoinmunes™®. Sin embargo, la mayoria de las asociaciones descritas han sido con
posterioridad objeto de discusién en la literatura, sin que en muchos de los casos se haya
llegado a un consenso definitivo. De igual manera, la existencia de profundos
desequilibrios de ligamiento entre los alelos de los genes IL-1RN, IL-1A e IL-1B ha
complicado averiguar cudl de las variantes alélicas presentes es la primariamente
responsable de las asociaciones que se han detallado. A este respecto aunque si se sabe
que esta secuencia VNTR del antagonista contiene tres sitios de unién a proteinas, no
se conoce su importancia fisioldgica /7 vivo aunque es probable su implicaciéon en la
modulacién de la tasa de transcripcién del gen'?. Diversos investigadores han indicado
como el alelo 2 se asocia a una mayor producciéon de la molécula del antagonista.
Este resultado parece a primera vista paraddjico porque pareceria que una elevada
sintesis de este antagonista tendria un efecto anti-inflamatorio y, por tanto, protector. No
obstante, parece que dicho alelo 2 forma parte de un haplotipo altamente secretor de IL-
1B, lo que explicaria su potencial autoinmune. Esto nos ensefia la precauciéon que hay
que tener al interpretar los estudios de asociacién en genes que estan ligados a otros

genes también de respuesta inmune.
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Si bien en nuestro trabajo no hemos sido capaces de confirmar la asociaciéon del

alelo 2 con EM que ya se habia comunicado en un principio**%*

, se plantea para un
futuro la hipétesis de la posible asociacion de dicho alelo a determinados subgrupos de
pacientes con caracteristicas clinicas delimitadas y, por tanto, su posible utilidad como
marcador pronéstico. De todas formas queda corroborado con nuestro estudio, y eso

es algo en lo que parece que todos los grupos coinciden®*%*

, que no es el antagonista
del receptor de la IL-1 un gen de susceptibilidad principal en la mayoria de

enfermos de esclerosis multiple.

Por otra parte, es un objetivo futuro de nuestro grupo intentar correlacionar la
presencia de dicho alelo 2 con la eficacia terapéutica de los farmacos disponibles. Por
Ultimo, y adentrandonos ya en el campo de las nuevas terapias inmunoldgicas, cabe
mencionar los experimentos realizados en ratones. Estos consistian en la administracion
de un vector transgénico para el gen del antagonista en fibroblastos de pacientes con
artritis reumatoide, o la inyeccién intravenosa del antagonista en pacientes afectos de

d324,325

esta misma enfermeda . La futura aplicacion de dicho enfoque a pacientes con

esclerosis multiple requiere estudios ulteriores.

V1.B.2. ASOCIACION DE LA IL-10 A LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Son escasos los estudios de asociacion de esclerosis multiple con el gen de la IL-
10, tanto en las posiciones polimérficas del promotor (-1082, -819 y -592) como en los
microsatélites (IL-10R e IL-10G)?**2%02602%7 En ninguno de ellos se habian alcanzado
resultados positivos. Nosotros hemos tenido la posibilidad de estudiar familias de EM que
nos han permitido establecer con confianza los haplotipos implicados. Ademas, el método
de tipaje utilizado también nos ha concedido realizar por vez primera un estudio
haplotipando el promotor con el microsatélite 1L-10G, el mas polimérfico de los dos.
Nuestros resultados apuntan hacia un ligero pero significativo aumento en la frecuencia
fenotipica del alelo 1L-10G12. Estos datos obtenidos en el estudio caso-control fueron
compatibles con los obtenidos en el estudio TDT, si bien en este Ultimo caso no se

consiguié una significacion estadistica. Como ya se sabe, el andlisis TDT se caracteriza por
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no detectar pequefias asociaciones, por lo que la confirmacidn de este resultado requerira

un nuevo y amplio estudio caso-control en la misma poblacién.

Este microsatélite, como muchos otros (IL-10G11-15), se encuentra ligado al
haplotipo de promotor ACC y menos frecuentemente al GCC. Sélo cuando el ACC va
acomparfado del alelo IL-10G12, esta aumentado este promotor; en cambio, el estudio de

esta region promotora sola demostré que no afectaba por si misma a la susceptibilidad.

