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Y me gustan las almas errantes que caminan torcido,
porgue luchan contra el tiempo, contra lo conocido.
Porque lo normal resulta tan aburrido,

porque el caminar chueco solo significa

dejar de seguir la linea recta.

Todos, en cierto grado, ignoramos muchas cosas.

Lo que ocurre es que no todos ignoramos las mismas.
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RESUMEN

La esclerosis mdultiple es una enfermedad crénica del sistema nervioso
central, de etiologia desconocida y mecanismo autoinmune en la que dos
procesos patogénicos, la inflamacion y la neurodegeneracion, confluyen
originando un trastorno de curso progresivo con un alto grado de
discapacidad tanto fisica como cognitiva. Es la causa mas frecuente de
discapacidad neurolégica de origen no traumatico en la poblacién adulta
joven del mundo occidental. Estudios epidemiolégicos y de historia natural
demuestran que existe una susceptibilidad genética de base sobre la cual
actuarian una serie de factores ambientales que generarian un desequilibrio
del sistema inmune que producira la afectacién del sistema nervioso central
con la consecuente manifestacion de los signos y sintomas caracteristicos de
la enfermedad. Sin embargo, hasta ahora no se ha podido demostrar toda la
heredabilidad que comporta la esclerosis multiple lo cual nos indica que
probablemente dicha carga genética se encuentra oculta en forma de una
variante rara dentro de un cluster familiar o en forma de factores epigenéticos
encargados de regular la expresion de los genes determinantes en la
aparicion de la enfermedad.

Mediante este trabajo de tesis doctoral se ha estudiado, tanto clinicamente
como genéticamente, a una extensa familia de etnia gitana con una forma
hereditaria de esclerosis multiple. El elevado nimero de miembros afectados,
la presencia de varias formas clinicas y las caracteristicas étnicas de la
familia (una alta endogamia y, por tanto, una elevada homocigosis dentro de
la misma), la convierten en una poblacion aislada excepcional para el estudio

de nuevos sustratos genéticos asociados a la enfermedad.

Los resultados de esta tesis han permitido identificar ciertas variantes
genéticas, algunas de ellas no descritas previamente, de forma
significativamente mas elevada entre los sujetos de la familia afectados de
esclerosis multiple en comparacion a los no afectados, sugiriendo la
existencia de varios genes candidatos implicados en el desarrollo de la

enfermedad en esta familia concreta.
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RESUM

L'esclerosi multiple és una malaltia cronica del sistema nervidés central,
d'etiologia desconeguda i mecanisme autoimmune en la qual dos processos
patogenics, la inflamacié i la neurodegeneracio, conflueixen originant un
trastorn de curs progressiu amb un alt grau de discapacitat tant fisica com a
cognitiva. Es la causa més freqiient de discapacitat neurologica d'origen no
traumatic en la poblaci6 adulta jove del moén occidental. Estudis
epidemiologics i d'historia natural demostren que existeix una susceptibilitat
genetica de base sobre la qual actuarien una seérie de factors ambientals que
generarien un desequilibri del sistema immune que produira l'afectacio del
sistema nervidos central amb la consequent manifestacid dels signes i
simptomes caracteristics de la malaltia. No obstant aix0, fins ara no s'ha
pogut demostrar tota I'heretabilitat que comporta I'esclerosi multiple la qual
cosa ens indica que probablement aquesta carrega geneética es troba oculta
en forma d'una variant rara dins d'un cluster familiar o en forma de factors
epigenétics encarregats de regular I'expressiéo dels gens determinants en

I'aparicié de la malaltia.

Mitjancant aquest treball de tesi doctoral s'ha estudiat, tant clinicament com
genéticament, una extensa familia d'étnia gitana amb una forma hereditaria
d’esclerosi multiple. L'elevat nombre de membres afectats, la preséncia de
diverses formes cliniques i les caracteristiques etniques de la familia (una alta
endogamia i per tant una elevada homozigosi dins de la mateixa), la
converteixen en una poblacié aillada excepcional per l'estudi de nous

substrats genétics associats a la malaltia.

Els resultats d'aquesta tesi han permes identificar certes variants genétiques,
algunes d'elles no descrites préviament, de forma significativament més
elevada entre els subjectes de la familia afectats d’esclerosi multiple en
comparacié als no afectats, suggerint l'existéncia de diversos gens candidats

implicats en el desenvolupament de la malaltia en aquesta familia concreta.
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ABSTRACT

Multiple sclerosis is a chronic disease of the central nervous system which
has an unknown aetiology and an autoimmune mechanism. Two pathogenic
processes, inflammation and neurodegeneration, converge causing a
progressive disorder with a high degree of both physical and cognitive
disability. The disease is the most frequent cause of non-traumatic
neurological disability in the young adult population in the Western world.
Epidemiological and natural history studies show that there is a genetic
susceptibility to the disease upon which a number of environmental factors
act, generating an imbalance in the immune system that eventually produces
a central nervous system attack with the consequent manifestation of the
characteristic signs and symptoms of the disease. However, the inherited
aspect of the disease has yet to be completely elucidated, suggesting that
the genetic burden is probably hidden in the form of a rare variant inside a
family cluster or as an epigenetic factor that is responsible for regulating the
expression of genes at the disease onset.

In this doctoral thesis a large Romani family with an inherited form of multiple
sclerosis has been studied clinically and genetically. The high number of
affected members, the presence of several clinical forms and the ethnic
characteristics of the family (with considerable inbreeding and a consequently
high level of homozygosity) make it an exceptional, isolated population for the
study of new genetic substrates associated with the disease.

The results of this doctoral thesis reveal certain genetic variants, some of
which have not been previously described, are significantly more frequent in
the family members with MS than in unaffected subjects, suggesting that
there are several candidate genes involved in the development of the disease

in this particular family.
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Estudio EMGypsy INTRODUCCION

1.1. ESCLEROSIS MULTIPLE

1.1.1. Definicién

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad neurolégica crénica del
sistema nervioso central (SNC), de etiologia desconocida y mecanismo
autoinmune en la que dos procesos patogénicos, la inflamacion y la
neurodegeneracion, confluyen originando un trastorno de curso progresivo
con un alto grado de discapacidad tanto fisica como cognitiva (Compston et
al. 2006).

En 1866, Alfred Vulpian, un neurélogo y patélogo del hospital de la Pitie-
Salpétriere (Paris, Francia) fue el primero en utilizar el término “sclérose en
plagues disseminées”; mas tarde, en 1868, su amigo y colega Jean-Martin
Charcot acufio el término “sclérose en plaques”. Hacia el final del siglo XIX el
término “esclerosis multiple” empezé a aparecer en varias publicaciones
inglesas por parte de Hammond, Wilks y Osler, pero no fue hasta la clasica
publicacién de 1955 realizada por McAlpine, Compston y Lumsden (McAlpine
et al. 1955) cuando el término adquiri6 un uso mas generalizado (Murray
2009).

Como consenso general se cree que la enfermedad se desarrolla en
individuos genéticamente susceptibles que se exponen a factores
ambientales desencadenantes-agravantes y/o a antigenos enddgenos que
provocan una respuesta descontrolada del sistema inmunitario tanto celular
como humoral contra antigenos especificos del SNC como la mielina, el
axoén, la neurona y la oligodendroglia (Compston et al. 2006). Esto a su vez
genera infiltrados inflamatorios, desmielinizacién y lesiébn axonal de
estructuras basicas como el cerebro, el cerebelo, el tronco encefélico, los
nervios opticos y la médula espinal (Frohman et al. 2006; Hauser &
Oksenberg 2006). A nivel clinico estos procesos se traducen en déficits
neurologicos focales (los llamados brotes) y un progresivo acumulo de
discapacidad fisica y cognitiva, que hacen que la EM sea actualmente la

causa mas frecuente de discapacidad neurolégica de origen no traumatico en
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la poblacién adulta joven del mundo occidental. En efecto, aproximadamente
la mitad de los pacientes necesitan algun tipo de asistencia para movilizarse
o desarrollan algin grado de deterioro cognitivo en un periodo de entre 15y
20 afos desde el inicio de la enfermedad, con el consiguiente impacto e
interferencia en la vida personal, familiar, social y laboral (Compston & Coles
2008).

1.1.2. Epidemiologia

Segun datos del 2013, se estima que el numero total de personas afectadas
por EM a nivel mundial es de 2,3 millones, con un incremento global de
40.000 casos por afio desde el afio 2008 y un aumento de la prevalencia
media desde los 30 casos/100.000 habitantes en el afio 2008 a los 33
caso0s/100.000 habitantes en el aiflo 2013 (Multiple Sclerosis International
Federation 2013). Este incremento se atribuye, en parte, al mejor abordaje
diagndstico de la enfermedad y a un mayor acceso de la poblacién a los
sistemas sanitarios, pero también responde a un incremento real de la
incidencia y de la prevalencia de la enfermedad. La distribucion de estas
cifras es variable segun las zonas geogréaficas analizadas, con un claro
gradiente norte-sur. En efecto, la prevalencia mas alta de EM se observa en
Norteamérica (160 casos/100.000 habitantes) seguida de Europa (108
caso0s/100.000 habitantes), mientras que la menor prevalencia se observa en
Africa subsahariana y Asia (2 casos/100.000 habitantes) (Multiple Sclerosis
International Federation 2013) (Figura 1). Segun la teoria propuesta por
Poser, este gradiente podria ser explicado, en parte, por mutaciones
genéticas producidas durante el primer milenio en la regién de Escandinavia
propagadas hacia el resto de Europa y el mundo por los vikingos durante sus
migraciones e invasiones (Poser 1994). Sin embargo, los factores
ambientales relacionados con la enfermedad, fundamentalmente la baja
exposicién solar y la consiguiente disminucion de los niveles de vitamina D en
sangre, podria también explicar parte de este gradiente (Simpson et al.
2015). En cuanto a la incidencia global, se puede afirmar la existencia de
variaciones a lo largo del tiempo, aunque siempre como parte de estudios

metodoldgicamente muy cuestionados.
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Figura 1. Prevalencia mundial de la EM distribuida por paises (modificada de
Multiple Sclerosis International Federation 2013).

En Espafa, se calcula que existen aproximadamente 46.000 personas
diagnosticadas de EM, de las cuales 7.000 residen en Cataluiia (Fundacién
Esclerosis Mdltiple 2015). Asimismo, se han comunicado tasas de
prevalencia variables. Entre 1968 a 1991, las tasas de prevalencia oscilaban
entre 5y 23 casos/100.000 habitantes (Aragonés JM 1968; Sosa Enriguez et
al. 1983; Mir6 et al. 1983; Fernandez et al. 1986; Barduzal Angles et al. 1987,
Martin et al. 1988; Ruiz-Ezquerro et al. 1988; Garcia et al. 1989; Uria et al.
1991; Antdn Aranda et al. 1991) mientras que entre 1994 a 1999, las tasas de
prevalencia oscilaban entre 32 y 65 casos/100.000 habitantes (Fernandez et
al. 1994; Bufill et al. 1995; Sempere et al. 1995; Uria et al. 1997; Modrego
Pardo et al. 1997; Pina et al. 1998; Benito-Leon et al. 1998; Tola et al. 1998;
Mallada 1999). Estudios mas recientes muestran prevalencias incluso mas
altas de hasta 78,6 (Otero-Romero et al. 2013), 90,2 (Izquierdo et al. 2015) e
incluso 125/100.000 habitantes (Ferndndez et al. 2012). La incidencia de la
enfermedad en nuestro entorno ha sido menos estudiada. No obstante, varios

estudios informan de incidencias muy variables que oscilan entre 0,5y 5,3
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nuevos casos/100.000 habitantes/afio (Aladro et al. 2005; lzquierdo et al.
2015).

De forma similar a lo que ocurre en la mayoria de enfermedades de base
autoinmune, la EM afecta predominantemente al género femenino. Aunque
hasta hace pocos afios se hablaba de una tasa de afectacion mujer-hombre
de 2:1 (Compston & Coles 2002), actualmente se considera que la
enfermedad es 3 a 4 veces mas prevalente en mujeres, siendo diagnosticada
en mas del 70% de los casos, entre los 20 y 40 afios de edad (con una edad
media de debut de 32 afos) (Compston & Coles 2008).

1.1.3. Factores de riesgo

Datos basados en estudios epidemioldgicos y de historia natural de la EM
demuestran que existe una susceptibilidad genética de base sobre la cual
actuarian una serie de factores ambientales que generarian un desequilibrio
del sistema inmune que, a través de diferentes mecanismos patogénicos,
producira la afectacion del SNC con la consecuente manifestacion de los
signos y sintomas caracteristicos de la enfermedad (Figura 2). Sin embargo,
los mecanismos especificos que influyen en dicha susceptibilidad genética,
aguellos que desencadenan la respuesta inmune y aquellos que intervienen
en las interacciones entre ambos son hasta ahora desconocidos para la

comunidad cientifica.

1.1.3.1. Factores genéticos

La evidencia de un componente genético en la EM esta basada en tres
elementos fundamentales: la marcada agregacion familiar, las altas tasas de
concordancia entre gemelos monocigotos y las diferencias de prevalencia en
diferentes grupos ancestrales. Partiendo de estos tres factores, derivados a
su vez de grandes estudios epidemioldgicos, muchos han sido los avances
realizados para intentar otorgar a cada uno de ellos una explicacion de base

genética-molecular.
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Sin embargo, desde que Eichhorst describiera una posible influencia familiar
en la apariciéon de la EM hace ya mas de 100 afos (Eichhorst 1896) hasta
ahora, no se ha podido demostrar toda la heredabilidad que comporta la
enfermedad lo cual nos indica que probablemente dicha carga genética se
encuentra oculta en forma de una variante rara dentro de un cluster familiar
(factor que ha motivado la realizacion de este trabajo de tesis doctoral) o en
forma de factores epigenéticos encargados de regular la expresion de los
genes determinantes en la aparicion de la enfermedad. Posteriormente se

profundizara mas en la genética de la EM (apartado 1.2.).

1.1.3.2. Factores ambientales

Durante los Ultimos 25 afios, y también en base a los estudios
epidemioldgicos realizados, se han efectuado importantes avances en la
identificacion de los posibles factores ambientales implicados en la patogenia
de la EM (Compston & Coles 2008). Aunque mas de 40 posibles factores de
riesgo ambientales han sido estudiados incluyendo infecciones (Bagos et al.
2006), vacunaciones (Farez & Correale 2011), enfermedades comorbidas
(Monteiro et al. 2011), cirugias, traumatismos y accidentes (Lunny et al. 2013;
Lunny et al. 2014), exposicion a agentes toxicos (Aminzadeh & Etminan
2007; Barragan-Martinez et al. 2012) o marcadores bioquimicos (Zhu et al.
2011; Liu et al. 2012; Huang et al. 2014), solo tres de estos factores han
demostrado asociacion estadisticamente significativa con la enfermedad: la
infeccion por el virus de Epstein-Barr (VEB), el consumo de tabaco y los
niveles de vitamina D en sangre periférica (Belbasis et al. 2015).

El VEB es el Unico agente viral que se ha asociado de manera consistente
con la EM, tanto la infeccion aguda (mononucleosis infecciosa) como el
contacto previo con el agente viral demostrado mediante la presencia de
anticuerpos IgG contra el antigeno nuclear del virus (anti-EBNA) (Almohmeed
et al. 2013; Belbasis et al. 2015). Sin embargo, si bien es cierto que la
seronegatividad se ha asociado a un riesgo muy bajo de desarrollar la
enfermedad (Ascherio & Munger 2007), las conclusiones de los estudios
llevados a cabo en relacién con la asociacion de la enfermedad al VEB han
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sido, en ocasiones, dificiles de establecer, fundamentalmente debido a que
mas del 90% de la poblacion general es seropositiva (Cohen 2000).

El hébito tabaquico ha sido estudiado como factor de riesgo durante
muchos afos. Varios son los mecanismos propuestos para explicar los
efectos adversos que el tabaco tiene sobre la EM. Entre ellos se ha descrito
Su accion sobre el sistema inmune, la desmielinizacion y la rotura de la
barrera hematoencefélica (Van-der-Mei et al. 2011; Ascherio et al. 2012).
Estudios recientes han demostrado que los fumadores tienen un riesgo de
hasta 1,5 veces mayor que los no fumadores de desarrollar la enfermedad
(Manouchehrinia et al. 2013; Salzer & Sundstrom 2013; Belbasis et al. 2015).

La vitamina D es una hormona esteroidea que se sintetiza en la piel y cuyos
niveles dependen de la ingesta adecuada de sus precursores y de la
exposicion del individuo a la radiacién ultravioleta. Tal como se comentd
previamente, algunos autores han sugerido que el gradiente de distribucion
geografica observado en la EM se debe a la baja exposicion solar en los
paises con mayor latitud y, por consiguiente, con niveles mas bajos de
vitamina D en sus habitantes (Simpson et al. 2011; Simpson et al. 2015). El
riesgo de desarrollar EM aumenta con los niveles bajos de esta vitamina
(Munger et al. 2006; Belbasis et al. 2015), asi como la posibilidad de tener
nuevos brotes (Simpson et al. 2010), de acumular mayor discapacidad
(Smolders et al. 2008) y de presentar mayor actividad radiol6gica (Mowry et
al. 2012). Dado que hasta ahora no est4 consensuado cudles son los niveles
adecuados o ideales que permitan un correcto funcionamiento del sistema
inmune, actualmente se estan llevando a cabo varios ensayos clinicos con
suplementos de vitamina D como posible tratamiento complementario de la
enfermedad (Burton et al. 2010; Theodoratou et al. 2014).
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Figura 2. Factores de riesgo de EM (adaptada de Oksenberg & Baranzini
2010).

1.1.4. Patogenia

Hoy en dia es bien conocido y aceptado que en la EM se superponen dos
mecanismos patogénicos principales: la inflamacion y la neurodegeneracion
(Sospedra & Martin 2005; Hauser & Oksenberg 2006). Ambos mecanismos
producen afectacion tanto de la sustancia blanca como de la sustancia gris
(Kutzelnigg et al. 2005) que se ven afectadas por fendbmenos inflamatorios
agudos y crénicos (Briick 2005), lesion axonal (Trapp et al. 1998) y pérdida
neuronal (Dutta & Trapp 2007), mecanismos que son responsables de la
progresion de la enfermedad y el desarrollo de discapacidad a largo plazo.

Aungue ambos mecanismos patogénicos aparecen ya desde el inicio de la
enfermedad (Trapp et al. 1998; Kuhlmann et al. 2002), de forma habitual los
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procesos inflamatorios estdn mas presentes en las primeras fases de la
enfermedad mientras que los neurodegenerativos predominan en fases

tardias de la misma (Hauser & Oksenberg 2006; Rose & Carlson 2007).

La cascada inmunopatogénica de la enfermedad (Figura 3) se iniciaria con la
activacion anormal de linfocitos T CD4+ en sangre periférica mediada por las
células presentadoras de antigenos a través del complejo mayor de
histocompatibilidad de clase Il (MHC-II). El factor desencadenante de esta
activacion es desconocido pero probablemente se produzca por fendmenos
de mimetismo molecular de epitopos compartidos entre la mielina y posibles
antigenos infecciosos, o por activacion policlonal a través de superantigenos
bacterianos o viricos. En todo caso, dichos linfocitos activados escapan de
los procesos de autocontrol y autorregulacion especificos del individuo.

Mediante la interaccion entre varias proteinas linfociticas (como las
integrinas) y endoteliales (como las selectinas, las moléculas de adhesion
intercelular-1 [ICAM-1] y las de citoadhesion vascular-1 [VCAM-1]), los
linfocitos activados se adhieren al endotelio, secretan metaloproteasas que
degradan la matriz extracelular y posteriormente migran a través de la barrera

hematoencefélica dentro del SNC.

Una vez dentro del SNC, los linfocitos son reactivados por células
presentadoras de antigenos innatas (como los astrocitos o las células
microgliales) iniciando una respuesta inflamatoria dominada por 3 tipos de
linfocitos T de ayuda o “helpers” (Th):

- Los Thl que liberan interferon gamma (INF-y), factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y varias interleucinas como IL-1, IL-2 e IL-12, lo
gue a su vez activara a otros linfocitos Thl, macréfagos, linfocitos T
CD8+ y astrocitos, que a su vez, mediante la liberacion de mas TNF-q,
radicales libres de oxigeno, oxido nitrico (ON) y glutamato, produciran
desmielinizacion, dafio axonal y lesiéon de oligodendrocitos mediados

por células.

10
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Los Th17 que liberan TNF-a y varias interleucinas como IL-17 e IL-6, y
que tendran efectos tanto pro-inflamatorios como reguladores de la
inflamacion.

Los Th2 que liberan factor de crecimiento transformante beta (TGF-[3)
y varias interleucinas como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Estos
linfocitos, por un lado, promueven la activacion de linfocitos B que a su
vez producen desmielinizacion, dafio axonal vy lesion de
oligodendrocitos mediados por anticuerpos y complemento; y por otro,
tienen una funcién antiinflamatoria que limita y modula la respuesta
pro-inflamatoria mediada por linfocitos Thl. Ademas, estimulan la
proliferacion y remielinizacion de los oligodendrocitos y aumentan la

supervivencia neuronal.

Desde que en 1992 Harding y colaboradores (Harding et al. 1992)

describieron la asociacion de una enfermedad mitocondrial, la neuropatia

Optica hereditaria de Leber (NOHL; OMIM: 535000), con sintomas y lesiones

compatibles con EM en resonancia magnética (RM), el estudio del papel de la

mitocondria en la patogenia de la enfermedad ha sido cada vez mayor (Lu et
al. 2000; Dutta et al. 2006; Mahad et al. 2008; Mahad et al. 2009; Mao &
Reddy 2010; Campbell et al. 2011). De hecho, se sabe que existe disfuncion

mitocondrial en las fases iniciales de la enfermedad y que juega un papel

fundamental en la desmielinizacion y en la degeneracion axonal mediadas

por radicales libres y estrés oxidativo.

11
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BHE: barrera hematoencefalica.
Th: linfocitos T helpers.

LB: linfocito B.

RLT: receptor del linfocito T.

MHC-II: complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II.

IL: interleucina.
INF-y: interferon gamma.
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TGF-B: factor de crecimiento tumoral beta.

12 Continla en la siguiente pagina...
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BHE: barrera hematoencefalica.
Th: linfocitos T helpers.

LB: linfocito B.

RLT: receptor del linfocito T.

MHC-I1I: complejo mayor de
histocompatibilidad de clase II.

IL: interleucina.
INF-y: interferén gamma.
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.

TGF-B: factor de crecimiento tumoral beta.

Figura 3. Esquema de la cascada inmunopatogénica propuesta para la EM.
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1.1.5. Debut clinico

En el 85% de los casos, la EM se manifiesta con el llamado brote, que
consiste en un déficit neuroldgico focal, que dura al menos 24 horas, que no
se acompafa de fiebre, infeccion o cualquier otro proceso desencadenante, y
gue suele mejorar espontaneamente en unas cuantas semanas. Cualquier
déficit que se presente dentro del plazo de un mes a partir del inicio de los
sintomas se considera parte del mismo brote. Los brotes suelen ser el reflejo
clinico de la afectacion inflamatoria de alguna o varias zonas del SNC (nervio
optico, médula espinal, tronco encefalico, hemisferios cerebrales) y, en
funcién de los sintomas originados, se clasifican en monofocales, cuando se
manifiestan con un anico sintoma; o multifocales, cuando se manifiestan con

varios sintomas a la vez.

Los sintomas que aparecen durante el brote (ya sea al inicio o durante el
curso de la enfermedad), dependeran de qué area o areas se afecten por los
fendmenos de inflamacion y neurodegeneracion propios de la enfermedad.
De mayor a menor frecuencia aparecen: alteraciones sensitivas (40%),
alteraciones motoras (39%), alteraciones visuales (30%), fatiga (30%),
trastornos de la coordinacion (24%), disfuncion sexual (20%), alteraciones
genitourinarias o intestinales (17%), dolor (15%) y trastornos afectivos o
cognitivos (10%) (Figura 4).

En un 15% de los casos, los pacientes debutan clinicamente con un déficit
que es progresivo desde el inicio y que se manifiesta habitualmente en forma
de alteracion en la deambulacion debida a afectacion motora de las
extremidades inferiores. Solo un 5% de estos pacientes presentaran, en
algin momento de la evolucion de su enfermedad, algun sintoma compatible
con un brote; sin embargo, la tendencia sera siempre al empeoramiento
progresivo con el paso del tiempo. En general, en EM se utiliza el término
“progresion” cuando se produce un incremento de al menos 1 punto en la
escala utilizada para valorar clinicamente el grado de discapacidad de los
pacientes afectados, la llamada escala ampliada de discapacidad de Kurtzke
(EDSS), durante un periodo de al menos 1 afio (Anexo 1).

14
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Figura 4. Principales sintomas de debut de la EM (modificada de Multiple

Sclerosis International Federation 2013).

1.1.6. Diagndstico
1.1.6.1. La orientacién clinica

El principio bésico para el diagndstico de la EM consiste en establecer que la
actividad de la enfermedad ha afectado a mas de una zona del SNC y que lo
ha hecho en mas de una ocasién. Este Ultimo concepto engloba los dos
requisitos claves para un diagnostico preciso y precoz de la enfermedad: la
diseminacién en espacio (presencia clinica de dos brotes o en la RM de
varias lesiones desmielinizantes que afecten al menos 2 zonas diferentes del
SNC) y la diseminacién en tiempo (aparicion de un nuevo brote clinico o de
lesiones desmielinizantes en la RM en diferentes momentos temporales)
(Compston & Coles 2008).

Un aspecto primordial para el diagnéstico es descartar que los signos y

sintomas que presenta un paciente no puedan ser explicados por otro

15
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proceso patoldgico, por lo cual un buen diagnéstico diferencial tanto clinico
como radiolégico es fundamental (Miller et al. 2008; Katz Sand & Lublin 2013)
(Tabla 1).

1.1.6.2. Las pruebas complementarias

Como se comentd en el apartado anterior, un aspecto fundamental en el
manejo de los pacientes con EM, es realizar un correcto diagndstico
diferencial sabiendo identificar los posibles signos y sintomas atipicos que
nos hagan pensar que el proceso patologico sea otro diferente (Miller et al.
2008). Y aunque la clinica siempre ha sido y sera el pilar fundamental para
guiarnos en este respecto, en los pacientes con EM nos valemos también de
algunas pruebas complementarias que respaldan o contradicen nuestros

hallazgos.

La RM se ha convertido, sin duda, en la prueba complementaria con mayor
rendimiento en el diagnostico de la enfermedad y la mas utilizada a la hora de
confirmar dicho diagnéstico. De hecho, es la principal exploracion
complementaria incluida en los criterios diagnosticos revisados de McDonald
2010 para demostrar la diseminaciéon en espacio y en tiempo. Incluso se
puede hacer el diagnostico de EM con una sola RM si se demuestran
lesiones inflamatorias en diferentes estadios temporales (algunas lesiones
gue captan y otras que no captan contraste) (Polman et al. 2011) (Tabla 3).
Las secuencias mas utilizadas para la valoracion de la enfermedad son las
potenciadas en T1, T2, FLAIR y T1 con Gadolinio (Gd), contraste
endovenoso que altera las propiedades magnéticas de las moléculas de agua
cercanas. En el caso de producirse rotura de la barrera hematoencefalica,
como ocurre cuando existen lesiones con inflamacién aguda en el
parénquima cerebral, el Gd entra en el SNC produciéndose captacion del

mismo.
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Tabla 1. Diagnostico diferencial de la EM (Miller et al. 2008).

Diagndstico diferencial clinico

Diagndstico diferencial en RM

Enfermedad de Behcet

Sindrome de Sjogren

Vasculitis

Lupus eritematoso sistémico
Panarteritis nodosa

Angeitis granulomatosa primaria
Sindrome antifosfolipidico

Sarcoidosis

Enfermedad de Leber

Encefalopatias mitocondriales (MELAS)
Enfermedades lisosomales
Adrenoleucodistrofia

Enfermedad de Wilson

Enfermedad de Whipple

Mielindlisis central pontina
Malformacion de Arnold Chiari
Siringomielia

Quiste aracnoideo

Espondilosis cervical

Esclerosis lateral amiotrofica

Ataxias y paraplejias hereditarias
Lesiones espinales compresivas

Déficit de 4cido fdlico, vitamina B12 o E
Malformacion vascular en tronco cerebral
Enfermedad cerebrovascular isquémica
CADASIL

Sifilis meningovascular

Enfermedad de Lyme

Paraparesia espastica tropical
Leucoencefalopatia multifocal progresiva
Encefalomielitis aguda diseminada
Tumor intracraneal

Linfoma primario del SNC

Sindromes paraneoplésicos del SNC
Trastorno de conversion

Enfermedad de Behcet

Sindrome de Sjogren

Vasculitis

Lupus eritematoso sistémico
Panarteritis nodosa

Angeitis granulomatosa primaria
Sindromes antifosfolipidico

Sarcoidosis

Neuropatia 6ptica isquémica
Enfermedad cerebrovascular isquémica
Enfermedad cerebrovascular hipertensiva
CADASIL

Migrafa

Leucodistrofias

Leucoencefalopatia post-quimioterapia
Leucoencefalopatia post-radioterapia
Infecciones (VIH, HTLV, ltes, Borrelia)
Déficit de vitamina B12

Encefalomielitis aguda diseminada
Cambios relacionados con la edad

CADASIL: Arteriopatia Cerebral Autosémica Dominante con Infartos Subcorticales y Leucoencefalopatia;
MELAS: encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios parecidos a un ictus; VIH: virus de la
inmunodeficiencia humana; HTLV: virus linfocitico T humano; RM: resonancia magnética; SNC: sistema

nervioso central
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La RM también se utiliza como biomarcador pronéstico de la enfermedad.
Asi, la presencia de nuevas lesiones en T2 o de lesiones captantes de Gd se
ha asociado a una mayor probabilidad de aparicion de brotes (Tintoré et al.
2006; Tintore et al. 2015), a un peor pronéstico a largo plazo por acumulo de
discapacidad (Rudick et al. 2006; Fisniku et al. 2008), a una mayor
probabilidad de desarrollar una forma secundaria progresiva (Fisniku et al.
2008) y a un mayor grado de deterioro cognitivo (Rudick et al. 2006). Por
estos motivos, es una herramienta clave en la monitorizacién de la actividad
de la enfermedad y en su respuesta al tratamiento, tanto en la practica diaria
como en los ensayos clinicos (Sormani et al. 2011). En los ultimos afios se ha
demostrado también, que el valor prondstico de la RM puede verse
incrementado al combinarlo con la informacién clinica (nimero de brotes e
incremento de la discapacidad medida mediante la escala EDSS) en aquellos
pacientes que han recibido al menos un afio de tratamiento con interferon
beta. Es lo que se conoce como “Rio-Score” y nos permite diferenciar de
forma precoz los pacientes no respondedores de aquellos respondedores al
tratamiento (Rio et al. 2006; Rio, Castilld, et al. 2009; Rio, Comabella, et al.
2009; Sormani & De Stefano 2013; Sormani et al. 2013; Hyun et al. 2015;
Romeo et al. 2015).

Un estudio sanguineo completo incluyendo los principales marcadores de
autoinmunidad asi como serologias especificas, nos puede ayudar a
descartar muchas de las etiologias mencionadas en la Tabla 1.

El estudio del liquido cefalorraquideo (LCR) en el que se determina la
presencia de bandas oligoclonales de inmunoglobulina G (BOC-IgG) vy el
llamado indice de IgG, coeficiente entre la inmunoglobulina G (IgG) del LCR y
del suero sanguineo, que se considera patoldgico si el valor es 20,7 son
también pruebas rutinarias en el diagnéstico de EM. La presencia de BOC-
IgG en el LCR pero no en el suero sanguineo es indicativa de una sintesis
intratecal exagerada de IgG originada por un namero limitado de clones de
células plasmaticas como respuesta a antigenos lipidicos asociados a la
mielina (Villar et al. 2005; Compston et al. 2006; Link & Huang 2006). Aunque
la presencia de BOC-IgG tiene una sensibilidad 295%, se trata de una prueba
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poco especifica ya que pueden estar presentes en otras enfermedades
neurolégicas de contexto autoinmune entre las que se encuentran
enfermedades desmielinizantes del sistema nervioso periférico (SNP),
infecciones agudas o cronicas del SNC, enfermedades de la motoneurona,
enfermedades inflamatorias sistémicas (sarcoidosis, enfermedad de Sjogren,
lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Behget, sindrome
antifosfolipidico), sindromes paraneoplasicos, linfomas y otras neoplasias del
SNC, o enfermedades neurodegenerativas (Petzold 2013; Stangel et al.
2013).

Si bien en los ultimos criterios diagndsticos revisados de McDonald 2010
(Polman et al. 2011) la determinacién de las BOC-IgG y/o el indice de IgG
solo se incluyen como criterios para diagnosticar la forma progresiva de la
EM (Tabla 3), varios son los autores que sugieren que dicha determinacién
es importante para realizar un buen diagnostico diferencial de la enfermedad
(Alvarez-Cermefio & Villar 2013) y tienen utilidad como biomarcador
prondéstico a largo plazo (Tintore et al. 2007; Comabella & Montalban 2014;
Kuhle et al. 2015; Tintore et al. 2015), ademas de aportar informacién sobre
el “contexto inflamatorio primario” del proceso evitando asi un diagndstico
erréneo (Lin et al. 2012; Petzold 2013; Stangel et al. 2013). Por estos motivos

su determinacion podria ser especialmente Gtil en las siguientes situaciones:

- En pacientes con un primer brote o sospecha de EM pero con RM
normal o con muy pocas lesiones que no cumplen los criterios de
Barkhof para diseminacién en espacio (Anexo 2) o tiempo.

- En pacientes con otras enfermedades neurolégicas que causan
lesiones de sustancia blanca en la RM dificiles de diferenciar de la EM
(como lesiones isquémicas de pequefio vaso 0 migrafia).

- En pacientes con clinica inespecifica pero con una RM que cumple
criterios de Barkhof para diseminacién en espacio o tiempo.

- En pacientes en los que nos replanteamos el diagndstico de EM por

historia clinica dudosa y/o evolucién atipica.
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1.1.6.3. Los criterios diagnésticos

A lo largo de los afos, se han ido proponiendo diferentes criterios para el
diagnéstico de EM basados en aspectos clinicos y diferentes pruebas
complementarias como por ejemplo la determinacién de las BOC-IgG en
LCR, los potenciales evocados y, por su puesto, la RM. Desde los primeros
criterios diagndsticos propuestos por Allison y Millar en 1954 (Allison & Millar
1954), pasando por los mas ampliamente utilizados propuestos por Poser en
1983 (Poser et al. 1983) (Tabla 2), varias han sido las revisiones y
modificaciones con el objetivo de crear unos criterios que fueran aplicables
en todo el mundo, a todas las formas de presentacién clinica de la
enfermedad y con el maximo de sensibilidad y especificidad posibles, que
permitan realizar el diagnostico lo mas pronto posible. Los ultimos criterios
diagnosticos propuestos, y que estan vigentes en la actualidad, son los
revisados de McDonald 2010 (Polman et al. 2011), en los que la RM tiene un
papel fundamental pudiendo incluso hacer el diagnéstico de EM después de
un primer episodio clinico sugestivo de la enfermedad, a partir de una Unica
exploracion radioldgica si se demuestra la necesaria diseminacion en tiempo

y espacio (Tabla 3).

Tabla 2. Criterios de Allison y Millar —izquierda— (Allison & Millar 1954) y

criterios de Poser —derecha— para EM (Poser et al. 1983).

A.  Esclerosis diseminada precoz A.  EMclinicamente definida

1. Sintomas cominmente asociados a la 1. Dos brotes con evidencia clinica de 2 lesiones separadas.
enfermedad. 2. Dos brotes con evidencia clinica de 1, y evidencia
. . . paraclinica de otra lesion separada.
B. Esclerosis diseminada probable o ]
. , . B. EM definida por laboratorio
1. Sintomas cominmente asociados a la 1. Dos brotes y ya sea evidencia clinica o paraclinica de 1
en'fgr_medad. ) ] lesién, ademas de BOC+ o indice elevado de IgG.
2. Déficit focal que remita en el tiempo. 2. Un brote y evidencia clinica de 2 lesiones separadas,
3.  Signos fisicos explicables solo por la ademas de BOC+ o indice elevado de IgG.
esclerosis diseminada. 3. Un brote, evidencia clinica del lesion, y evidencia
paraclinica de otra lesién separada, ademas de BOC+ o
C. Esclerosis diseminada posible indice elevado de IgG.
1. C_asos_ sugestivos de esclerosis C.  EMclinicamente probable
diseminada. 1. Dos brotes y evidencia clinica de 1 lesién.
2. Un brote y evidencia clinica de 2 lesiones separadas.
3. Un brote, evidencia clinica del lesion, y evidencia

paraclinica de otra lesion separada.

D. EM probable por laboratorio
1. Dos brotes y BOC+ o indice elevado de 1gG.

Paraclinica: potenciales evocados, TAC o RM; BOC+: bandas oligoclonales
positivas (al menos 2 en liquido cefalorraquideo y ninguna en suero)
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Tabla 3. Criterios diagndésticos revisados de McDonald 2010 para la EM
(Polman et al. 2011).

Presentacién clinica Datos adicionales para el diagnéstico

22 brotes; evidencia clinica objetiva de 22
lesiones o evidencia clinica objetiva de 1
lesién con evidencia histérica razonable
de 1 brote previo

Ninguno

DE demostrada per 21 lesién en T2 en como
minimo 2 de 4 localizaciones del SNC

=2 brotes; evidencia clinica objetiva de 1  caracteristicas de EM (periventricular,

lesion yuxtacortical, infratentorial, medular); o
esperar por un nuevo brote clinico en una
localizacion diferente del SNC

DT demostrada por presencia simultanea de
lesiones asintomaticas captantes y no
1 brote; evidencia clinica objetiva de =2 captantes de Gd en cualquier momento; o
lesiones nueva lesién en T2 y/o 21 lesién captante de
Gd en una RM de seguimiento; o esperar por
un nuevo brote clinico

DE y DT, demostrados por:

DE: 21 lesion en T2 en como minimo 2 de 4
localizaciones del SNC caracteristicas de EM
(periventricular, yuxtacortical, infratentorial,
medular); o esperar per un nuevo brote
1 brote; evidencia clinica objetiva de 1 clinico en una localizacion diferente del SNC
lesién (SCA)
DT: presencia simultdnea de lesiones
asintomaticas captantes y no captantes de
Gd en cualquier momento; o nueva lesién en
T2 yl/o 21 lesién captante de Gd en una RM
de seguimiento; o esperar por un nuevo
brote clinico

1 afio de progresién retrospectiva o
prospectiva de la enfermedad y 2 de los 3
criterios siguientes:

1- Evidencia per DE por 21 lesion en
Progresién neurolégica sugestiva de EM localizaciones del SNC caracteristicas de
(EM primaria progresiva) EM (periventricular, yuxtacortical o
infratentorial)
2- 22 lesiones en la médula
3- BOC positivas en LCR mediante IEF y/o
indice IgG elevado

DE: diseminacién en espacio; DT: diseminacién en tiempo; SNC: sistema nervioso central; SCA:
sindrome clinicamente aislado; Gd: Gadolinio; EM: esclerosis multiple; BOC: bandas oligoclonales;
LCR: liquido cefalorraquideo; IEF: inmunoelectroforesis; IgG: inmunoglobulina G
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1.1.7. Curso clinico e historia natural

La EM se ha clasificado tradicionalmente desde un punto de vista clinico en:
remitente-recurrente (EMRR), secundaria progresiva (EMSP), primaria
progresiva (EMPP) y progresiva-recurrente (EMPR) (Lublin & Reingold 1996)
(Figura 5).

Figura 5. Formas clinicas de la EM (adaptada de Lublin & Reingold 1996).

Recientemente, el mismo Lublin junto con un grupo de colaboradores (Lublin
et al. 2014) han propuesto una nueva definicion de las formas clinicas
clasicas (sindrome clinicamente aislado — SCA —, EMRR y EM progresiva) en
base a la actividad y a la progresion tanto clinica como radiol6gica con el
objetivo de categorizar mejor la enfermedad.

Como se menciono anteriormente, el 85% de los pacientes con EM presentan
un brote como primera manifestacion de la enfermedad en lo que se conoce

como SCA. Ademas de los sintomas tipicos antes mencionados, una premisa
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esencial a la hora de pensar en un SCA es la ausencia de cualquier
antecedente neurolégico. La probabilidad de que se produzca un nuevo brote
dependera de varios factores como la edad de inicio, la presencia de BOC-
IgG en el LCR, el inicio de tratamiento inmunomodulador (TIM) v,
especialmente, del nimero de lesiones desmielinizantes en la RM inicial
(Tintore et al. 2015). Aunque por historia natural suelen ocurrir entre 1y 2
brotes durante el primer afio de evolucién de la enfermedad, esta cifra
desciende a 0,3-0,5 brotes por afio transcurridos los 10 primeros afos de
evolucion (Scalfari et al. 2010).

Cuando un paciente presenta nuevos brotes sin progresion clinica entre ellos,
estamos ante una EMRR, siendo ésta la forma clinica mas frecuente de la
enfermedad. Sin embargo, 8 de cada 10 pacientes con esta forma clinica
dejaran de presentar brotes (o los haran con una frecuencia muy baja) e
iniciaran un empeoramiento progresivo al cabo de 10 a 15 afios de evolucion
(forma EMSP) (Pittock et al. 2004; Confavreux & Vukusic 2006) (Figura 6).

Como se comentd previamente, un 15% de pacientes debutan clinicamente
con un cuadro de déficit progresivo que se mantendra a lo largo de la
evolucion de la enfermedad (forma EMPP). De estos, un 5% pueden
desarrollar sintomas compatibles con un brote (forma EMPR) (Figura 5).

Aunque no se considera actualmente como una forma clinica de la
enfermedad, a medida que pasan los afios y debido especialmente al uso
mas generalizado de la RM a nivel mundial, se estan identificando sujetos
con lesiones de caracteristicas desmielinizantes tipo EM pero que no han
presentado en ningln momento sintomas compatibles con un brote. Es lo

gue se conoce como sindrome radiolégicamente aislado (SRA).
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Figura 6. Representacion esquematica del curso clinico de la EM (modificada
de Multiple Sclerosis International Federation 2013).