Si no es el promotor se plantea qué otros polimorfismos pueden ser responsables
de la asociacion encontrada. Recientemente se han descrito un cierto nimero de SNPs en
la region 57, ademas de los por nosotros estudiados®?®. Dado que no se disponen adn de
datos poblacionales suficientes, no se puede determinar si dichos polimorfismos son
merecedores de un estudio caso-control en esclerosis multiple. Al igual que con otros
polimorfismos estudiados en esta tesis, la base patofisiosologica de la asociacion
encontrada se desconoce. Lo que si sabemos es que dicha asociaciéon no depende ni

del sexo, ni de la forma clinica, ni de la presencia o no del HLA-DRB1*1501.

Nuevamente como en casos anteriores nos surge la duda de si los marcadores
estudiados en este gen podrian tener utilidad en relacién con la diferente respuesta a
los distintos tratamientos. En este sentido cabe mencionar que el IFN-B,
inmunosupresor efectivo en la esclerosis multiple, modula la produccién de IL-12 en el
tejido afectado®. Sabiendo que la IL-12 y la IL-10 son dos actores contrapuestos en el
delicado balance Th1/Th2, es factible pensar que variaciones genéticas en el locus IL-10
puedan afectar negativamente a dicho equilibrio, y que cuando esto ocurre, el IFN-B
funciona restableciendo el correcto balance. En este sentido, podria pensarse que la
mayor o0 menor respuesta a dicho tratamiento pudiera asociarse con los
polimorfismos de la IL-10. Y no sélo eso, sino que quizds en un futuro se puedan
emplear dichos polimorfismos como herramientas para el clinico con el objeto de

establecer el protocolo de administracion adecuado de IFN-B.
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Para finalizar, nos gustaria indicar que dada la participacion de diversos genes en
la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple, es posible que esta patologia sea un
punto final al que se pueda llegar a través de mas de un itinerario fisiopatolégico.
Asi, se podria explicar la enorme variabilidad de la enfermedad no sélo en el aspecto

clinico, sino epidemioldgico e incluso de respuesta a tratamientos™®%*3%’,

Una mejor definicién de los grupos clinicos podra, en un futuro, permitir un
estudio genético de mayor precision que nos revele no sélo qué genes afectan a la
susceptibilidad a padecer esclerosis multiple, sino también cudles intervienen en la
sintomatologia, velocidad de progresion, prondstico y, como se ha ido mencionando en

esta tesis, la respuesta a las terapias utilizadas.

Esta tesis ha hecho posible, por el gran volumen de muestras analizadas y el
elevado numero de marcadores utilizados, un mejor conocimiento de los factores
genéticos implicados en la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple en la poblacion

espafiola.



Conclusiones 136

VII. CONCLUSIONES

12- El alelo -376A del promotor del gen TNFA (clase Il del MHC) se asocia
primariamente a la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple, independientemente

de la region de clase II.

22- La presencia combinada de los alelos HLA-DRB1*1501 y TNF-376A en un
mismo individuo aumenta considerablemente la susceptibilidad a padecer esclerosis

multiple en comparacién con el efecto de cada uno de ellos por separado.

32- La presencia combinada del alelo HLA-DRB1*1501 y los microsatélites
TNFallb4c1d3e3 en un mismo sujeto disminuye notablemente la susceptibilidad a

padecer esclerosis multiple conferida por el DRB1*1501 solo.

42- E| acusado desequilibrio de ligamiento existente en el complejo mayor de
histocompatibilidad dificulta la localizacion exacta del gen o genes moduladores de

la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple.

52- E| alelo 12 del microsatélite I1L-10G, ubicado en el cromosoma 1, es un

marcador de susceptibilidad de la esclerosis multiple.

62- Ningun alelo del gen del antagonista del receptor de la IL-1, situado en el
cromosoma 2, se asocia a la susceptibilidad a padecer esclerosis multiple en nuestra

poblacion.

72- La forma clinica Primaria-Progresiva no se diferencia genéticamente de la

forma mayoritaria Remitente-Recurrente en los loci estudiados.
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