En la gran mayoria de sujetos en quienes se diagnostica un SRA, el motivo
por el cual se realiza la RM es la cefalea, seguido de otras causas como el
traumatismo craneoencefalico (Granberg et al. 2013). Este grupo de sujetos
fue inicialmente categorizado por Okuda y colaboradores en el 2009 (Okuda
et al. 2009). Estos autores propusieron también unos criterios diagnosticos
basados en las caracteristicas de las lesiones y en el cumplimiento de =3 de
los criterios de Barkhof para diseminacion en espacio (Tabla 4). Aunque no
se tienen datos precisos sobre la prevalencia e incidencia de esta forma
preclinica de la enfermedad debido a su baja frecuencia, hay datos que
sugieren que aproximadamente un 30% de los sujetos tendran un primer
brote (SCA) en un periodo de 5 afos, dependiendo de varios factores de
riesgo demogréficos, clinicos y radiologicos, entre los cuales destacan: una
edad precoz de identificacion de las lesiones (fundamentalmente <37 afios),
el género masculino y la presencia de lesiones medulares o de lesiones
captantes de Gd en la RM (Okuda et al. 2014).
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Tabla 4. Criterios de Okuda para el diagnéstico de SRA (Okuda et al. 2009).

A. RM con evidencia de lesiones incidentales de sustancia blanca que cumplan los
siguientes criterios:

1. Lesiones ovoides, bien circunscritas y homogéneas. Con o sin afectacion
del cuerpo calloso.

2. Lesiones hiperintensas en T2 con un diametro >3 mm y que cumplan 3 6 4
de los criterios de Barkhof para diseminacién en espacio.

3. Las lesiones no deben tener un patrén vascular.
No historia clinica previa de brotes.

C. Laslesiones de la RM no justifican otra sintomatologia que comprometa el
desempenio social, ocupacional o general del sujeto.

D. Las lesiones no se justifican por el uso de drogas, sustancias téxicas o alguna
condicién médica.

E. Se excluirdn los individuos con una RM sugestiva de leucoaraiosis o afectacion
extensa de la sustancia blanca sin afectacion del cuerpo calloso.

F. Las lesiones de la RM no se pueden justificar por otro proceso.

La evolucion de la enfermedad por historia natural es hacia la cronicidad y la
acumulacion de discapacidad tanto fisica como cognitiva debido al proceso
neurodegenerativo subyacente, al acimulo de lesiones en la RM, a la lesion
axonal y a la pérdida de volumen cerebral (Figura 7). Esto produce un
impacto socioecondmico muy elevado no solo para los pacientes sino para la
sociedad en general (Andlin-Sobocki et al. 2005). Asi, se sabe que a los 15
afos del diagnostico, aproximadamente 2/3 de los pacientes han dejado de
trabajar a causa de la enfermedad y no tienen ningun trabajo remunerado
(Rao et al. 1991). Ademas, la limitacion en las relaciones personales, sociales
y familiares afecta de forma directa a la calidad de vida de los pacientes y a la
de sus familiares (Izquierdo 2014).

Segun un estudio reciente, en Espafia el coste total de la enfermedad es de
unos 1.200 millones de euros al afio, de los cuales un 16-18% corresponden
al tratamiento, siendo la mayoria debido a costes directos derivados de la
atencion sanitaria incluyendo el proceso diagnéstico, y a los costes indirectos
como la pérdida de productividad laboral a largo plazo (Izquierdo 2014).
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Figura 7. Esquema de la historia natural de la EM (adaptada de Compston et
al. 2006).

Los pacientes con EM presentan una disminucion de la esperanza de vida de
entre 5 y 10 afios respecto a la poblacion general (Brgnnum-Hansen et al.
2004). Dicha mortalidad esta relacionada fundamentalmente con el grado de
discapacidad y la aparicién de complicaciones infecciosas, principalmente de
la piel, los pulmones y la vejiga urinaria (Compston & Coles 2008).

1.1.8. Tratamiento

Actualmente no existe ningun tratamiento curativo para la EM. El objetivo
principal del manejo farmacologico de base es el de disminuir la actividad
inflamatoria de la enfermedad e intentar retrasar la aparicion de la fase
progresiva de la misma. Para ello, disponemos de una serie de farmacos que
nos permiten “modular’ el sistema inmunitario y mejorar la actividad
inflamatoria tanto a nivel clinico como radiolégico. Sin embargo, la gran
asignatura pendiente en cuanto al tratamiento de la EM es la de actuar sobre
el proceso neurodegenerativo con el objetivo de intentar frenar la progresion

de la enfermedad y la discapacidad.

26



Estudio EMGypsy INTRODUCCION

Los primeros ensayos clinicos con farmacos para la EM surgieron en los
afos 90 y desde entonces la investigacion ha ido en aumento. Muchos de
estos farmacos han demostrado diversos grados de eficacia que
generalmente van ligados a un determinado perfil de efectos adversos y de
seguridad por lo que actualmente se utilizan dependiendo de las
caracteristicas clinicas y radiolégicas de los pacientes, de forma que cada
vez se es mas capaz de seleccionar al paciente mas adecuado para un
farmaco concreto, a la dosis mas adecuada y en el momento mas oportuno

de su enfermedad. Es lo que se conoce como medicina personalizada.

Actualmente disponemos de 9 farmacos diferentes aprobados por las
autoridades sanitarias de nuestro entorno como TIM para pacientes con EM:
interferon-p (Betaferon®, Extavia®, Rebif®, Avonex®, Plegridy®), acetato de
glatiramero (Copaxone®), natalizumab (Tysabri®), fingolimod (Gilenya®),
teriflunomida (Aubagio®), dimetilfumarato (Tecfidera®), alemtuzumab
(Lemtrada®), mitoxantrona (Novantrone®) y azatioprina (Imurel®). Ademas,
muchos otros farmacos se estan valorando en ensayos clinicos de fase Il y Il

como potenciales nuevos tratamientos futuros para la enfermedad.

Todos estos farmacos estan indicados en formas en brote de la enfermedad y
solamente Betaferon®, Extavia® y Rebif® en formas EMSP con evidencia de
actividad inflamatoria. Tysabri®, Gilenya® y Lemtrada® estan indicados en
formas muy activas de la enfermedad. Novantrone® e Imurel® practicamente

no se utilizan en la actualidad.

Estos farmacos tienen un perfil de eficacia variable que se refleja sobre todo
en la reduccion de la tasa anual de brotes y en la reduccion de la actividad
radiologica de la enfermedad. Refiriéndonos solo a aquellos farmacos de uso
habitual en la practica clinica, dicha eficacia es de =30% para el interferon-j3,
el acetato de glatirAmero y la teriflunomida, de =60-70% para el natalizumab y
el fingolimod, y de =80% para el alemtuzumab. Como se comentd
previamente, este grado de eficacia suele ser directamente proporcional al
perfil de efectos adversos siendo leves o moderados pero relativamente
frecuentes e incébmodos para el caso de los farmacos con una eficacia menor:

sintomas pseudo-gripales (interferon-B), sintomas post-puncionales de
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duracion breve en forma de taquicardia, disnea y enrojecimiento (acetato de
glatirdimero), efectos locales producto de las repetidas inyecciones
subcutaneas (interferon-p y acetato de glatirdmero), efectos que requieren
monitorizacion periddica como la leucopenia y la hepatotoxicidad (interferon-f3
y teriflunomida), “flushing” y dolor abdominal (dimetilfumarato); o pudiendo
ser potencialmente mas graves aunque menos frecuentes para el caso de los
farmacos con una eficacia mayor: efectos sobre la conduccion cardiaca, el
riesgo de infecciones oportunistas y el riesgo de edema macular (fingolimod),
riesgo de leucoencefalopatia multifocal progresiva (natalizumab, fingolimod y
dimetilfumarato), alteraciones tiroideas, purpura trombocitopénica idiopatica y

nefropatias autoinmunes (alemtuzumab).

A pesar de que se dispone de un amplio arsenal farmacolégico para el
tratamiento de base de la EM, muchos pacientes responden de forma
subdptima y contintan presentando brotes y aumento de la discapacidad. En
los dltimos afios se estan realizando grandes esfuerzos en identificar qué
factores (genéticos, moleculares, ambientales) justifican esta mala respuesta
y qué indicadores clinico-radiolégicos nos permiten reconocer de forma
precoz a los pacientes que tendran dicha respuesta subdptima a los
diferentes tratamientos con el fin de poner en préactica y validar la llamada

medicina personalizada.

De la misma forma, diferentes sociedades cientificas, a causa de las diversas
y multiples alternativas terapéuticas con diferente eficacia en cada forma
clinica de la enfermedad y con un perfil riesgo/beneficio propio, han
propuesto algoritmos que son utiles para ayudar a tomar decisiones
terapéuticas en la practica clinica diaria (AIAQS 2012) (Figuras 8y 9).
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Figura 8. Algoritmo de tratamiento para la EMRR propuesto por I’Agéncia
d’Informacid, Avaluacio i Qualitat en Salut (AIAQS) en el 2012 (AIAQS 2012).
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Figura 9. Algoritmo de tratamiento para la EMSP propuesto por la AIAQS en
el 2012 (AIAQS 2012).
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1.2. GENETICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

1.2.1. Las bases genéticas en la expresién de una enfermedad

La secuencia completa del acido desoxirribonucleico (ADN) humano se
conoce como genoma y se encuentra distribuido en 46 cromosomas: 23 de

ellos provenientes de un progenitor y 23 del otro.

El conjunto completo se conoce como genoma diploide mientras que la
informacion proveniente de cada progenitor se conoce como genoma

haploide.

El genoma haploide contiene aproximadamente 3.000 millones de pares de
bases (3.000 Mb) que codifican alrededor de 25.000 genes repartidos entre
los 23 cromosomas (Burton et al. 2005). Un par de bases consiste en dos
nucledtidos opuestos y complementarios en las cadenas de ADN unidos
mediante puentes de hidrégeno. En el ADN los cuatro nucleétidos existentes

son la adenina, la timina, la guanina y la citosina.

Por otro lado, un gen se define como una secuencia de nucledtidos que
contiene la informacion necesaria para la sintesis de una macromolécula con

funcion celular especifica, habitualmente proteinas.

Sin embargo, un gen estd compuesto tanto de material genético codificante,
es decir aquel que posee la informacion necesaria para la sintesis proteica
(exones), asi como de ADN no codificante (intrones). Durante el proceso de
sintesis, pequefias regiones exémicas compuestas por tripletes de
nucledtidos (codones) son traducidas en aminoacidos especificos que

conformaran una determinada proteina.

Se estima que un 98% del genoma humano corresponde a ADN no
codificante, mientras que solo un 1,5-2% corresponde a ADN codificante
(Passarge 2007). (Figura 10).
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Figura 10. Esquema representativo del genoma y sus principales elementos.

La variabilidad genética humana es el conjunto de variaciones que distinguen
unos individuos de otros o poblaciones enteras de otras y que son
primordiales para la evolucion de la especie, ya que segun el teorema
fundamental de la seleccion natural, en términos generales, cuanta mas
variabilidad genética exista en una poblacién, mayor sera el ritmo de su
evolucion (Fisher 1930). Al comparar el genoma de dos individuos no
relacionados entre si, veremos que el 99,9% de su material genético sera
similar; mientras que el 0,1% restante representara dicha variabilidad

genética (Figura 11).

Una gran cantidad de dichas variaciones genéticas no tienen consecuencias
patolégicas para los individuos o simplemente justifican una mayor
predisposicion a padecer una determinada enfermedad o una mayor
respuesta a un farmaco; son los llamados polimorfismos y se encuentran en
>21% de la poblacion general. Dentro de los polimorfismos, hablamos de

variantes raras cuando se encuentran entre el 1 y 4 % de la poblacion y

variantes frecuentes cuando se encuentran en 25%. Se sabe que >90% de
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los polimorfismos corresponden a variantes frecuentes (Figura 11) (The
International HapMap Consortium 2003). Por otro lado, cuando las
variaciones genéticas se encuentran presentes en <1% de la poblacién
general, causando efectos deletéreos importantes en los individuos
afectados, se llaman mutaciones (Passarge 2007). Este porcentaje tiene su
explicacion debido a que las mutaciones producen efectos graves sobre la
expresion de proteinas reduciendo drasticamente la probabilidad de
reproduccion de los individuos afectados, y por tanto de poder ser heredadas
a lo largo del tiempo (Mullen et al. 2009) (Figura 11).

Figura 11. Representacion esquematica de la variabilidad genética entre

seres humanos.

Ante una determinada enfermedad, y pensando en términos genéticos,
siempre nos preguntamos si cabe la posibilidad de que los signos y sintomas

observados en un paciente (fenotipo) se justifiquen por una variacion
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genética especifica (genotipo). O por el contrario, si es que un conjunto de
variaciones genéticas con un poder patogénico menor al considerarlas de
forma aislada estan ejerciendo un efecto sumatorio confiriendo al individuo
cierta “susceptibilidad genética” a padecer una enfermedad. Un abordaje
ideal para identificar dichas variaciones seria secuenciar y comparar el
genoma completo de afectados y no afectados. Sin embargo, actualmente y a
pesar de los progresos tecnoldgicos, este abordaje, aunque posible, no se
considera practico por la inversion excesivamente alta de tiempo y recursos

econOmicos que se requeririan.

Partiendo del hecho de que solo en unas cuantas enfermedades sabemos
con certeza que una o varias mutaciones explican plenamente los rasgos
fenotipicos observados; mientras que en otras no es este el caso, las
enfermedades con componente genético se clasifican en: a) enfermedades
con rasgos mendelianos o monogénicas y b) enfermedades

genéticamente complejas o poligénicas (Passarge 2007) (Figura 12).

Figura 12. Clasificacion de las enfermedades con componente genético.
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En las enfermedades monogénicas, el principal objeto de estudio es el
individuo afectado y sus familiares mas cercanos. En este tipo de
enfermedades se observa un determinado fenotipo que segrega a través de
los miembros de la familia en un patrén claramente discernible y que sigue
las leyes mendelianas (Mendel 1866). En estas condiciones, las variantes
responsables de la enfermedad son esenciales para el desarrollo de la
misma, confiriendo un riesgo elevado cuando son heredadas (es decir tienen
una alta penetrancia). Remitiéndonos a la Figura 13, este tipo de
enfermedades corresponderia al “modelo de variaciones raras” (Figura 13, C
y D). De esta forma, el fenotipo de cualquier individuo ya sea afectado o no
afectado puede predecir de forma importante su genotipo subyacente y se
utiliza como “marcador” para el abordaje genético de la enfermedad. Algunos
ejemplos de enfermedades monogénicas son la anemia de células
falciformes (OMIM: 603903), la fibrosis quistica (OMIM: 219700), la
fenilcetonuria (OMIM: 261600), la hemocromatosis (OMIM: 235200) y la
enfermedad de Huntington (OMIM: 143100), entre otras.

En el caso de las enfermedades genéticamente complejas, no se puede
demostrar la influencia de un Unico gen como el causante de la enfermedad
sino que la enfermedad es resultante de la participacion de una serie de
genes que pueden interactuar entre si y junto a otros factores como los
ambientales, confirieren en todo caso “susceptibilidad” a padecerla. A
diferencia de las enfermedades monogénicas, los genes responsables
probablemente no sean mutaciones que codifiquen un producto aberrante de
un gen, sino mas bien polimorfismos frecuentes que ejercen solo un efecto
relativamente menor sobre la funcién de la proteina. Remitiéndonos a la
Figura 13, este tipo de enfermedades corresponderia al “modelo de
variaciones comunes” (Figura 13, Ay B). Algunos ejemplos de enfermedades
poligénicas son la hipertensién arterial (OMIM: 145500), la diabetes mellitus
(OMIM: 125853), el asma (OMIM: 600807), la retinitis pigmentaria (OMIM:
268000) y el cancer (OMIM: dependiendo del tipo de cancer), entre otras.
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Figura 13. Modelos de variabilidad genética (modificada de Mullen et al.
2009).

Esquema que muestra los modelos de variabilidad genética. A: Inicialmente no existian
cambios genéticos intergeneracionales (puntos azules) hasta la aparicién de variaciones sin
efectos graves en la expresion proteica (polimorfismos) que se extendieron a lo largo de las
generaciones (>1%). B: Dichos polimorfismos justifican, por ejemplo, la mayor predisposicion
a padecer ciertas enfermedades. C: Cuando aparecian variaciones con un gran efecto sobre
la expresion proteica (mutaciones), la probabilidad de reproduccién del individuo era muy
baja por lo que tendian a desaparecer a lo largo del tiempo (<1%). D: Dichas mutaciones son

en gran parte las causantes de la enfermedad.
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La EM (OMIM: 126200) se considera una enfermedad genéticamente
compleja o poligénica (Roberts et al. 1979), sin un patron de herencia
claramente definido, en donde factores genéticos y ambientales han
demostrado algun tipo de asociacion patogénica sin que se conozca, hasta
ahora, el mecanismo especifico que desencadena la enfermedad
(Oksenberg & Baranzini 2010) (Figura 2).

1.2.2. Abordaje genético clasico de la EM

El primer registro histérico que se tiene sobre la posible influencia familiar en
el desarrollo de la EM fue descrito por Eichhorst en 1896 (Eichhorst 1896)
(Figura 14).

Archiv
fiir

pathologische Anatomie und Physiologie

und fiir

klinische Medicin.

Bd. 146. (Vierzehnte Folge Bd. VI.) HIft. 2.

X.
Ueber infantile und hereditiire multiple Sklerose.

Von Prof. Dr. Hermann Eichhorst

in Zirich,

Figura 14. Articulo publicado por Eichhorst en 1896 (Eichhorst 1896).
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Inicialmente el abordaje del conocimiento genético de la EM se basaba en las
caracteristicas epidemioldgicas, ya que no se disponia de estudios
moleculares. De esta forma, estudiando el parentesco en familias afectadas
(familias multiplex —familias con mas de un miembro afectado—, gemelos
monocigotos y dicigotos, hermanastros, pacientes adoptados, conyuges,
familias simplex —familias con solo un miembro afectado-) y las diferencias
observadas en el género, etnia y raza, ya a inicios de los afios 20 se postuld
gue dichas diferencias podrian ser explicadas por la influencia genética
(Davenport 1922). Al mismo tiempo, estos estudios pusieron en evidencia
gue la EM no presentaba un patron de herencia monogénico o mendeliano,
dejando entrever no solo la posible influencia de otros factores como los
ambientales en su desarrollo sino también las futuras dificultades que

surgirian en el andlisis genético de la misma.
1.2.2.1. Estudios en grandes series de familias multiplex

El reconocimiento de que la EM ocurre mas frecuentemente en los familiares
de pacientes afectados es un hecho que ya se observd en los primeros
estudios epidemioldgicos (Pratt et al. 1951). Efectivamente, entre un 15-20%
de pacientes (cifra significativamente mas alta que la esperada por el azar)
refieren antecedentes familiares de la enfermedad (Compston & Coles 2002).
Estos datos epidemiolégicos rapidamente promovieron el registro sistematico
de familias con mas de un miembro afectado (familias multiplex) con el
objetivo de analizar y determinar un posible patrén de herencia. Asi, antes del
advenimiento de la genética molecular tal y como la conocemos actualmente,
el estudio de la susceptibilidad genética para la EM se realizaba sobre todo
en base al analisis de los arboles genealégicos de familias multiplex
(Compston et al. 2006) (Figura 15).

A continuacion, se describira, de forma breve, los principales registros de
familias multiplex a nivel mundial, junto a diferentes series poblacionales

recogidas entre los afios 1986 y 2002.
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Figura 15. Abordaje genético clasico de la EM en base al estudio de los

arboles genealdgicos (modificada de Compston et al. 2006).

1.2.2.1.1. La serie canadiense

En 1986, Sweeney y colaboradores (Sweeney et al. 1986) analizaron mas de
239.000 registros neuroldgicos en la provincia de Columbia Britanica
identificando un total de 4.620 casos de EM. El analisis demostré una historia
familiar de EM en el 20% de los familiares de primero, segundo y tercer
grado. En esta serie, el riesgo mas elevado de padecer EM fue observado en
las hermanas de las mujeres afectadas (5,6%), seguido de los hermanos de
un familiar afectado (4%), hijos (2,5%) y familiares de segundo y tercer grado
(1,5%) (Sadovnick 1994; Sadovnick et al. 1988; Sadovnick & Baird 1988).

Los datos analizados a lo largo de los afios mostraron un riesgo global de
padecer EM del 0,2% para la poblacion general, un 3% para los familiares de

primer grado y un 1% para los de segundo grado. Esto representaba un
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riesgo relativo de 20 para los familiares de primer grado y 5,5 para los de

segundo grado.
1.2.2.1.2. Las series britanicas

En 1982, Roberts y Bates (Roberts & Bates 1982) analizaron 206 pacientes
con EM y sus familias en el noreste de Inglaterra. Con posterioridad,
Robertson y colaboradores (Robertson et al. 1995) analizaron de forma
similar a 563 pacientes con EM en la Anglia oriental. En estas series el riesgo
mas elevado de padecer EM fue observado en las hermanas (4,4%) y
hermanos (3,2%) de los afectados, seguido de los padres (2,1%), hijos
(1,8%) y sobrinos (1,3%). En concreto, el riesgo relativo de padecer EM fue
de 9,2 para los familiares de primer grado, 3,4 para los de segundo grado y
2,9 para los de tercer grado.

Dos estudios adicionales son de especial interés por las caracteristicas de la
poblacién en cuestion. En el primero de ellos Roberts y colaboradores
(Roberts et al. 1979; Roberts 1991) describieron 51 pacientes con EM
comparados con controles originarios de las islas Orkney en el norte de
Escocia. En esta serie se observdé un coeficiente de consanguinidad
aumentado tanto para pacientes como para controles sin observarse
diferencias entre los coeficientes de parentesco. El riesgo de padecer EM en
los familiares de los pacientes afectados fue menor que el observado en las
otras series (1,6% para hermanos/hermanas, 1,5% para los padres y 1,2%
para familiares de segundo y tercer grado). En el segundo estudio, también
Roberts y colaboradores (Roberts et al. 1983) describieron 31 pacientes con
EM comparados con controles originarios de las islas Shetland en el noreste
de las islas Orkney. En esta serie, los pacientes con EM no diferian de la
poblacién general, excepto en tener una frecuencia ligeramente mas elevada
de familiares con EM. Los hallazgos observados en estos dos articulos en
nacleos poblacionales aislados, permitieron concluir a Roberts vy
colaboradores que la susceptibilidad genética para la EM solo podia ser
explicada mediante un modelo poligénico con una contribucion significativa
de los factores ambientales. Fue la primera vez que se hablaba de este tipo

de modelo asi como del probable sustrato multifactorial de la enfermedad.
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1.2.2.1.3. Otras series europeas

En 1994, Wikstrom (Wikstrom 1994) estudié una pequefia area rural del oeste
de Finlandia donde el 29% de 51 pacientes tenian historia familiar de EM con
un riesgo de recurrencia entre hermanos del 2,5%. Aunque este estudio es
pequefio podria ser de especial interés ya que recoge informacién de familias
del sur de Ostrobotnia, region donde se ha implicado al gen de la proteina
bésica de la mielina en la aparicién de la enfermedad (Pihlaja et al. 2003).

El mismo afo, Binzer y colaboradores (Binzer et al. 1994) comunicaron una
alta frecuencia de EM en un pequeiio distrito rural del norte de Suecia en el
gue el 67% de 33 pacientes tenia algun tipo de parentesco entre ellos. Sin
embargo, aunque se observo una tasa de endogamia elevada, la prevalencia
de la enfermedad en esta area no fue significativamente mas alta que la de

otras comunidades aisladas.

Ese mismo afo, Roth y colaboradores (Roth et al. 1994) estudiaron 7.802
familiares de pacientes franceses con EM de los cuales 170 tenian alguno de
sus padres afectados y que se distribuian de la siguiente manera: 72 pares
de madre-hija, 48 pares de padre-hijo, 37 pares de padre-hija 'y 13 pares de
madre-hijo.

Posteriormente, en 1997, Carton y colaboradores (Carton et al. 1997)
comunicaron el riesgo de recurrencia para EM en 22.351 familiares de 674
pacientes provenientes de la regién belga de Flandes. La frecuencia de
historia familiar en la EM fue del 15%. En esta serie, 85 de 104 pacientes
provenientes de familias multiplex tenian un familiar afectado, 14 de 104
tenian dos y 5 de 104 tenian tres familiares afectados. El 20% de familias no
aceptd participar en el estudio. El riesgo de recurrencia para los padres fue
de 1,6%, para hermanos de 2,1% y para tios/tias del 0,7%. Con ello, el riesgo
relativo era 10-12 veces mayor para los familiares de primer grado y del triple

para los de segundo grado.
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En el 2002, Montomoli y colaboradores (Montomoli et al. 2002) comunicaron
un alto riesgo de recurrencia (4,7%) para los hermanos del caso indice en
una regién de Cerdefia genéticamente homogénea y con una alta prevalencia
de EM, con un riesgo relativo de 31 comparado con la poblacién general. La
recurrencia mas alta se observd en hermanos de pacientes con edad de
inicio temprana de la enfermedad. En una evaluacion mas detallada de 2.971
hermanos de 901 pacientes con EM provenientes de Cerdefia, Marrosu y
colaboradores (Marrosu et al. 2002), identificaron a 59 hermanos afectados
(2%) correlacionando el riesgo de recurrencia con la edad joven al inicio
(riesgo relativo de 2,3) y la presencia de otro familiar afectado (riesgo relativo
de 2,9). En uno de los municipios analizados, se observé un efecto fundador,

en el que 11 casos fueron descendientes de 3 antecesores comunes.

Un resumen de los resultados observados en estas series puede consultarse

en la Tabla 5.

Tabla 5. Resumen de los datos obtenidos en los diferentes estudios
epidemiolégicos en familias con EM.

Series de Numero de Riesgo global Riesgo global

pacientes  Pacientes EMen 1°(RR) EM en 2° (RR) Referencias

Canadiense 4.620 3% (20) 1% (5,5) Sweeney et al. 1986
Britanicas 769 3,2-4,4% (9,2)  1,3% (3,4)  Roberts & Bates 1982;
’ 70 AN Robertson et al. 1995
Roberts et al. 1979;
Islas Orkney 51 1,6% (-) 1,2% (-) Roberts 1991; Roberts
etal. 1983
Finlandesa 51 2,5% (-) - Wikstrom 1994
Sueca 33 2,5% (-) - Binzer et al. 1994
Belga 674 2,1% (10) 0,7% (3) Carton et al. 1997
Italiana Montomoli et al. 2002;
(Cerdefia) 901 2% (31) ) Marrosu et al. 2002

EM: esclerosis multiple; 1°: familiar de primer grado; 2°: familiar de segundo grado; RR: riesgo relativo
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1.2.2.2. Estudios en gemelos

Una de las caracteristicas interesantes en el estudio de familias con
enfermedades genéticamente complejas incluyendo la EM, es el estudio de
concordancia en gemelos (Tajiri et al. 2010; Ramanujam et al. 2011; Mirea et
al. 2013; Neuhaus et al. 2015). En términos fenotipicos, cuando estudiamos
gemelos nos referimos a “concordantes” cuando comparten la enfermedad y
“no concordantes” cuando no lo hacen. En este grupo de pacientes
esperariamos que la concordancia clinica fuera mas elevada que en otros
familiares o que en la poblaciéon general, dado el sustrato genético que
comparten, y aunque en el caso de gemelos dicigotos la influencia genética
no es muy diferente a la observada en hermanos no gemelos, ellos se
expondrian a factores ambientales muy similares tanto antes como después

del nacimiento que llevarian en ultimo caso a aumentar dicha concordancia.

En 1951, Thums (Thums 1951) identificé 96 pacientes con EM que tenian un
gemelo vivo. Analizando un total de 13 gemelos monocigotos y 30 dicigotos
observd que solo una pareja de gemelos monocigotos fue concordante,

mientras que todos los gemelos dicigotos fueron no concordantes.

En 1958, Mackay y Myrianthopoulos (Mackay & Myrianthopoulos 1958)
analizaron a 39 gemelos monocigotos y 29 dicigotos en los que no
observaron diferencias en los porcentajes de concordancia (23% para
monocigotos y 21% para dicigotos). Sin embargo, y tal como reconocieron los
mismos autores en un trabajo de 1966 (Mackay & Myrianthopoulos 1966),
dicha muestra se encontraba claramente sesgada ya que existia un mayor
namero de gemelos monocigotos. Un dato interesante obtenido de este
trabajo es que el 67% de las familias con gemelos concordantes tenian casos
adicionales de EM dentro de la misma familia, en comparacion con solo un
10% de las familias con gemelos no concordantes. Los autores propusieron
un modelo genético recesivo para explicar estos hallazgos sin considerar una
posible herencia poligénica tal como lo consideré Roberts en su trabajo de
1979 (Roberts et al. 1979).
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En 1968, Cendrowski (Cendrowski 1968) observé concordancia en 3 parejas
de gemelos dicigotos identificados a partir de un estudio epidemioldgico de
30 pacientes. También analizé 13 estudios previos y observd concordancia
en el 15% de gemelos dicigotos. Posteriormente, en 1969 el mismo autor
junto a otros colaboradores (Cendrowski et al. 1969) reportdé una
concordancia significativamente mas alta (27%) en gemelos monocigotos que
en dicigotos (13%).

En 1980, Williams y colaboradores (Williams et al. 1980) analizaron 12
parejas de gemelos monocigotos y 12 de dicigotos que presentaban una
concordancia del 50% y del 17%, respectivamente. Este estudio fue el
primero en usar marcadores de laboratorio como indice de enfermedad
subclinica, y observaron que aquellos gemelos con la enfermedad mas
reciente, tenian un mayor nivel de IgM que de IgG en el LCR. Ademas, los
autores remarcaban que la mayoria de gemelos monocigotos concordantes

tenian una edad mayor de 50 afos.

En 1984, Xu y McFarlin (Xu & McFarlin 1984) demostraron la presencia de
BOC-IgG en 4 de los hermanos no afectados pertenecientes a 4 parejas de
gemelos monocigotos y en 8 pertenecientes a gemelos dicigotos. Esta misma
cohorte fue usada posteriormente en 1993 por Utz y colaboradores (Utz et al.
1993) para llevar a cabo estudios genéticos comparativos relacionados con la
respuesta inmunoldgica, en los que observaron que los gemelos
concordantes activaban los mismos receptores de células T, mientras que los
gemelos no concordantes activaban otros diferentes dentro del mismo

receptor.

En cuanto a estudios basados en poblaciones de gemelos, Bobowick y
colaboradores en 1978 (Bobowick et al. 1978) estimaron la frecuencia de EM
en 16.000 parejas masculinas de gemelos registrados a través del servicio
militar. Solo se observd concordancia en una pareja de gemelos monocigotos
sin poderse demostrar concordancia en parejas de dicigotos. En 1982,
Sadovnick y colaboradores (Sadovnick et al. 1982) utilizando el registro
danés de EM y gemelos identificaron 47 parejas de gemelos, observando

concordancia en el 21% de los monocigotos y solo en el 4% de los dicigotos.
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Kinnunen y colaboradores en 1988 (Kinnunen et al. 1988) analizaron 13.064
parejas de gemelos a partir de un registro escandinavo. Se identificaron 11
parejas de gemelos monocigotos pero solo 7 pudieron ser estudiadas.
Asimismo, se identificaron 10 parejas de gemelos dicigotos de las que solo
pudieron ser estudiadas 6 parejas. Finalmente se observé concordancia en 2
parejas de gemelos monocigotos y en ninguna de las parejas de dicigotos. En
el 2001, Bergkvist y Sandberg-Wollheim (Bergkvist & Sandberg-Wollheim
2001) estudiaron los titulos de anticuerpos virales en 3 parejas de gemelos
monocigotos no concordantes sin observar diferencias claras. En 1986, Ebers
y colaboradores (Ebers et al. 1986) estudiaron 27 parejas de gemelos
monocigotos y 43 de dicigotos identificados a partir de 5.463 pacientes con
EM provenientes del registro canadiense. Los porcentajes de concordancia
para gemelos monocigotos y dicigotos fue de 26% y 2,3%, respectivamente.
Posteriormente, esta misma serie fue actualizada por Sadovnick vy
colaboradores en 1993 (Sadovnick et al. 1993) observando un porcentaje de
concordancia de 31% para gemelos monocigotos y 5% para dicigotos. En
este trabajo, 2 de 14 gemelos monocigotos y 1 de 7 dicigotos presentaban
alteraciones radiolégicas compatibles con EM. La actualizacién mas reciente
de esta misma serie realizada por Willer y colaboradores en el 2003 (Willer et
al. 2003) incluyé 370 parejas de gemelos, observandose un porcentaje de
concordancia de 25% en gemelos monocigotos y 5% en dicigotos. En un
registro britdnico realizado durante 2 afios, Mumford y colaboradores
(Mumford et al. 1994) identificaron 146 parejas de gemelos, observando un
porcentaje de concordancia del 25% para gemelos monocigotos y 3% para
dicigotos. En esta serie, 55 gemelos asintomaticos pudieron ser estudiados
mediante RM detectandose lesiones compatibles con desmielinizacion en el
40% de los gemelos monocigotos y en el 50% de los dicigotos, comparados
con el 20% de controles sanos. En éstos ultimos, todas las lesiones
detectadas fueron pequefias y no cumplian criterios para EM tal como fue
demostrado por Thorpe y Mumford en 1994 (Thorpe & Mumford 1994). En
Francia, el Grupo de Investigacion Francés de EM identifico 170 parejas de
gemelos a partir de un registro de 7.942 pacientes con EM, observando un
porcentaje de concordancia del 7% para gemelos monocigotos y 2,5% para
dicigotos (French Research Group on Multiple Sclerosis 1992). En lItalia, Stazi
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y colaboradores (Stazi et al. 2002) identificaron 216 parejas de gemelos entre
34.549 pacientes con EM registrados como parte de una cohorte de 1,3
millones de registros de gemelos italianos, observando un porcentaje de

concordancia del 8,4% para gemelos monocigotos y del 1,9% para dicigotos.

Un resumen de los resultados observados en estas series puede consultarse

en la tabla 6.

Tabla 6. Resumen de los datos obtenidos en los diferentes estudios

epidemioldgicos en gemelos con EM.

Estudios-referencia % gMC % gDC
Thums 1951 7,7 0
Mackay & Myrianthopoulos 1958 23 21
Cendrowski 1968 - 10
Cendrowski et al. 1969 27 13
Bobowick et al. 1978 0,006 0
Williams et al. 1980 50 17
Sadovnick et al. 1982 21 4
Ebers et al. 1986 26 2,3
Kinnunen et al. 1988 28 0
Sadovnick et al. 1993 31 5
French Research Group 1992 7 2,5
Mumford et al. 1994 25 3
Stazi et al. 2002 8,4 1,9
Willer et al. 2003 25 5

gMC: gemelos monocigotos; gDC: gemelos dicigotos

En conclusién, hoy en dia sabemos que la tasa promedio de concordancia de
EM para gemelos monocigotos es de =25% y de =5% para gemelos dicigotos
(Willer et al. 2003). Dos hechos llaman la atencion de estos datos: por un
lado, la evidente mayor concordancia en gemelos monocigotos que en
dicigotos o hermanos no gemelos (4% segun los diferentes estudios); y por
otro lado, la proporcion significativa de gemelos monocigotos que no son
concordantes (entre un 50 y 93% segun los diferentes estudios), lo que
sugiere que los factores genéticos por si solos no son suficientes para
desarrollar la enfermedad sino que incrementan la susceptibilidad a la misma,

pero solo en el contexto de unos “apropiados” factores ambientales.
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1.2.2.3. Estudios en adoptados, hermanastros y cényuges

Desde un punto de vista epidemiolégico, el estudio de la EM entre individuos
qgue forman parte de una misma familia pero que no comparten carga
genética es cientificamente interesante, ya que podria aportar informacién
sobre los posibles factores ambientales a los cuales dichos individuos estan

expuestos.

En 1995, Ebers y colaboradores (Ebers et al. 1995) compararon la frecuencia
de EM en parientes no biolégicos de 238 pacientes con EM, sin observar
diferencias respecto a lo descrito en la serie canadiense de 1986 (Sweeney
et al. 1986).

En 1996, Sadovnick y colaboradores (Sadovnick et al. 1996), a partir de una
base de datos de 16.000 pacientes con EM, estudiaron 939 casos indices
gue tenian entre ellos 1.839 hermanastros y 1.395 hermanos, observando un
riesgo significativamente menor en los primeros (1,5%) que en los segundos
(3,5%). Este riesgo no se modificaba si los hermanastros lo eran por parte de

madre o de padre.

En cuanto a EM en cényuges de pacientes con EM, inicialmente solo unos
cuantos casos descritos de forma aislada (Fredrikson et al. 1992; Koch-
Henriksen & Hyllested 1988; Schapira et al. 1963) aportaban poca
informacion al respecto. La aparente rareza de la EM en los conyuges de
pacientes con EM ha sido usada como argumento en contra de una infeccién
como principal factor etiologico de la enfermedad. Aunque estos casos
aislados proporcionaban poca informacion, Finelli en 1991 (Finelli 1991) y
Fredrickson y colaboradores en 1992 (Fredrikson et al. 1992), publicaron
similitudes en el curso de la enfermedad. Solo dos series con un ndmero
mayor de pacientes se han descrito a este respecto: la primera por Robertson
y colaboradores en 1997 (Robertson et al. 1997), quienes no encontraron
concordancia entre los pacientes con EM y sus respectivos cényuges para el
grado de discapacidad y el modo de presentacion; y la segunda por Ebers y
colaboradores en el 2000 (Ebers et al. 2000), quienes concluyeron que un
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contacto estrecho entre dos personas genéticamente no relacionadas no

incrementa el riesgo a padecer la enfermedad.

En conclusién, los parientes de una misma familia que no comparten carga
genética entre ellos (hijos adoptados, hermanastros, conyuges) pero estan
expuestos a similares factores ambientales, no tienen mayor susceptibilidad a

la enfermedad.

1.2.2.4. Estudios con RM en familias

La RM craneal se ha utilizado en la valoracion de familiares de pacientes con
EM no afectados clinicamente, aunque son muy pocos los trabajos
publicados al respecto. Entre ellos, Lynch y colaboradores (Lynch et al. 1990)
demostraron alteraciones radioldgicas en 4 familiares menores de 40 afios de
edad y en 6 familiares mayores de 50 afos, de un total de 76 pacientes con
EM. Tienari y colaboradores (Tienari et al. 1992) demostraron que en
hermanos clinicamente asintoméaticos de pacientes con EM, el 38% de los
menores de 50 afos y el 78% de los mayores de 50 afios presentaban RM
craneales anormales. Sin embargo, un analisis mas detallado demostré que
solo el 11% mostraban lesiones compatibles con un proceso desmielinizante.
Sadovnick y colaboradores (Sadovnick et al. 1993) en su analisis de gemelos,
observaron que 2 de 14 gemelos monocigotos y 1 de 7 gemelos dicigotos,
presentaban alteraciones radiolégicas compatibles con EM. Mumford y
colaboradores (Mumford et al. 1994), en el registro britanico realizado durante
2 afos en gemelos, identificaron 55 gemelos asintomaticos y detectaron
lesiones en la RM compatibles con desmielinizacion en el 40% de los
gemelos monocigotos y en el 50% de los gemelos dicigotos, comparados con
el 20% de controles sanos. Fulton y colaboradores (Fulton et al. 1999)
también realizaron RM en familiares no afectados de 3 familias con EM
incluida una con hermanos gemelos homocigotos y afiadiendo analisis
volumétrico de las lesiones. Ellos demostraron que los dos sujetos
asintomaticos tenian lesiones compatibles con EM, aunque el volumen de las
lesiones era significativamente menor a aquel observado en los familiares
sintométicos. Shrem (Shrem 2003) estudi6 14 familiares no afectados

pertenecientes a 12 familias con EM y observo lesiones de sustancia blanca
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en 10 de los 14 sujetos, pero solo en 5 de ellos las lesiones eran compatibles

con un proceso desmielinizante.

Por lo tanto, aunque la prevalencia de lesiones de sustancia blanca en
familiares de pacientes con EM parece ser mayor que en la poblacién
general, solo un pequefio porcentaje de estos sujetos muestran lesiones

compatibles con una enfermedad desmielinizante.

1.2.2.5. Aplicacion de los resultados de los estudios en familias

Uno de los marcadores estadisticos de susceptibilidad usado en el estudio de
familias y que ha sido extraido gracias al analisis de las grandes series antes
descritas, es el riesgo de recurrencia, el cual se expresa usando el simbolo
griego A (lambda). Corresponde al riesgo relativo de padecer la enfermedad
en una determinada generacion familiar (padres, hermanos/hermanas,
hijos/hijas, sobrinos/sobrinas, etc.) con respecto a la poblacién general
(Risch 1990a; Risch 1990b; Hauser & Goodin 2011) (Tabla 7). Debido a que
en la mayoria de las series se ha observado un mayor riesgo relativo en los
hermanos y hermanas de los pacientes afectados, se usa esta categoria para
el andlisis de este riesgo y se representa como As (donde la “s” corresponde a
la palabra inglesa “sibling”, de hermano). Hoy en dia sabemos que en la EM
el valor de Ases de aproximadamente 15 y refleja el efecto combinado tanto
de la influencia genética como de la ambiental (Sawcer 2006) (Tabla 7 y
Figura 16). Segun un modelo teodrico, si quisiéramos saber solo la influencia
genética, serian necesarios 100 pares de hermanos 6 300 familias simplex
para detectar un gen que confiera un As de solo 1,5 (Risch & Merikangas

1996), lo que pone de manifiesto el caracter complejo de la enfermedad.
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Tabla 7. Riesgo de padecer EM segun parentesco familiar (adaptada de

Hauser & Goodin 2011).

Parentesco familiar

Riesgo de desarrollar EM

Si gemelo monocigoto con EM
Si gemelo dicigoto con EM

Si hermano (a) con EM

Si alguno de los padres con EM
Si primo 12 generacion con EM
Si esposo (a) con EM

Si ninguno en la familia tiene EM

len3
lenl5
len?25
1en50
1en 100
1 en 1000
1 en 1000

EM: esclerosis multiple

Figura 16. Riesgo de padecer EM segun parentesco familiar (adaptada de

Risch 1990a; Risch 1990b).

Otro de los frentes de investigacion generados a partir de estos primeros

estudios epidemioldgicos fue el de intentar establecer un modelo de herencia

para la EM.
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En el andlisis de los arboles genealdgicos de la serie canadiense (Sweeney
et al. 1986), se descartd la posibilidad de un Unico gen con herencia
mendeliana (ya sea dominante o recesiva), considerandose también poco
probable la posibilidad de una herencia dominante o recesiva ligada al
cromosoma X, o0 una transmision relacionada a la herencia mitocondrial
(Sadovnick & Baird 1988). El analisis de las series britanicas (Roberts &
Bates 1982; Robertson et al. 1995), excluyé todas las posibilidades de
herencia excepto la denominada poligénica, donde los factores genéticos
influirian en el riesgo de recurrencia pero siempre bajo los efectos de factores
ambientales. Otros como Lord y colaboradores en 1990 (Lord et al. 1990)
concluyeron que la EM ocurre en individuos que son homocigotos para un
gen recesivo y a su vez portadores de un gen dominante en el cromosoma X
gue muestra una penetrancia reducida, tal y como fue sugerido también por
Pratt y colaboradores en 1951 (Pratt et al. 1951).

En el 2002, Dyment y colaboradores (Dyment et al. 2002) describieron una
extensa familia con 15 miembros afectados a lo largo de 4 generaciones
sugiriendo una herencia autosémica dominante con penetrancia reducida. No
se observaron diferencias respecto a la poblacion general con EM al
comparar varias caracteristicas clinicas (género, edad de inicio, sintomas,
caracteristicas radiologicas y curso clinico). Sin embargo, esta familia en
concreto es de gran interés no solo por la gran cantidad de pacientes
identificados, sino también porque hasta la fecha, los autores han realizado
un seguimiento continuo de sus miembros durante aproximadamente 20
afios, empleando varios abordajes genéticos durante dicho seguimiento,

como se describird mas adelante.

En el mismo afio, Montomoli y colaboradores (Montomoli et al. 2002)
propusieron el efecto de un Unico gen dominante con una penetrancia
extremadamente baja, como la base para el alto riesgo de recurrencia

observado entre hermanos de la poblacién de Cerdefa.
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En el 2003, Modin y colaboradores (Modin et al. 2003) publicaron datos de
una familia en la cual 5 individuos (el caso indice, tres de sus hermanos y su
hija) fueron diagnosticados de EM sin evidenciarse tampoco un patrén de

herencia discernible.

En el 2014, Granstrom y colaboradores (Granstrom et al. 2014) describen
una paciente pediatrica que junto con su madre y su abuela estaban
afectadas por la enfermedad de Hirschsprung (OMIM: 142623), un trastorno
autosomico recesivo causado por mutaciones en el gen EDNRB —“Endothelin
Receptor, Type B"- (OMIM: 131244) que produce una ausencia de células
ganglionares en el colon provocando ausencia de movimiento y obstruccion
intestinal. Ademas de la enfermedad de base, tanto su madre como su
abuela presentaban caracteristicas clinicas y radiolégicas compatibles con
EM. Los autores describen una nueva mutacién (c.C397T,p.R133X;
refNM_000115) localizada en el gen EDNRB que, ademas de justificar el
desarrollo de la enfermedad de Hirschsprung, podria estar en relaciéon

también con la susceptibilidad a la EM.

En un estudio reciente, Boullerne y colaboradores (Boullerne et al. 2015)
describen una familia con 5 hermanos afectados de EM. Un analisis
exhaustivo de la rama materna revel6 la presencia de varios tipos de cancer
en 6 de los familiares ascendientes (hepatico, de ovario, de mama, colorectal
y otros), caracteristicas que acompafan al sindrome de Peutz Jeghers
(OMIM: 175200), un raro trastorno de herencia autosOmica dominante
causado por mutaciones en el gen STK11 —“Serine/Threonine Protein Kinase
11"- (OMIM: 602216) caracterizado por polipos gastrointestinales, manchas
mucocutaneas y riesgo incrementado de varios tipos de cancer como los
observados en la familia (Launonen 2005). Los autores descubren una
variante (rs9282860*C; OR: 1,45 [IC no especificado]) asociada al gen antes
mencionado. Posteriormente validan sus resultados en un grupo de 750
pacientes con EM y 650 controles donde encuentran que la variante se
expresaba mas frecuentemente en pacientes (10,4%) que en controles
(7,4%) con una tendencia a la significacion estadistica (p=0,058). En este

caso, también un trastorno mendeliano con una variante ligada a un gen
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especifico, se asocié con un cuadro clinico compatible con EM. Dicha
asociacién podria servirnos como marcador y darnos pistas sobre los genes a

los cuales deberiamos prestar mayor atenciéon y analizar con mayor detalle.

En conclusién, aunque han sido arduos los esfuerzos, el analisis de las
diferentes series familiares con EM no ha podido demostrar hasta ahora una
forma de herencia monogénica o mendeliana de la enfermedad, apuntando
por tanto, hacia una herencia poligénica con efectos epistaticos vy
multiplicativos en la aparicion de la EM.

1.2.3. Abordaje genético molecular de la EM
1.2.3.1. Hacia el mapeo genético de las enfermedades

Una vez revisado el abordaje genético clasico de la EM basado en el estudio
de las caracteristicas epidemiologicas de una poblacion (en general, registros
de familias) se revisa, a continuacion, el abordaje genético molecular. Este
abordaje ofrece la posibilidad de identificar genes que confieren
susceptibilidad a una enfermedad compleja como la que nos concierne,
incluso en ausencia de cualquier conocimiento previo sobre el numero o

naturaleza de dichos genes.

Tal como se ha comentado previamente, el abordaje ideal para identificar
dichos genes de susceptibilidad seria secuenciar y comparar el genoma
completo de afectados y no afectados. Sin embargo, esta estrategia en la
actualidad es poco practica, ya que supone una inversion excesivamente alta
de tiempo y recursos econdmicos dada la gran cantidad de material genético

gue se requiere analizar.

En su lugar, cuando se analiza el sustrato genético de una enfermedad, se
realiza el llamado acotamiento de regiones de riesgo; es decir, se centra el
estudio en una zona concreta del genoma que se va analizando de forma

cada vez més detallada. Estas zonas de riesgo vendran determinadas por
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“pequefios fragmentos” de ADN llamados marcadores genéticos que se
distribuyen a lo largo del genoma y que, dependiendo de si varian o0 no
respecto a una secuencia de referencia, indican sobre qué &rea se tendré
que realizar un andlisis mas exhaustivo. Este abordaje se esta utilizando
desde hace mas de 30 afios y ha servido para el descubrimiento de un
elevado numero de polimorfismos y mutaciones asociados a enfermedades
tanto monogénicas como complejas. En los dltimos 10 afios, se han
producido muchos avances y se han utilizado mdultiples recursos para la
“secuenciacion de nueva generacién” (“next generation sequencing”) que

estan cada vez mas disponibles y accesibles para la comunidad cientifica.

Las dos estrategias que utilizan un abordaje mediante marcadores genéticos
y que han sido mas utilizadas a lo largo de los ultimos afios son los estudios
de ligamiento y los estudios de asociacion (Mullen et al. 2009) (Figura 17).

Figura 17. Estudios de ligamiento y asociacion (Mullen et al. 2009).

De forma general, en los estudios de ligamiento el objetivo es identificar
marcadores heredados entre miembros de una misma familia, de forma
similar a como se heredaria la enfermedad; mientras que en los estudios de
asociaciéon dichos marcadores genéticos son comparados entre un grupo de
pacientes y otro de controles sanos con el objetivo de identificar diferencias

entre los dos grupos.
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1.2.3.2. Uso de marcadores genéticos en el mapeo de enfermedades

Los marcadores genéticos, que se utilizan dentro del proceso de
identificacion de genes de susceptibilidad mediante el acotamiento de
regiones de riesgo, juegan un papel fundamental en definir dichas regiones
ya que representan un segmento de ADN con un locus identificable en un
cromosoma Yy cuya herencia genética se puede rastrear al comparar su
presencia 0 ausencia en varias generaciones de una misma familia (estudios
de ligamiento) o entre pacientes y controles no emparentados (estudios de
asociacion). De esta forma podemos realizar un primer abordaje superficial o
“screening” para posteriormente pasar a un mapeo mas fino o a la

secuenciacion directa de los genes involucrados (Passarge 2007) (Figura 18).

Figura 18. Proceso de identificacion de genes de susceptibilidad mediante el

acotamiento de regiones de riesgo (Passarge 2007).
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Existen hasta 8 tipos de marcadores que se utilizan para los estudios
genéticos. A continuacibn se hara referencia a aquellos que hayan
demostrado ser mas “rentables” a la hora de generar informacién y que se

hayan utilizado en algin momento para el abordaje genético de la EM.

En esta enfermedad, el primer estudio con este tipo de marcadores fue
llevado a cabo en 1984 por Cohen y colaboradores (Cohen et al. 1984),
quienes utilizaron polimorfismos de longitud de fragmentos de
restriccién (RFLP, por sus siglas en inglés de “Restriction Fragment Length
Polymorphism”).

Estos marcadores consisten en secuencias especificas de ADN no
codificante que son reconocidas y cortadas por endonucleasas de restriccion
(enzimas que reconocen una secuencia caracteristica de nucleétidos dentro
del ADN y lo cortan en ese punto especifico). Posteriormente estos
fragmentos son separados mediante electroforesis en un gel de agarosa con
el método denominado “Southern blot”, y se comparan entre pacientes y
familiares sanos o entre pacientes y controles no emparentados. Los geles
proporcionan un patron de bandas de ADN que es Unico para un individuo en
particular y que depende del peso molecular del fragmento de ADN generado
por las endonucleasas de restriccion (a mayor peso molecular menor

capacidad de migracion a través de la agarosa).

De este forma, en el caso de existir un polimorfismo o una mutacién, las
endonucleasas de restriccion no detectaran el sitio de corte o lo haran en un
locus diferente al esperado. Esto generara un fragmento de ADN nuevo cuyo
peso molecular sera diferente al observado en un individuo sano, lo cual se
reflejara como un patron de bandas diferente en el gel de agarosa de estos
individuos (Figura 19).

56



Estudio EMGypsy INTRODUCCION

Figura 19. Esquema representativo del uso de RFLP como marcadores

genéticos en el genotipado de los miembros de una familia.

Otro de los marcadores que se ha usado en el mapeo genético de la EM,
especialmente en estudios de ligamiento, son los microsatélites. Consisten
en secuencias de ADN no codificante ubicados aproximadamente uno cada
100 pares de bases (pb) a lo largo del genoma. En este caso la secuencia se
compone de dos porciones: un nucleo de entre 1y 6 pb que tienen un patron
de repeticién diferente entre individuos y una region periférica con secuencias

muy estables, es decir, que no varian entre individuos.

Esta caracteristica permite crear secuencias complementarias a las zonas
flanqueantes (cebadores o “Primers”’) que permiten amplificar los
microsatélites mediante una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
posteriormente separarlos por electroforesis en un gel de agarosa y
compararlos entre pacientes y familiares sanos o entre pacientes y controles
no emparentados. De este forma, en el caso de existir un polimorfismo o una
mutacion, el ndcleo del microsatélite contendra un nimero de repeticiones
diferente de las que deberia tener, por lo que al realizar la amplificacion por
PCR se generara un fragmento de ADN cuyo peso molecular seréa distinto al
observado en un individuo sano, lo que se reflejara como un patron de

bandas diferente en el gel de agarosa (Figura 20).
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Figura 20. Esquema representativo del uso de microsatélites como

marcadores genéticos en el genotipado de individuos.

Finalmente, la mas reciente generacion de marcadores genéticos utilizados
en el estudio de la EM son los polimorfismos de nucleétido Unico o SNPs
(por sus siglas en inglés “Single Nucleotide Polymorphisms”). En este caso
nos referimos a una variacion en la secuencia de ADN gue afecta a una sola

base de la secuencia del genoma (Passarge 2007) (Figura 21).

Figura 21. Esquema representativo de los SNPs (adaptada Passarge 2007).
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Los SNPs tienen una serie de caracteristicas que los hacen muy atractivos

como marcadores genéticos:

Constituyen el 90% de todas las variaciones gendémicas humanas por
lo que justifican la mayor parte de las diferencias genéticas entre un
individuo y otro (estas diferencias corresponden al 0,1% del genoma)
(Figura 11). A lo largo de los afos y en diferentes poblaciones de
sujetos sanos (africana, asiatica, europea y americana), dichas
variaciones se han ido determinando y registrando con el objetivo de
disponer de bases de datos de referencia a nivel mundial. Actualmente
existen principalmente 3 catalogos online que recogen la mayoria de
variantes genéticas humanas son: el “dbSNP” (base de datos de
SNPs, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) (Sherry et al. 1999), el
“HapMap Project” (el cual recoge fundamentalmente las variantes
comunes [25%], http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/) (The International
HapMap Consortium 2003) y el “1000 Genomes Project” (el cual
recoge fundamentalmente las variantes raras [1-4%],
http://www.1000genomes.org/) (Durbin et al. 2010).

Se calcula que existe 1 SNP por cada 1.200 pb, por lo que existirian

unos 10 millones en todo el genoma humanao.

Los SNPs se encuentran dentro del genoma codificante (exones) vy,
por tanto, son mas susceptibles de producir cambios clinicamente
relevantes. Dependiendo de la localizacién del SNP en el exén y de su
funcion reguladora, los SNPs se clasifican en “SNPs asociados a” o
“SNPs sinénimos” que no afectan la produccién ni la funcién de las
proteinas pero que, en cambio, pueden asociarse, por ejemplo, a una
mayor susceptibilidad genética para el desarrollo de una enfermedad o
a la respuesta individual a farmacos; y los “SNPs causantes de” o
“SNPs no sin6bnimos”, que afectan la produccién o funcién proteica,
siendo los principales causantes de una determinada enfermedad
(Passarge 2007) (Figura 22).
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Figura 22. Esquema de los principales tipos de SNPs dependiendo de su
localizacion en el exdn y de su funcién reguladora (adaptada de Passarge
2007).

El analisis de los SNPs también se puede hacer mediante “Primers” con la
subsecuente amplificacion por PCR y separacion mediante electroforesis en
gel de agarosa de la misma forma que para los microsatélites (ver Figura 20).
Sin embargo, la técnica mas utilizada y con mas rendimiento en la actualidad
es la de los microarrays o chips de ADN que consisten en unas pequeias
placas (de vidrio, plastico o silicio) provistas de una gran cantidad de pocillos
diminutos donde se encuentra una secuencia complementaria de ADN o
sonda que al unirse al SNP complementario (hibridaciébn) genera una
determinada fluorescencia que se detecta y analiza mediante un ordenador.
El nivel de hibridacién medido mediante fluorescencia refleja también el nivel

de expresion del gen (Figura 23).

Mediante este método, utilizado inicialmente en 1995 con un total de solo 48
sondas (Schena et al. 1995), se puede analizar una gran cantidad de material
genético en poco tiempo, existiendo actualmente en el mercado microarrays
provistos de entre 250.000 hasta 1.000.000 de sondas.
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Figura 23. Esquema que muestra el uso de microarrays en el genotipado de
grandes cantidades de SNPs.

La nomenclatura utilizada en las publicaciones cientificas relacionadas con
SNPs se basa en el numero de referencia proporcionado por la dbSNP. Dicha
nomenclatura incluye las letras minusculas “rs” (reference snp) seguidas por
la posicion en el genoma, un asterisco, corchete o guion bajo, y finalmente el
nucledtido de riesgo observado en la poblacién afectada por la enfermedad
(alelo de riesgo). Un ejemplo seria rs703842*A. Evidentemente a lo largo de
los afios se puede describir mas de un SNP relacionado con el mismo locus o
gen (debido a que existen zonas con un alto desequilibrio de ligamiento) por
lo que generalmente se hace referencia a aquel SNP que haya mostrado la

mayor fuerza de asociacion.

En conclusion, son varios los marcadores genéticos que se han utilizado a lo
largo del tiempo en el mapeo de enfermedades tanto monogénicas como
poligénicas (Compston et al. 2006), siendo actualmente los SNPs los mas
ampliamente utilizados y validados especialmente en enfermedades
genéticamente complejas como la EM (SNPs asociados a la
susceptibilidad de padecer EM). Su utilidad se basa en que ofrecen un
primer abordaje o “screening” de la region de riesgo, indicando donde se
tendria que realizar un mapeo mas fino en caso de encontrarse un cambio
significativo entre parientes afectados y no afectados de una misma familia o
entre pacientes y controles de una determinada poblacion.
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1.2.3.3. El ligamiento y el desequilibrio de ligamiento

Antes de pasar a analizar con mayor detalle los principales tipos de abordaje
genético molecular para el estudio de la EM, se definirdn algunos conceptos
basicos que se consideran importantes. Durante el proceso de reproduccién
en las células germinales o sexuales (meiosis) se producen una serie de
divisiones celulares que daran como resultado final la reduccion del material
genético a la mitad. Es decir, una célula diploide con 46 cromosomas se
divide en dos células haploides con 23 cromosomas cada una. Esta division
reduccional es la responsable del mantenimiento del nimero cromosomico

caracteristico de cada especie (Figura 24).

Figura 24. Esquema del proceso de division celular, propio de las células
germinales (meiosis) y de las células somaticas (mitosis).
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Durante este proceso se produce uno de los fenbmenos fundamentales para
la variabilidad genética y, por tanto, para la evolucién de las especies: el

llamado entrecruzamiento cromosémico o “crossing-over”.

En él, el intercambio de material genético materno y paterno da como
resultado cromosomas recombinantes con una distribucibn de genes
totalmente distinta a la de sus progenitores, disminuyendo asi la probabilidad
de acumular de forma irreversible mutaciones perjudiciales a lo largo de las

sucesivas generaciones (Figura 13 Cy D).

Evidentemente no todo el material genético sufre entrecruzamiento. Existen
regiones que se heredan como bloques enteros a la siguiente generacion.
Esto dependera de la distancia que separe a dos alelos, genes o marcadores
genéticos entre si. Asi, cuanto mas préximos o “ligados” estén, mayor la
probabilidad de que se hereden juntos. El centimorgan (cM) es la unidad que
se utiliza para medir esta distancia de separacion y equivale
aproximadamente a un millén de pb (o al 1% de probabilidad de que un alelo,
gen o marcador en un cromosoma esté separado de un segundo alelo, gen o
marcador sobre el mismo cromosoma debido al fenémeno de

entrecruzamiento).

Decimos que una poblacion estd en equilibrio de ligamiento cuando el
grado de entrecruzamiento de sus alelos es igual al esperado para la
poblacién general segun las leyes de Mendel. Un ejemplo de ello lo
observamos en la Figura 25, donde una pareja de hermanos tiene el 50% de
probabilidades de heredar un Unico alelo de su descendiente (ya sea paterno
0 materno), el 25% de heredar ambos alelos y el 25% restante, de no heredar
ningun alelo. Cualquier desviacion de esta distribucion se denomina

desequilibrio de ligamento.
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Figura 25. Esquema representativo del equilibrio de ligamiento (modificada
de Compston et al. 2006).

En este esquema, se representan 24 parejas de hermanos. Decimos que estan en equilibrio
de ligamiento porque, en base a lo esperado para la poblacién general segun las leyes de
Mendel, la probabilidad de heredar un alelo al azar es del 50% (12/24 en el recuadro azul), la
de heredar ambos es del 25% (6/24 en el recuadro amarillo) y la de no heredar ninguno es

del 25% restante (6/24 en el recuadro gris).

Analicémoslo con un ejemplo grafico: imaginemos dos alelos (A y a) que se
encuentran muy juntos en un mismo cromosoma (con un alto ligamiento). Al
producirse el entrecruzamiento, la probabilidad de que estos alelos se
hereden juntos a la siguiente generacion serd muy elevada, mas alta que la
esperada para la poblacion general segun las leyes de Mendel (que
corresponderia a un 25% segun el esquema de la Figura 25); entonces nos
referimos a que dichos alelos se encuentran en desequilibrio de ligamiento
(Figura 26).
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Figura 26. Esquema representativo del desequilibrio de ligamiento
(modificada de Compston et al. 2006).

En este esquema, se representan 24 parejas de hermanos. Decimos que estdn en
desequilibrio de ligamiento porque la distribucidon de alelos no concuerda con lo esperado
para la poblacion general segin las leyes de Mendel (Figura 25). En este ejemplo, la
probabilidad de heredar un alelo al azar es del 20,8% (5/24 en el recuadro azul) cuando
deberia ser del 50%, la de heredar ambos alelos es del 66,7% (16/24 en el recuadro
amarillo) cuando deberia ser del 25% y la de no heredar ningun alelo es del 12,5% restante

(3/24 en el recuadro gris) cuando deberia ser del 25%.

En definitiva, cuanto mas juntos o ligados se encuentren dos alelos, mayor
sera su desequilibrio de ligamiento y, por consiguiente, mayor sera la
probabilidad de que se hereden juntos. Esta probabilidad depende también
del tipo de poblacién que se esta estudiando, ya que en poblaciones mas
“ancestrales” como la africana, el desequilibrio de ligamiento es menor que
en poblaciones mas “jovenes” como la europea. Esto es debido a que el
mayor numero de generaciones previas hace que la fraccion de
recombinacién sea mas alta por lo que eventualmente un alelo quedaria

“aislado” y se heredaria de forma individual (Figura 27).
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Figura 27. Desequilibrio de ligamiento segun las diferentes poblaciones

(modificada de Compston et al. 2006).

En este esquema, se representa la diferencia en el desequilibrio de ligamiento entre
diferentes poblaciones. La linea azul corresponde a un alelo al azar, rodeado de una zona
naranja que representa un bloque de genoma que se tiende a heredar unido al alelo en
estudio (debido al desequilibrio de ligamiento). La flecha representa las sucesivas
generaciones.

Tal y como se observa en la parte superior de la figura, en poblaciones mas ancestrales
como la africana, el mayor nimero de generaciones y, por tanto, de fenémenos de
entrecruzamiento, hace que se produzca el “fraccionamiento” progresivo del bloque de
genoma por lo que el alelo en estudio queda “aislado” de dicho bloque. Esto hace que sea
més facil identificar y aislar dicho alelo.

Por otro lado, si observamos la parte inferior de la figura, en poblaciones més jévenes como
la europea, el menor numero de fenbmenos de entrecruzamiento hace mas dificil identificar y
aislar el alelo en estudio ya que tiende a heredarse junto al resto del bloque de genoma

debido al desequilibrio de ligamiento existente entre los dos.
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1.2.3.4. Estudios de ligamiento

Denominamos ligamiento a aquella situacion en la que dos o mas familiares
afectados por una misma enfermedad comparten genes de susceptibilidad
para el desarrollo de la misma. Ademas de compartir estos genes, también
comparten ciertos marcadores genéticos lindantes que nos serviran para
identificar la regiébn en el genoma responsable de dicha susceptibilidad
gracias al desequilibrio de ligamiento existente entre ellos (Figura 28).

Figura 28. Esquema general de un estudio de ligamiento.

En este esquema se observa un arbol genealégico en el que dos hermanos han heredado la
mutacion (uno de ellos esta afectado mientras que el otro es un portador). Al realizar el
andlisis genético mediante el rastreo de marcadores distribuidos por todo el genoma
(generalmente microsatélites), observamos que el marcador 2 se expresa solo en el paciente
afectado y en los portadores (en este caso su hermano y sus padres).

Decimos entonces que el marcador ha segregado con la enfermedad. Generalmente en los
estudios de ligamiento el panel de marcadores utilizado tiene una cobertura de
aproximadamente 1 marcador por cada 10-20 cM. Debido al desequilibrio de ligamiento y
gracias a las amplias librerias gendmicas de las que disponemos actualmente, sabremos a
gué regidn del genoma corresponde dicho marcador por lo que podremos analizar la region

en busca de la mutacién especifica causante del trastorno.
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En la EM, los marcadores genéticos usados con mas frecuencia en los
estudios de ligamiento son los microsatélites. Se considera que cuantos
mas microsatélites se utilicen, mayor sera la informacion extraida del estudio.
Sin embargo esta relacion no es lineal y el exceso de microsatélites puede
perjudicar los resultados. Por ello, se ha calculado que, serian adecuados,
entre 300 y 400 microsatélites para cubrir todo el genoma y para obtener un
balance 6ptimo de informacion (Hauser et al. 1996).

El analisis de ligamiento se basa en el estudio de familias afectadas en las
que a priori tenemos informacion clinica sobre el posible patron de herencia
de la enfermedad subyacente. En el andlisis es fundamental que la
elaboracién de los arboles genealdgicos sea correcta, que la probabilidad de
compartir genes de susceptibilidad entre dos o méas familiares sea elevada y
gue el grado de proximidad (desequilibrio de ligamiento) entre los marcadores
genéticos analizados y los genes de susceptibilidad sea alto. Esta
probabilidad de ligamiento suele expresarse en términos de “LOD score”, que
compara la probabilidad de que dos locus estén ligados, a la probabilidad de
gue no lo estén y se encuentren unidos por pura casualidad. En los analisis
de ligamiento tradicionales un “LOD score” de 3 0 mas proporciona fuerte

evidencia a favor de ligamiento (Lander & Kruglyak 1995).

Aunque los estudios de ligamiento tienen un menor poder estadistico que los
de asociacion, han sido particularmente exitosos identificando genes
responsables de enfermedades monogénicas como la anemia de células
falciformes (OMIM: 603903), la fibrosis quistica (OMIM: 219700) o la
fenilcetonuria (OMIM: 261600). En estas condiciones, las variantes
responsables son esenciales para el desarrollo de la enfermedad, confiriendo
un riesgo elevado a padecerla cuando son heredadas (alta penetrancia). Sin
embargo, para la mayoria de enfermedades mas comunes incluida la EM,
con variantes que tienen una baja penetrancia, los estudios de ligamiento
s6lo han tenido un éxito limitado y los genes descubiertos sélo explican una
pequefia fraccion de la susceptibilidad genética para la enfermedad. De
hecho, con esta aproximaciéon, las familias descritas afectadas con EM

raramente incluyen mas de 3 6 4 miembros y, en caso de tenerlos,
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generalmente se distribuyen solo en una determinada generacion mas que en
diferentes generaciones (Willer et al. 2007; Modin et al. 2003; Haghighi et al.
2006; Dyment et al. 2002; Dyment et al. 2008).

A pesar de estas limitaciones, el abordaje genético mediante estudios de
ligamiento permitié descubrir en el afio 1972 (Naito et al. 1972; Jersild et al.
1972) lo que ha sido hasta ahora la mayor asociacién causal entre la EM y un
grupo de genes, los correspondientes al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) y, especificamente, a los genes de la region HLA
de clase Il (del inglés “Human Leukocyte Antigen”), en el brazo corto del

cromosoma 6.

Posteriormente, un total de 11 estudios de ligamiento del genoma completo
basados en microsatélites han sido llevados a cabo en pacientes con EM
(Sawcer et al. 1996; Haines et al. 1996; Ebers et al. 1996; Kuokkanen et al.
1997; Broadley et al. 2001; Coraddu et al. 2001; Akesson et al. 2002; Ban et
al. 2002; Eraksoy et al. 2003; Hensiek et al. 2003; Kenealy et al. 2004). Estos
estudios se han realizado en diferentes poblaciones (norteamericana,
australiana, britdnica, canadiense, finlandesa, italiana, sarda, escandinava y
turca), aplicando métodos estadisticos para valorar la asociacion pero sin
poderse demostrar un ligamiento inequivoco en términos de “LOD score”. Un
metaanalisis de todos estos estudios llevado a cabo en un total de 719
familias (GAMES and the TMSGC 2003) demostrd6 ligamiento
estadisticamente significativo para la region HLA en el cromosoma 6 (6p21)
con un “LOD score” de 4, que apenas superaba el nivel de significaciéon
estadistica antes mencionado (3 o0 mas). Esto demuestra el limitado poder de
los estudios de ligamiento con abordaje basado en microsatélites para las
enfermedades complejas como la EM.

No fue hasta inicios del aflo 2004, cuando investigadores del Reino Unido,
Estados Unidos, Escandinavia y Australia, como parte del Consorcio
Genético Internacional para la Esclerosis Multiple (IMSGC, por sus siglas en
inglés de “International Multiple Sclerosis Genetics Consortium”) pusieron en
comln sus conocimientos y muestras provenientes de un total de 730

familias multiplex para llevar a cabo el que se considera como el “estudio de
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ligamiento definitivo en EM” (IMSGC 2005). Para el abordaje genético se
usaron microsatélites de alta densidad y, por primera vez, se utilizaron SNPs
como marcadores genéticos en un estudio de ligamiento para EM (en total
4.506 SNPs). El “LOD score” alcanzado mediante este abordaje por SNPs en
la region HLA (6p21) fue de 11,7 (casi el triple del observado en abordajes
mediante microsatélites), poniendo de manifiesto el importante incremento
del poder estadistico mediante este tipo de  marcadores.
Desafortunadamente, una vez mas, ninguna otra region fuera de la region

HLA mostro ligamiento estadisticamente significativo.

1.2.3.5. Estudios de asociacién

Este tipo de aproximacion consiste en comparar variaciones genéticas entre
un grupo de pacientes y un grupo de controles sanos no emparentados pero
del mismo grupo étnico (Figura 29).

Figura 29. Esquema general de un estudio de asociacion.
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De esta forma, si ciertas variaciones son mas frecuentes en los pacientes se
dice que estdn “asociadas” con la enfermedad. Asi, dichas variaciones
pueden usarse como marcadores genéticos para localizar la region del

genoma donde probablemente esté la causa de la enfermedad.

En el caso de los estudios de asociacién, los marcadores genéticos utilizados
son los SNPs, dadas las particulares ventajas de su analisis tal como ya se
ha descrito previamente. Sin embargo, en la actualidad, por motivos técnicos
y economicos es dificil y poco practico genotipar los =10 millones de SNPs
gue representan la mayor parte de las variantes frecuentes observadas en el
ser humano (Hirschhorn & Daly 2005) (Figura 11), por lo que el abordaje
mas adecuado es con los llamados “SNPs etiqueta” o “Tag SNPs” que son
especificos y representativos de una zona con alto desequilibrio de ligamiento
en que un grupo de SNPs se heredan siempre como un bloque o haplotipo de
SNPs (Figura 30). De esta forma, el nimero de SNPs necesarios para
capturar la mayor informacion genética se reduce a entre 250.000 y
1.000.000 (Sawcer 2006). Este catalogo de haplotipos constituye la base del
“HapMap Project” (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/) (The International
HapMap Consortium 2003).

A diferencia de los estudios de ligamiento, los estudios de asociacion tienen
un mayor poder estadistico, una mayor resolucion en sus resultados y no
necesitan conocimiento previo sobre genes candidatos, por lo que pueden
analizar amplias zonas del genoma sin necesidad de partir de una hipotesis
previa o de un patron de herencia conocido a priori.

Cuando estos estudios se aplican a gran escala, en diferentes poblaciones a
nivel mundial y utilizando una bateria de SNPs que proporciona cobertura a
todo el genoma y no solo una region especifica, se les llama estudios de
asociacion del genoma completo o GWAS (por sus siglas en inglés de

“Genome-Wide Association Studies”).
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Figura 30. Esquema representativo de los SNPs y “Tag SNPs” como parte de
los estudios de asociacion.

En este esquema observamos la distribucién y cobertura de los SNPs. A diferencia de los
microsatélites, los SNPs ofrecen una mayor cobertura del genoma y, por tanto, una mayor
resolucién a la hora de analizar una region de riesgo. Ademas, existen muchos SNPs que se
tienden a heredar juntos debido al elevado desequilibrio de ligamiento existente entre ellos,
en lo que se conoce como haplotipo de SNPs. Dentro de estos haplotipos existen SNPs
representativos o “Tag SNPs” cuyo analisis agiliza mucho el abordaje mediante estudios de

asociacion, ya que reduce drasticamente el nimero de variantes a analizar.

Existen tres abordajes hipotéticos cuando se inicia un estudio de asociacion
(Figuras 13 y 31). El primero es la llamada hipétesis de la “enfermedad
comun-variantes comunes” donde variantes con una frecuencia alélica
>5%, ejercerian solo un efecto leve en la susceptibilidad genética total (baja
penetrancia) (Reich & Lander 2001; Pritchard & Cox 2002). El segundo es la
llamada hipotesis de “las multiples variantes raras” donde variantes con
una frecuencia alélica <5%, ejercerian un importante efecto en la
susceptibilidad a padecer la enfermedad (alta penetrancia) (Smith & Lusis
2002). Y por ultimo, la hipotesis “del gen candidato” donde deducimos cual
seria el gen implicado en la patogénesis de la enfermedad en base a la
informacion previa publicada, por lo que analizamos solo aquellas variantes

en desequilibrio de ligamiento con dicho gen.
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Figura 31. Esquema representativo de los abordajes hipotéticos para la

realizacion de un estudio de asociacion.

Refiriéndonos a la EM, dadas las caracteristicas de la poblacién objeto de
estudio (casos y controles), a las técnicas de genotipado actual (asociacion
mediante SNPs que incluyen variantes frecuentes y que son incapaces de
detectar variantes con frecuencias alélicas bajas), a nuestro conocimiento
incompleto sobre la patogénesis de la enfermedad que nos impide proponer
genes candidatos y a los requerimientos estadisticos necesarios para llevar a
cabo un estudio de asociacién, la hipétesis de la “enfermedad comun-
variantes comunes” es la que ha sido, desde un principio, la base racional
para el desarrollo de los GWAS. Tomando en cuenta esta hipdtesis y
aplicando el llamado Teorema de Bayes (Bayes & Price 1763) se ha
estimado que, para explicar la prevalencia y la heredabilidad de la EM, se
necesita identificar al menos entre 20 y 100 variantes comunes, cada una de
ellas confiriendo un riesgo relativo de entre 1,2 y 1,5 (Risch & Merikangas
1996; Purcell et al. 2003; WTCCC 2007; Sawcer 2008).
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Por lo tanto, segun este calculo, para observar diferencias estadisticamente
significativas, un GWAS necesita como minimo 2.000 pacientes y 2.000
controles (Purcell et al. 2003) (Figura 32).

Figura 32. Tamafos muestrales requeridos para observar una diferencia
estadisticamente significa en los GWAS segun el Teorema de Bayes (Sawcer
2008).

Para representar los resultados de este tipo de estudios, se utiliza una grafica
de dispersion llamada “gréfica de Manhattan” donde cada punto representa
un SNP aislado distribuido a lo largo de los cromosomas y cuyo alelo de
riesgo se encuentra en mayor proporcion en los pacientes que en los
controles. La fuerza de asociacion se expresa mediante el logaritmo negativo
del valor de P. Cuanto mas alto se ubique el punto o SNP, mayor sera su
fuerza de asociacién, que debe ser menor de 5x107 para asegurar que el
valor observado sea real (WTCCC 2007). El riesgo relativo de desarrollar la
enfermedad se expresa como una odd ratio (OR) seguida de su respectivo
intervalo de confianza al 95%. La representacion de la gréfica de Manhattan
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puede ser horizontal (con los cromosomas distribuidos en el eje de las X y la
fuerza de asociacion en el eje de las Y) o vertical (con los cromosomas
distribuidos en el eje de las Y y la fuerza de asociacion en el eje de las X).
Otra forma de representar la informacion es mediante la llamada “grafica
Circos” que consiste en una distribucién circular de los SNPs, donde los
cromosomas se disponen en la regién mas periférica de la gréfica y los SNPs

con su fuerza de asociacion hacia el interior de la misma (Figura 33).

Figura 33. Diferentes formas de representar los estudios de asociacion:

“grafica de Manhattan” horizontal (A) y vertical (B), y la “gréfica Circos” (C).

A pesar de la utilidad anteriormente mencionada, los GWAS presentan dos
inconvenientes principales: la necesidad de un gran tamafio muestral para
poder detectar variantes con un suficiente poder estadistico y la baja
sensibilidad a la hora de detectar variantes raras (aquellas con una

frecuencia alélica <5%).
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1.2.4. Genes candidatos en EM

1.2.4.1. El MHC y laregion HLA

El MHC consiste en un denso grupo de genes ubicados en el brazo corto del
cromosoma 6 (6p21) encargados de codificar numerosas proteinas de
superficie fundamentalmente de las células responsables de la regulacién del

sistema inmune en los humanos.

El MHC fue completamente secuenciado en 1999 (The MHC sequencing
consortium 1999) y esta compuesto por 224 genes, de los que un 40%

expresan moléculas relacionadas con la funciéon inmune.

Un conjunto de estos genes corresponden a la region HLA (“Human
Leukocyte Antigen”), una zona altamente polimorfica con mas de 10.000
alelos y cuya funcion fue inicialmente atribuida a la respuesta inmune
involucrada en el rechazo de trasplantes, pero que ahora se sabe que esta
relacionada con mas de 100 enfermedades, incluidas infecciones,

enfermedades autoinmunes y cancer (Hollenbach & Oksenberg 2015).

Segun la funcion de los genes que codifica, la region HLA se divide en:

a) HLA de clase |, que comprende 3 grandes grupos de genes: HLA-A, HLA-
B y HLA-C, que a su vez codifican proteinas que intervienen en la
presentacion de antigenos intracelulares a los linfocitos T CD8+.

b) HLA de clase Il, que comprende 6 grandes grupos de genes: HLA-DP,
HLA-DM, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DQ y HLA-DR, que a su vez codifican
proteinas que intervienen en la presentacion de antigenos extracelulares a
los linfocitos T CD4+.

c) HLA de clase lll, que contiene genes encargados de codificar el sistema
de complemento y el factor de necrosis tumoral. A diferencia de las moléculas
de clase 1y Il, éstas no intervienen en la presentacion de antigenos (Klein &
Sato 2000) (Figura 34).
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Figura 34. La regiéon HLA y los diferentes grupos de genes que la conforman
(Klein & Sato 2000).

Existen dos caracteristicas que, a nivel genético, diferencian la region HLA
del resto del genoma: 1) la presencia de una gran cantidad de polimorfismos
con hasta >10.000 alelos diferentes (Horton et al. 2004) y 2) un altisimo
desequilibrio de ligamiento (Klein & Sato 2000) que hace que dichos alelos
tiendan a heredarse juntos o en blogques (haplotipos), debido a la baja tasa de
recombinacién que depende de la poblacion estudiada (Figura 27). Estas dos
caracteristicas hacen de la region HLA una diana genéticamente muy
compleja y, por tanto, muy dificil de analizar en busca de genes de
susceptibilidad.

1.2.4.1.1. Laregion HLA y la EM en poblacién caucéasica

Las primeras asociaciones entre la region HLA y la EM fueron descritas en
1972 por Naito y colaboradores (Naito et al. 1972) quienes observaron
asociacion para HLA-A3 (un alelo HLA de clase 1) y por Jersild y
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colaboradores (Jersild et al. 1972) quienes observaron asociacion para HLA-
B7 (también alelo HLA de clase I). Estos estudios se basaron en analisis
seroldgicos usando la técnica de microlinfocitotoxicidad descrita por Terasaki
y Rich (Terasaky & Rich 1964).

Posteriormente a estos primeros estudios serolégicos, en 1984 Cohen y
colaboradores (Cohen et al. 1984) usaron RFLP para llevar a cabo el que
estd considerado como primer estudio genético-molecular en pacientes con

EM describiendo asociacion para HLA-DR2 (un alelo HLA de clase Il).

La aparente incongruencia en cuanto a las asociaciones descritas (alelos
HLA de clase | y Il) fue posteriormente resuelta al demostrarse que estos
resultados estaban relacionados entre si ya que los alelos implicados se
heredaban como parte de un solo bloque o haplotipo, debido al alto
desequilibrio de ligamiento de la region. Asi, la asociacibn con HLA-A3
observada por Naito en 1972 era secundaria a HLA-B7, descrita por Jersild
en el mismo afo. Este dltimo a su vez formaba parte de dos alelos de clase
lI: el HLA-DR2 (Cohen et al. 1984) y el HLA-DQw6 (Heard et al. 1989; Olerup
et al. 1987; Vartdal et al. 1989). De este modo, en 1976 tanto Compston
(Compston et al. 1976) como Terasaki (Terasaki & Mickey 1976)
establecieron que la asociacién observada era en realidad producto de alelos
codificados por la region HLA de clase II.

Durante los afos siguientes se realizé una reclasificacién de la nomenclatura,
segun la cual HLA-DR2 pas6 a denominarse HLA-DR15 (Olerup & Hillert
1991). Asimismo se refinaron los estudios genéticos intentando analizar con
mas detalle la region HLA con el objetivo de confirmar el alelo de riesgo o
buscar nuevas asociaciones. No obstante, se trataba de estudios con pocos
individuos y con un poder estadistico relativamente bajo (Hillert & Olerup
1993).

No fue hasta 1996 cuando se publican tres grandes estudios sistematicos de
ligamiento genético (Ebers et al. 1996; Haines et al. 1996; Sawcer et al. 1996)
con un gran numero de familias multiplex y usando microsatélites como

marcadores genéticos. Estos estudios concluyeron que el alelo HLA-DR15,
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en el brazo corto del cromosoma 6, era el locus con mayor asociacion
genética a la enfermedad (Haines et al. 1998). A su vez, dentro de esta
misma region, el haplotipo DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 resulto ser
el mas frecuentemente observado en poblaciones caucasicas europeas y
norteamericanas con EM (Olerup & Hillert 1991). Sin embargo, el gran
desequilibrio de ligamiento dentro del haplotipo hacia muy dificil discernir cual
de los alelos (DRB1*15:01, DQA1*01:02 o DQB1*06:02) era el responsable
de la asociacion observada. Fue entonces cuando en el 2004, Oksenberg y
colaboradores (Oksenberg et al. 2004), estudiando una amplia cohorte de
pacientes afroamericanos en quienes el menor desequilibrio de ligamiento
incrementa la probabilidad de encontrar diferencias significativas,
proporcionaron la primera evidencia convincente de que la asociacion
primaria era para el alelo HLA-DRB1*15:01 y que la asociacion observada
con los otros dos alelos de este haplotipo era en realidad secundaria al
desequilibrio de ligamiento con DRB1*15:01 (IMSGC & WTCCC2 2011;
Patsopoulos et al. 2013). Este hallazgo se ha confirmado en posteriores
estudios de grandes cohortes de origen europeo (Yeo et al. 2007) y en
practicamente todas las poblaciones analizadas (Compston 2006) (Figura
35).

Figura 35. Distribucion de las frecuencias mundiales de HLA-DRB1*15:01 en
los pacientes con EM (Hollenbach & Oksenberg 2015).
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Otros andlisis condicionales en poblacion caucasica (Yeo et al. 2007;
Marrosu et al. 2001; Dyment et al. 2005; Barcellos et al. 2006; Lincoln et al.
2009; Field et al. 2010; IMSGC & WTCCC2 2011; Patsopoulos et al. 2013;
Hollenbach & Oksenberg 2015; IMSGC 2015) también han confirmado la
relevancia de los alelos HLA-DRB1*03:01, que fue inicialmente descrito en
una cohorte de Cerdefia (Marrosu et al. 1997) y HLA-DRB1*13:03,
inicialmente descrito en poblacion judia (Kwon et al. 1999; Karni et al. 1999)
(Figura 36).

Figura 36. Distribucion de las frecuencias mundiales de HLA-DRB1*03:01 y
HLA-DRB1*13:03 en los pacientes con EM (Hollenbach & Oksenberg 2015).
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1.2.4.1.2. Otros alelos HLA en poblaciones no caucasicas

Aunque HLA-DRB1*15:01 es el alelo de riesgo mas frecuentemente
observado en poblacion de origen caucdasico, este mismo hallazgo no se
observa en otras poblaciones donde se han descrito otros alelos HLA (Alcina
et al. 2012; Hollenbach & Oksenberg 2015). A continuacion, se realiza una

breve descripcion de estos otros alelos de riesgo.

El alelo HLA-DRB1*04:05 se ha asociado a un aumento de riesgo de
desarrollar EM en Japdén, especialmente de las formas clinicas
opticoespinales (Yoshimura et al. 2012), en Cerdefia (Marrosu et al. 1992;
Marrosu et al. 1998; Marrosu et al. 2001; Brassat et al. 2005), en Sicilia
(Brassat et al. 2005) y en poblacién afroamericana (Isobe et al. 2013) (Figura
37).

Figura 37. Distribucion de las frecuencias mundiales de HLA-DRB1*04:05 en
los pacientes con EM (Hollenbach & Oksenberg 2015).

81



INTRODUCCION Estudio EMGypsy

El alelo HLA-DRB1*15:03 se ha asociado a un aumento de riesgo de
desarrollar EM especialmente en poblacion afroamericana (Oksenberg et al.
2004), pero también en cohortes descritas en Iran (Amirzargar et al. 1998),
Brasil (Brum et al. 2007) y la isla de Martinica (Quelvennec et al. 2003)
(Figura 38).

Figura 38. Distribucion de las frecuencias mundiales de HLA-DRB1*15:03 en
los pacientes con EM (Hollenbach & Oksenberg 2015).

Otras asociaciones descritas a nivel mundial pero con menor poder
estadistico han sido HLA-DQB1*06:02 en pacientes afrobrasilefios
(Caballero et al. 1999), HLA-B12 en pacientes hindles (Wadia et al. 1980),
HLA-DR4 en pacientes jordanos (Kurdi et al. 1977), japoneses (Naito et al.
1978) y mexicanos (Gorodezky et al. 1986), y HLA-Dw3 en poblaciones
sicilianas y maltesas (Elian et al. 1987).

En Espafa, Uria (Uria 2000) observé asociacién con el haplotipo HLA-
DR15/DQ6 en una cohorte de pacientes con EM. Fernandez y colaboradores
(Fernandez et al. 2004) llevaron a cabo un estudio en una cohorte de
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pacientes con EM provenientes de la provincia de Méalaga y observaron una
asociacion significativa para el desarrollo de EM con el alelo HLA-
DQB1*06:02, sin observarse asociacion con HLA-DR4. Posteriormente, el
mismo autor y colaboradores (Fernandez et al. 2008) llevaron a cabo un
estudio en una cohorte de pacientes con EM de origen gitano observando
una asociacion significativa con el haplotipo HLA-DRB1*15:01-DQB1*06:02
gue dependia fundamentalmente del alelo HLA-DQB1*06:02, tal como lo
habian demostrado en los pacientes con EM de la misma region en el afio
2004 (Fernandez et al. 2004). En el afio 2009, este mismo autor y
colaboradores (Fernandez et al. 2009) analizaron la regién HLA de clase Il en
una cohorte de pacientes con EM provenientes de la provincia de Vizcaya
(Pais Vasco) y observaron una asociacién significativa para desarrollar EM
con tres haplotipos distintos: DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02,
DRB1*04:02-DQA1*03:01-DQB1*03:02 y HLA-DRB1*013-DQA1*05-
DQB1*03:01. Por ultimo, Romero-Pinel y colaboradores (Romero-Pinel et al.
2010) describieron fendmenos epistaticos relacionados con una mayor
severidad de la enfermedad en una cohorte de pacientes espafioles. Dichas
interacciones se daban en el haplotipo HLA-DRB1, especialmente con el
alelo HLA-DRB1*08.

1.2.4.1.3. FenGmenos epistaticos en laregion HLA

La expresion fenotipica de ciertas enfermedades puede estar regulada por
dos o mas genes, de tal manera que la interacciéon con unos puede aumentar
el riesgo a padecerla mientras que la interaccion con otros puede actuar
como factor protector para su desarrollo, es lo que se conoce como
fendmenos epistaticos o interacciones gen-gen y su papel en la EM es un

hecho conocido desde hace afos (Marrosu et al. 1998).

Dentro de la regién HLA en pacientes con EM, se propone que existirian tres
tipos de interacciones: 1) Epistasia dominante negativa, efecto protector
importante de unos alelos HLA sobre otros que aumentan la susceptibilidad;
2) Epistasia sinérgica, un alelo por si solo produce un efecto menor sobre la
susceptibilidad que se incrementa considerablemente cuando se expresa

conjuntamente con otros; y 3) Epistasia modificadora del fenotipo, algunos
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alelos HLA pueden reducir el nimero de células T CD4+ reduciendo la
severidad de la reaccion inmune (Dyment et al. 2005; Ramagopalan & Ebers
2009).

De esta forma, se sabe que el riesgo asociado a HLA-DRB1*15:01 puede
variar dependiendo de si el paciente es portador o no en heterocigosis de
éste y otros alelos (Dyment et al. 2005; Barcellos et al. 2006; Ramagopalan,
Morris, et al. 2007) pudiendo establecerse un gradiente de riesgo para el
locus HLA-DRBL1. Asi, la mayor susceptibilidad seria para aquellos pacientes
homocigotos para HLA-DRB1*15:01, mientras que la menor seria para
aguellos que, aun siendo heterocigotos para este alelo, son portadores en
heterocigosis de HLA-DRB1*14:01 (Oksenberg et al. 2008) (Figura 39).

Figura 39. Fendémenos epistaticos para el locus HLA-DRB1 en pacientes con
EM (Oksenberg et al. 2008).

Por otro lado, si nos referimos a alelos protectores, solo dos han
demostrado clara asociacién estadistica en grandes estudios. El alelo de
clase Il antes mencionado, HLA-DRB1*14:01 (Dyment et al. 2005; Barcellos
et al. 2006; Ramagopalan, Anderson, et al. 2007; Oksenberg et al. 2008) y el
alelo de clase I, HLA-A*02:01 (Rubio et al. 2002; Harbo et al. 2004; Yeo et al.
2007; De Jager, Jia, et al. 2009; IMSGC & WTCCC2 2011; Patsopoulos et al.
2013). Sin embargo, otros alelos HLA tanto de clase Il como HLA-DRB1*11
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(Kaimen-Maciel et al. 2009; Ramagopalan, Morris, et al. 2007) y HLA-

DRB1*13 (Laaksonen et al. 2002; Lincoln et al. 2009), como de clase | como
HLA-B*44 (Rioux et al. 2009; Harbo et al. 2013) y HLA-C*05 (Yeo et al. 2007)

también han demostrado, en estudios aislados, un efecto protector contra la

enfermedad.

1.2.4.1.4. Conclusiones referentes a los genes HLA y EM

En relacién a la region HLA con la EM, a modo de sintesis, se puede concluir

que:

En poblacién caucasica europea, el alelo con mayor asociacion
genética a EM es HLA-DRB1*15:01 (OR: 3,1) dentro del MHC en el
brazo corto del cromosoma 6. Es una zona altamente polimérfica y con
un elevado desequilibrio de ligamiento. A pesar de los grandes
esfuerzos realizados hasta ahora, ha sido extremadamente dificil
establecer la presencia de un nuevo locus de susceptibilidad adicional
con suficiente significacién estadistica. No obstante, HLA-DRB1*03:01
(OR: 1,26) y HLA-DRB1*13:03 (OR: 2,4) también se han establecido
como alelos de riesgo para este grupo poblacional, aunque se han
visto expresados predominantemente en poblacion sarda y judia.

El alelo HLA-DRB1*15:01 justifica un 10,5% de toda la heredabilidad
de la enfermedad.

El alelo HLA-DRB1*15:01 se encuentra presente en el 70% de los
pacientes con EM y en el 40% de sujetos sin la enfermedad.

Los Unicos dos alelos que han demostrado comportarse de forma
significativa como protectores para el desarrollo de la enfermedad son
HLA-DRB1*14:01 y HLA-A*02:01.

Aunque en poblacién espafiola los resultados no son concluyentes
debido a los pocos estudios publicados hasta la fecha, la mayor
asociacion se ha descrito para el alelo HLA-DQB1*0602 y para los
haplotipos DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02, DRB1*04:02-
DQA1*03:01-DQB1*03:02 y HLA-DRB1*013-DQA1*05-DQB1*03:01.
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1.2.4.2. Genes de susceptibilidad no HLA

Tras la publicacién en el 2003 del gran metaanalisis que incluy6 todos los
estudios de ligamiento realizados hasta ese momento con un total de 719
familias (GAMES and the TMSGC 2003) se forma el IMSGC con
investigadores provenientes del Reino Unido, Estados Unidos, Escandinavia
y Australia. Actualmente, este consorcio esta compuesto por mas de 20
grupos estratégicos de investigacion alrededor del mundo (Figura 40) y su
principal objetivo es encontrar nuevas variantes genéticas no descritas hasta
el momento que confieran susceptibilidad a padecer la enfermedad. Para ello
se recogen un gran numero de muestras de ADN (generalmente mas de 500
por grupo) que permitan facilitar la realizacién de estudios genéticos a gran
escala, especificamente GWAS. Hasta el momento, este consorcio se ha

convertido en la principal fuente de conocimiento cientifico referente a

grandes estudios de asociacion en EM. (http://eaglep.case.edu/imsgc_web/).

Figura 40. Grupos miembros del IMSGC.
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Inicialmente, teniendo en cuenta todos los datos disponibles de los estudios
de ligamiento realizados hasta ese momento, el consorcio identificé una serie
de factores que podrian disminuir el poder de deteccion de variantes
genéticas de riesgo (IMSGC 2004). Asi, por ejemplo, en uno de los estudios
sistematicos de ligamiento llevados a cabo en 1996 en el Reino Unido
(Sawcer et al. 1996), el marcador D3S11 se mape6 en el cromosoma 3,
cuando actualmente se sabe que este marcador en realidad yace en el
cromosoma 2. Se ha calculado que una tasa de errores de este tipo, tan baja
como del 1%, puede suponer una reduccion en el “LOD score” de hasta un
50% (Abecasis et al. 2001). En un intento por corregir estas carencias, este
mismo grupo volvié a analizar el genoma de 5 de las familias inicialmente
incluidas en el estudio de 1996 (Sawcer et al. 1996) con un total de 20
individuos, esta vez usando un panel de alta densidad de microsatélites (811
microsatélites distribuidos 1 por cada 5 cM) comparados con dos paneles de
genotipado por SNPs de diferentes casas comerciales uno con 4.937 SNPs
(Mlumina®) y otro con 11.560 SNPs (Affymetrix®). Los resultados
demostraron que el andlisis con paneles de alta densidad de marcadores con
SNPs mejoraba considerablemente la adquisiciéon de resultados (IMSGC
2004).

Aplicando estos conocimientos, el mismo grupo en el 2005 (IMSGC 2005)
realizé el que se considera como el “estudio de ligamiento definitivo en EM”
alcanzando un “LOD score” para la region HLA de casi el triple (11,7) al
observado en abordajes mediante microsatélites, poniendo de manifiesto el
importante incremento del poder estadistico mediante este tipo de
marcadores (Figura 30). Este trabajo puso de manifiesto que los estudios de
ligamiento en EM carecen del suficiente poder estadistico para detectar
variantes de susceptibilidad fuera de la regién HLA, por lo que se hacia
necesario el uso de paneles con marcadores mas sensibles y distribuidos de
forma mas densa a lo largo del genoma. Asimismo, se propuso por primera
vez un cambio de perspectiva hacia el abordaje genético de la enfermedad
basado en métodos de asociacion donde grandes cohortes de pacientes
sean comparadas con grandes cohortes de controles esta vez no
emparentados. Asi nacieron los GWAS.
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1.2.4.2.1. Resultados de los principales GWAS en EM

El primer GWAS en EM fue publicado en el 2007 por el IMSGC (IMSGC
2007). En este estudio se compararon 931 trios familiares; es decir 931 casos
y sus dos padres como controles con un total de 334.923 SNPs analizados.
Los resultados de este estudio confirmaron la mayor fuerza de asociacion
para el locus HLA-DR (rs3135388*A; OR: 1,99 [1,84-2,15]) localizado en el
brazo corto del cromosoma 6 (6p21), pero ademas por primera vez en la
historia, se identifican 2 nuevos locus no HLA de susceptibilidad que

alcanzaban la significacion estadistica (Figura 41).

Figura 41. Los dos primeros locus no HLA de susceptibilidad para la EM
descritos en el primer GWAS (IMSGC 2007).

El primer locus (rs2104286*T; OR: 1,19 [1,11-1,26]) se relacionaba con el gen
IL2RA —“Interleukin 2 Receptor-Alpha”- (OMIM: 147730) que se localiza en el
brazo corto del cromosoma 10 (10pl15) y que codifica la cadena alfa del

receptor de la interleucina-2 (conocida también como CD25). Dicha molécula
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se expresa en la superficie de membrana de los linfocitos T, linfocitos B,
células “natural killer” (NK), monocitos y macréfagos (Okamura et al. 2009).
Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la diabetes mellitus tipo 1
(Vella et al. 2005), la enfermedad de Graves (Brand et al. 2007), la artritis
reumatoide (Michels-van Amelsfort et al. 2011; Knevel et al. 2013; Ruyssen-
Witrand et al. 2014) y la enfermedad inflamatoria intestinal (IMSGC 2013a).
Ademas, el daclizumab, un anticuerpo monoclonal anti-CD25, ha
demostrado, en ensayos clinicos, su eficacia en el tratamiento de pacientes
con EMRR (Rose et al. 2004; Bielekova et al. 2004; Craddock & Markovic-
Plese 2015).

El segundo locus (rs6897932*C; OR: 1,18 [1,11-1,26]) se relacionaba con el
gen IL7RA —“Interleukin 7 Receptor-Alpha”- (OMIM: 146661) que se localiza
en el brazo corto del cromosoma 5 (5pl13) y que codifica el dominio
transmembrana de la cadena alfa del receptor de la interleucina-7 (conocido
también como CD127). Dicha molécula se expresa en la superficie de
membrana de los linfocitos T, linfocitos pre-B y células dendriticas (McElroy
et al. 2009). Su papel podria ser el de regular la homeostasis de las células T
de memoria y también jugar un papel en la generacion de células T
autoreactivas en pacientes con EM (Bielekova et al. 1999). Ademas, la
interleucina-7 es crucial para el desarrollo de las células T gamma y delta (He
& Malek 1996) que son unas de las primeras células T observadas en las
lesiones inflamatorias de pacientes con EM (Wucherpfennig et al. 1992). Este
locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la diabetes mellitus tipo 1
(Santiago et al. 2008; Evangelou et al. 2014; Lee et al. 2015) y para la cirrosis
biliar primaria (IMSGC 2013a).

La asociacion tanto de IL2RA como de IL7RA con la EM también ha sido
observada y confirmada en otros estudios posteriores (Lundmark, Duvefelt,
lacobaeus, et al. 2007; Gregory et al. 2007; Weber et al. 2008; Rubio et al.
2008; IMSGC 2013a; Hartmann et al. 2014; Traboulsee et al. 2014; Cierny et
al. 2015).

En este primer GMAS también fueron descritos, aunque sin llegar a alcanzar

la suficiente significacion estadistica, otros 3 locus no HLA de susceptibilidad

89



INTRODUCCION Estudio EMGypsy

asociados a la enfermedad. El primero (rs2300747*A; OR: 0,82 [0,75-0,89])
se relacionaba con el gen CD58 —“CD58 Molecule’- (OMIM: 153420) que se
localiza en el brazo corto del cromosoma 1 (1p13) y que codifica una proteina
miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Dicha proteina actla
como ligando de la proteina CD2 del linfocito T y su funcién esta relacionada
con la adhesion y activacion de dichos linfocitos (lkemizu et al. 1999). Su
asociaciéon a la EM también ha sido observada en otros estudios (Rubio et al.
2008; De Jager, Baecher-Allan, et al. 2009; Hoppenbrouwers et al. 2009;
IMSGC 2013a; Torbati et al. 2015; Hecker et al. 2015). El segundo
(rs10735781*G; OR: 1,11 [1,05-1,18]) se relacionaba con el gen EVI5 —
“Ecotropic Viral Integration Site 5— (OMIM: 602942) que se localiza en el
brazo corto del cromosoma 1 (1p22). Su funcién se ha relacionado con la
regulacion del ciclo celular por medio de la estabilizacién de la proteina
FBXO5 (proteina que actia inhibiendo la anafase) y promoviendo la
acumulacion de ciclina-A (proteina fundamental para el progreso de la fase S)
durante la interfase (Faitar et al. 2005). Este gen se ha relacionado con la
susceptibilidad a padecer neuroblastoma (OMIM: 256700) (Roberts et al.
1998). De la misma forma, la asociacion de este locus con la EM también ha
sido replicada y confirmada en otros estudios (Hoppenbrouwers et al. 2008;
ANZgene 2009; Alcina, Fernandez, et al. 2010; Mowry et al. 2013; IMSGC &
WTCCC2 2011; IMSGC 2013a). El tercero (rs2587156*G; OR: 0,81 [0,75-
0,89]) se relacionaba con el gen IL7 —“Interleukin 7"— (OMIM: 146660) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 8 (89g21) y que codifica la citosina
del mismo nombre, que es fundamental para el desarrollo de linfocitos T
CD8+ (O’'Connor et al. 2010). En caso de unirse al factor de crecimiento del
hepatocito, actia como un factor de estimulacion del crecimiento de los
linfocitos pre-pro-B (Lai & Goldschneider 2001). Su asociacion a la EM
también ha sido observada en otros estudios posteriores (Lundmark, Duvefelt
& Hillert 2007; IMSGC 2013a; Ghavimi et al. 2014; Zuvich et al. 2010).

Durante el mismo afo 2007, el “Wellcome Trust Case Control Consortium”
(WTCCC por sus siglas del inglés) (WTCCC 2007) publica los resultados de
su GWAS realizado en 975 pacientes no emparentados con EM y 1.466
controles con un total de 12.374 SNPs analizados (solo utilizO6 SNPs no
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sinbnimos para su analisis). Los resultados de este estudio referentes a
genes no-HLA, corroboraban la implicacion del gen IL7RA en la
susceptibilidad para la enfermedad pero también la de dos nuevos locus no
HLA de susceptibilidad. El primero (rs34536443*G; OR: 1,32 [1,17-1,47]) se
relacionaba con el gen TYK2 —“Tyrosine Kinase 2"— (OMIM: 176941) que se
localiza en el brazo corto del cromosoma 19 (19p13) y que probablemente
esté involucrado en la transduccion de sefiales intracelulares interviniendo en
la inmunidad antiviral (Firmbach-Kraft et al. 1990). Posteriormente estos
resultados fueron validados en otros estudios (Ban et al. 2009; Couturier et al.
2011; Dyment et al. 2012; IMSGC 2013a; Mero et al. 2010). Este locus se ha
asociado con SNPs de riesgo para la diabetes mellitus tipo 1 (Marroqui et al.
2015; Izumi et al. 2015), la cirrosis biliar primaria, la psoriasis y la artritis
reumatoide (IMSGC 2013a). El segundo (rs12708716*A; OR: 1,19 [0,97-
1,45]) se relacionaba con el gen KIAA0350 o CLEC16A —“C-Type Lectin
Domain Family 16, Member A"— (OMIM: 611303) que se localiza en el brazo
corto del cromosoma 16 (16pl13) y que probablemente actie regulando la
mitofagia, un proceso mediante el cual las mitocondrias son removidas antes
de la muerte celular (Nakajima et al. 2002). Su asociacion a la EM también ha
sido observada en otros estudios (Rubio et al. 2008; Zoledziewska et al.
2009; Hoppenbrouwers et al. 2009; Berge et al. 2013; IMSGC 2013a; Van-
Luijn et al. 2015; Leikfoss et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs
de riesgo para la diabetes mellitus tipo 1 (Todd et al. 2007; IMSGC 2009;
Soleimanpour et al. 2014) y la cirrosis biliar primaria (IMSGC 2013a).

Comabella y colaboradores (Comabella et al. 2008) publicaron, en 2008, los
resultados de su GWAS llevado a cabo en 242 pacientes no emparentados y
242 controles con un total de 428.867 SNPs analizados. Los resultados de
este estudio referente a genes HLA, confirmaron la mayor fuerza de
asociacion para el locus HLA-DR (rs3129934*T; OR: 3,0 [1,8-5,0] en el
cromosoma 6 pero ademas se identific6 un nuevo locus no HLA de
susceptibilidad (rs1327328*T; OR: 1,9 [1,3-2,9]) en el brazo largo del
cromosoma 13 (13g31) sin poderse identificar el gen asociado, dado el alto
grado de desequilibrio de ligamiento en la regidén. Este nuevo locus no se ha
incluido posteriormente dentro del analisis de las principales variantes de
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susceptibilidad asociadas a la enfermedad (IMSGC & WTCCC2 2011) dado

el bajo numero de pacientes incluidos.

Durante el mismo afio 2008, Aulchenko y colaboradores (Aulchenko et al.
2008) publicaron los resultados de su GWAS realizado en 45 pacientes no
emparentados con EM y 195 controles con un total de 250.000 SNPs
analizados. Los resultados de este estudio referente a genes no HLA,
identificaron un nuevo locus de susceptibilidad (rs10492972*C; OR: 3,12
[1,66-5,86]) relacionado con el gen KIF1B —“Kinesin Family Member 1B"-
(OMIM: 605995) localizado en el brazo corto del cromosoma 1 (1p36) y que
codifica una proteina motora que media el transporte intracelular de los
precursores de la vesicula sinaptica desde la mitocondria a través de los
microtubulos. Las mutaciones en este gen producen la neuropatia hereditaria
axonal de Charcot-Marie-Tooth 2A1 (OMIM: 118210) (Zhao et al. 2001). Esta
variante relacionada a KIF1B ha sido replicada y confirmada en otros
estudios (Goris et al. 2010; IMSGC 2010a). Sin embargo, este nuevo locus no
se ha incluido posteriormente dentro del analisis de las principales variantes
de susceptibilidad asociadas a la enfermedad (IMSGC & WTCCC2 2011)
dado el bajo niumero de pacientes incluidos.

Baranzini y colaboradores (Baranzini et al. 2009) publicaron, en 2009, los
resultados de su GWAS llevado a cabo en 978 pacientes no emparentados y
883 controles con un total de 551.642 SNPs analizados. ldentificaron trece
nuevos locus de susceptibilidad no HLA. La mayor asociacion fue observada
para un locus (rs9523762*A: OR: 1,36 [IC no especificado]) relacionado con
el gen GPC5 —“Glypican 5"- (OMIM: 602446) localizado en el brazo largo del
cromosoma 13 (13g32) y que codifica un proteoglicano heparan-sulfato que
parece tener un papel en la EM mediando la respuesta farmacogendmica al
interferon beta (Byun et al. 2008). Sin embargo, este locus no se ha podido
replicar en estudios posteriores por lo que no se ha incluido dentro del
analisis de las principales variantes de susceptibilidad asociadas a la
enfermedad (IMSGC & WTCCC2 2011).

En el mismo afo, Hafler y colaboradores (Hafler et al. 2009) publicaron los

resultados de su estudio llevado a cabo en 3.462 pacientes con EM
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incluyendo 1.275 trios familiares, 2.187 pacientes no emparentados y 9.972
controles. En base a un GWAS previamente publicado por ellos mismos
donde encontraban una clara asociacion del gen CD226 con la diabetes
mellitus tipo 1 (Todd et al. 2007), realizaron el analisis de un grupo de 10
SNPs relacionados con dicho gen en su cohorte de pacientes con el objetivo
de encontrar una posible via comin para estas dos enfermedades. Los
resultados identificaron un nuevo locus de susceptibilidad no HLA
(rs763361*C; OR: 1,14 [0,99-1,31]) relacionado con CD226. El gen CD226 —
“CD226 Antigen™- (OMIM: 605397) se localiza en el brazo largo del
cromosoma 18 (18g22) y codifica una molécula de adhesidén que se expresa
en la superficie de las células NK, plaquetas, monocitos, linfocitos T y un
subgrupo de linfocitos B mediando no solo la adhesién sino también la co-
estimulacién de linfocitos T (Shibuya et al. 1996). En el modelo animal de EM
(EAE), un anticuerpo monoclonal anti-CD226 demostré retrasar el desarrollo
de la enfermedad y reducir su severidad (Dardalhon et al. 2005). La
asociacion de este gen con la EM también ha sido replicada y validada por
otros estudios posteriores (IMSGC 2009; Wieczorek et al. 2009; Alcina,
Vandenbroeck, et al. 2010; Pandit et al. 2011; Z. X. Qiu et al. 2013;
Piédavent-Salomon et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de
riesgo para la diabetes mellitus tipo 1 (Todd et al. 2007) y para la artritis
reumatoide (Hafler et al. 2009; Z. X. Qiu et al. 2013).

De Jager y colaboradores (De Jager, Jia, et al. 2009) realizaron, en 2009, un
metaanalisis de los estudios previamente publicados por el IMSGC (IMSGC
2007) y por Baranzini y colaboradores (Baranzini et al. 2009) junto a una
cohorte no publicada de 860 pacientes. En total se estudiaron 2.624
pacientes no emparentados con EM y 7.220 controles con un total de
709.690 SNPs analizados. Los resultados validaron los locus de riesgo
previamente descritos para los genes no HLA CLEC16A, IL2RA y IL7RA pero
ademas identificaron tres nuevos locus no HLA de susceptibilidad con
significacion estadistica.

El primero (rs17824933*G; OR: 1,18 [1,07-1,30]) relacionado con el gen CD6
—“CD6 Antigen— (OMIM: 186720) que se localiza en el brazo largo del
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cromosoma 11 (11g12) y que codifica una molécula de adhesion para los
linfocitos activados situada en la superficie de las células inflamatorias. De
esta manera, su funcibn podria estar relacionada con la activacion y
proliferacion de dichos linfocitos en el contexto de una enfermedad
inflamatoria (Hassan et al. 2006; Castro et al. 2007). En esta linea, en 1986
se desarrollé un anticuerpo monoclonal anti-CD6, llamado itolizumab, para
tratar pacientes con EM y se realizé un ensayo clinico que resulté negativo
(Hafler et al. 1986). Posteriormente este farmaco se ha testado en otras
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (Rodriguez et al.
2012), el sindrome de Sjogren (Le Dantec et al. 2013) y, mas recientemente,
en psoriasis (Aira et al. 2014) con buenos resultados (Dogra et al. 2015). La
asociacion de este gen a la EM también ha sido replicada y validada por otros
estudios (Swaminathan et al. 2010; IMSGC 2011; Kofler et al. 2011; Park et
al. 2013; Swaminathan et al. 2013; IMSGC 2013a; Wagner, Bilinska, et al.
2014; Jurewicz et al. 2014).

El segundo (rs17445836*G; OR: 0,80 [0,72-0,89]) se relacionaba con el gen
IRF8 —“Interferon Regulatory Factor 8- (OMIM: 601565) que se localiza en el
brazo largo del cromosoma 16 (16g24) y que codifica un factor de
transcripcion que regula la respuesta a los interferones tipo 1 (tanto alfa como
beta). Su funcidon podria estar relacionada con el desarrollo de centros
germinales de células B asi como con las funciones del macrofago
(Pedchenko et al. 2005; Lee et al. 2006). Su asociacion a la EM también ha
sido replicada en otros estudios (IMSGC 2011; IMSGC 2013a; Park et al.
2013; Chrabot et al. 2013; Yoshida et al. 2014). Este locus se ha asociado
con SNPs de riesgo para la tiroiditis autoinmune (J. D. Lin et al. 2015), el
lupus eritematoso sistémico (Cunninghame Graham et al. 2011; Lessard et al.
2012; Baccala et al. 2013; Chrabot et al. 2013; Li et al. 2014; Sheng et al.
2015) y la cirrosis biliar primaria (IMSGC 2013a).

El tercero (rs1800693*G; OR: 1,20 [1,10-1,31]) se relacionaba con el gen
TNFRSF1A —“Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member 1A"-
(OMIM: 191190) que se localiza en el brazo corto del cromosoma 12 (12p13)

y que codifica una de las proteinas de mayor tamafio que actlan como
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receptoras del factor de necrosis tumoral alfa. A su vez, también actia como
regulador de la inflamacién mediante la activacién de la apoptosis (Fuchs et
al. 1992). Dado este papel aparentemente tan importante en el sistema
inmune, este gen ha sido ampliamente replicado tanto a nivel clinico como
experimental en varias cohortes de pacientes con EM (Kumpfel & Hohlfeld
2009; Swaminathan et al. 2010; IMSGC 2011, Goris et al. 2011; Park et al.
2013; Weinshenker & Tienari 2013; Comabella et al. 2013; Ottoboni et al.
2013; Tienari & Hohlfeld 2013; IMSGC 2013a; Williams et al. 2014; Hoffjan et
al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la cirrosis biliar
primaria (IMSGC 2013a).

Este mismo grupo describid, aunque sin llegar a alcanzar la suficiente
significacién estadistica, otros 7 locus no HLA de susceptibilidad que
posteriormente, mediante estudios de replicacion, han demostrado estar
asociados a la enfermedad.

El primero (rs2760524*G; OR: 0,87 [0,77-0,97]) relacionado con el gen RGS1
—“Regulator of G Protein Signaling 1"- (OMIM: 600323) que se localiza en el
brazo largo del cromosoma 1 (1931) y que codifica una proteina que inhibe la
actividad de la proteina G incrementando su actividad GTPasa. De esta
forma, inhibe la transduccion de sefiales celulares, y regula la activacién y
proliferacion de las células B (Druey et al. 1996). Su asociacion a la EM
también ha sido replicada en posteriores estudios (IMSGC 2010b; IMSGC
2013a). Este gen también se ha relacionado a un probable mecanismo de
accion del interfer6n beta 1-b ya que su expresion se ve incrementada por
este tratamiento inmunomodulador (Tran et al. 2010). Este locus se ha
asociado con SNPs de riesgo para la enfermedad celiaca (Gibbons et al.
2011; 1zzo et al. 2011; IMSGC 2013a).

El segundo (rs4680534*C; OR: 1,12 [1,02-1,22]) se relacionaba con el gen
IL12A —“Interleukin 12A"- (OMIM: 161560) que se localiza en el brazo largo
del cromosoma 3 (3925) y que codifica la subunidad alfa de la interleucina-12
gue puede actuar como un factor de crecimiento para los linfocitos T
activados y células NK activadas incrementando su actividad litica celular y

estimulando la produccion de interferon gamma (Chen et al. 2012). Su
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asociacion a la EM también ha sido replicada en sucesivos estudios (IMSGC
2010b; IMSGC 2013a; Jana et al. 2014). Este locus se ha asociado con SNPs
de riesgo para la enfermedad celiaca (Plaza-lzurieta e t al. 2011; 1zzo et al.
2011), la cirrosis biliar primaria (Hirschfield et al. 2009) y la estomatitis aftosa
(Bazrafshani et al. 2003; Sun et al. 2013).

El tercero (rs744166*G; OR: no proporcionada) se relacionaba con el gen
STAT3 -"Signal Transducer and Activator of Transcription 3"— (OMIM:
102582) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 (17921) y que
codifica una familia de proteinas que, en respuesta a citosinas y factores de
crecimiento, entran en el ndcleo celular y actian como activadoras de la
transcripcion (Gerhartz et al. 1996). Su asociacion a la EM también ha sido
replicada en otros estudios (Jakkula et al. 2010; Cénit et al. 2010;
Camporeale & Poli 2012; W. Qiu et al. 2013; Lu et al. 2013; IMSGC 2013a).
Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la enfermedad de Crohn
(IMSGC 2013a; Z. Wang et al. 2014; Ryan et al. 2014; Hong et al. 2015).

El cuarto (rs1250540*G; OR: 1,12 [1,02-1,22]) se relacionaba con el gen
ZMIZ1 —“Zinc Finger Miz-Domain Containing 1"- (OMIM: 607159) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 10 (10922) y que codifica una
familia de proteinas que se encargan de regular la actividad de varios
factores de transcripcion, fundamentalmente de la inhibicibn de STAT
(Sharma et al. 2003). Estas proteinas también estan implicadas en el proceso
de SUMOilacién que consiste en una modificacion postraduccional mediante
la cual algunas de las proteinas celulares son covalentemente modificadas
mediante la adiciébn de otra pequefia proteina llamada SUMO, del inglés
“Small Ubiquitin-Related Modifier” (Peng et al. 2010). Su asociacién a la EM
también ha sido replicada en otros estudios (Patsopoulos et al. 2011; IMSGC
2013a). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la enfermedad
celiaca (Dubois et al. 2010; Cho & Brant 2011; Senapati et al. 2015), las
enfermedades inflamatorias intestinales (Cho & Brant 2011; Ellinghaus et al.
2012; Yang et al. 2015) y la psoriasis (IMSGC 2013a).

El quinto (rs6896969*C; OR: 0,91 [0,83-0,99]) se relacionaba con el gen
PTGER4 —“Prostaglandin E Receptor 4, EP4 Subtype”- (OMIM: 601586) que
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se localiza en el brazo corto del cromosoma 5 (5p13) y que codifica una de
las proteinas receptoras de la prostaglandina E. Su papel se ha relacionado
con la activacion de linfocitos y con el proceso de relajacion del masculo liso
(Sugimoto & Narumiya 2007). Su asociacion a la EM también ha sido
replicada en otros estudios (Pigard et al. 2009; IMSGC 2013a; Schiffmann et
al. 2014; Perga et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo
para la enfermedad de Crohn (Libioulle et al. 2007; Glas, Seiderer, Czamara,
et al. 2012; IMSGC 2013a; Prager et al. 2014).

El sexto (rs9321619*A; OR: 0,89 [0,81-0,96]) se relacionaba con el gen
OLIG3 —“Oligodendrocyte Lineage Transcription Factor 3"- (OMIM: 609323)
localizado en el brazo largo del cromosoma 6 (6g23) y que interviene en el
desarrollo del sistema nervioso (Filippi et al. 2005). Este gen se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con el gen TNFAIP3 —“Tumor Necrosis Factor-
Alpha-Induced Protein 3"- (OMIM: 191163) que actia como regulador
negativo del factor nuclear-kB, un factor de transcripcibn que regula la
respuesta pro-inflamatoria del TNF. Su asociacion a la EM también ha sido
observada en otros estudios (IMSGC 2010b; Lindén et al. 2013; IMSGC
2013a; Hoffjan et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo
para la enfermedad de Crohn (Barrett et al. 2008), la enfermedad celiaca

(Trynka et al. 2009) y el lupus eritematoso sistémico (Musone et al. 2008).

Por dltimo, el séptimo locus (rs1790100*G; OR: 1,11 [1,00-1,22]) se
relacionaba con el gen MPHOSPH9 —*M-Phase Phosphoprotein 9"— (OMIM:
605501) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 12 (12924) y que
interviene en el desacoplamiento de las estructuras de la interfase del ciclo
celular, permitiendo que la célula entre en la fase M (Matsumoto-Taniura et
al. 1996). Aunque su asociacion a la EM también ha sido observada en
sucesivos estudios (IMSGC 2010b; Habek et al. 2010; IMSGC 2013a), se
considera que no es el causante de la susceptibilidad sino que lo es otro
locus (rs949143*G: OR: 1,08 [1,04-1,12]) en desequilibrio de ligamiento con
el gen ARLG6IP4 —“ADP-Ribosylation-Like Factor 6-Interacting Protein 4"-
(OMIM: 607668) cuya funcion seria la inhibicién del pre-ARNm en caso de

infeccion por el virus del herpes simple (Sasahara et al. 2000; Ouyang 2009).
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Sin embargo, en un estudio reciente, Mowry y colaboradores (Mowry et al.
2013) describen la asociacion de MPHOSPH9 a una mayor severidad de los

brotes, por lo que es una variante a seguir investigando.

El ANZgene, del inglés “Australia and New Zealand Multiple Sclerosis
Genetics Consortium” (ANZgene 2009) publicaron en 2009 los resultados de
su GWAS realizado en 1.618 pacientes no emparentados con EM y 3.413
controles con un total de 302.098 SNPs analizados. Los resultados de este
estudio corroboraban la implicacién de genes no HLA previamente descritos
como CD58, EVI5, IL2RA, CLEC16A, IL7RA, TYK2, pero también
describieron tres nuevos locus no HLA de susceptibilidad que posteriormente
se han incluido dentro de las variantes principales asociadas a la EM.

El primero (rs6074022*G; OR: 1,19 [1,17-1,48]) se relacionaba con el gen
CD40 —“CD40 Antigen”- (OMIM: 109535) que se localiza en el brazo largo
del cromosoma 20 (20g13) y que codifica una proteina que actia como
receptor en las células presentadoras de antigenos siendo esencial en varios
procesos inmunes incluyendo cambios inmunoglobulina-dependientes en los
linfocitos T (Schénbeck & Libby 2001), desarrollo de linfocitos B de memoria 'y
formacion de los centros germinales (Kawabe et al. 1994). Esta citosina
también se ha relacionado con la activacion de la microglia inducida por el
beta-amiloide por lo que se considera un evento inicial en la enfermedad de
Alzheimer (Bitting et al. 1996; Suo et al. 1998; Giunta et al. 2010; Michels et
al. 2015). Su asociacion a la EM también ha sido replicada en sucesivos
estudios (Sokolova et al. 2013; IMSGC 2013a; Wagner, Wisniewski, et al.
2014; Field et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para
la artritis reumatoide (Liao et al. 2012; X. Zhang et al. 2013) y la enfermedad
inflamatoria intestinal (IMSGC 2013a).

El segundo (rs703842*A; OR: 0,82 [IC no especificado]) se relacionaba con el
gen CYP27B1 —“Cytochrome P450, Subfamily XXVIIB, Polypeptide 1"-—
(OMIM: 609506) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 12 (12q14)
y que codifica una proteina de la membrana interna de la mitocondria que se
encarga de hidroxilar la 25-dihidroxivitamina-D transformandola en su forma

activa la 1,25-dihidroxivitamina-D jugando un papel fundamental en la
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homeostasis del calcio (Akiba et al. 1980; Kawashima & Kurokawa 1983). Las
mutaciones en este gen también estan asociadas al raquitismo tipo 1
dependiente de vitamina-D (OMIM: 264700) (Fraser et al. 1973). Aunque su
asociacion a la EM ha sido replicada en sucesivos estudios (Sundqvist et al.
2010; IMSGC 2013a; Ross et al. 2014; Shahijanian et al. 2014; Zhuang et al.
2015) y existe abundante evidencia cientifica que implica a los niveles bajos
de vitamina D con la probabilidad de desarrollar EM (Duan et al. 2014), este
locus también ha sido objeto de discusion debido a disponer de estudios
contradictorios respecto a su asociacion con la enfermedad (Torkildsen et al.
2008; Ramagopalan et al. 2011; Alcina et al. 2013; Ban et al. 2013; Barizzone
et al. 2013; Reinthaler et al. 2014). Este locus se ha asociado con SNPs de

riesgo para la artritis reumatoide (Cutolo et al. 2011).

El tercero (rs228614*G; OR: 1,09 [1,05-1,13]) se relacionaba con el gen
NFKB1 o MANBA —“Nuclear Factor Kappa-B, Subunit 1'— (OMIM: 16401)
gue se localiza en el brazo largo del cromosoma 4 (4924) y que codifica una
proteina que se ha detectado en numerosos tipos celulares que expresan
citosinas, quimiocinas, factores de crecimiento y moléculas de adhesion.
Dicha proteina se activa por una amplia variedad de estimulos incluyendo
citosinas, radicales libres, particulas inhaladas, radiacion ultravioleta y
productos bacterianos y virales. Su funcion se ha relacionado con la cascada
inflamatoria asociada a artritis autoinmune, asma, shock séptico, fibrosis
pulmonar, glomerulonefritis, arterioesclerosis y SIDA. En cambio, su
inactivaciéon se asocia a apoptosis, desarrollo inadecuado del sistema inmune
y retardo del crecimiento celular (Baldwin 1996; Chen et al. 1999). Su
asociacion a la EM también ha sido replicada en posteriores estudios (IMSGC
& WTCCC2 2011; IMSGC 2013a). Este locus se ha asociado con SNPs de

riesgo para la cirrosis biliar primaria (IMSGC 2013a).

En el aio 2010, Sanna y colaboradores (Sanna et al. 2010) publicaron los
resultados de su GWAS realizado en 882 pacientes no emparentados con
EM y 872 controles con un total de 555.335 SNPs analizados. Los resultados
de este estudio corroboraban la implicacion de genes no HLA previamente
descritos como CD58, IL2RA, EVI5, CD40, IRF8 y CLEC16A pero también
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describen un nuevo locus no HLA de susceptibilidad que posteriormente se
ha incluido dentro de las variantes principales asociadas a la EM. Este locus
(rs9657904*A; OR: 1,40 [1,27-1,57]) se relacionaba con el gen CBLB —“CAS-
BR-M Murine Ecotropic Retroviral Transforming Sequence B’- (OMIM:
604491) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 3 (3ql3) y que
funciona como regulador clave para la tolerancia inmune, limitando la
activacion y expansion de linfocitos T (Chiang et al. 2000; Bachmaier et al.
2000). Su asociacién a la EM también ha sido replicada posteriormente
(Corrado et al. 2011; Varadé et al. 2012; Sellebjerg et al. 2012; IMSGC
2013a; Sturner et al. 2014).

En el mismo afio, el IMSGC (IMSGC 2010a) en un analisis “post hoc” mas
detallado de los resultados publicados en el primer GWAS (IMSGC 2007),
describe dos locus no HLA de susceptibilidad que previamente no habian
sido considerados.

El primero (rs12122721*G; OR: 1,22 [1,15-1,28]) se relacionaba con el gen
KIF21B (Clorfl106) —“Kinesin Family Member 21B"- (OMIM: 608322) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 1 (1932) y que codifica una proteina
perteneciente a la familia de las quinesinas, proteinas motoras encargadas
de transportar componentes celulares esenciales a través de los microtubulos
axonales y dendriticos (Marszalek et al. 1999). Su asociacién a la EM
también ha sido observada en sucesivos estudios (Goris et al. 2010; IMSGC
2013a; Kreft et al. 2014). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para
la colitis ulcerativa, la enfermedad de Crohn, la enfermedad celiaca y la
espondilitis anquilosante (Danoy et al. 2010; IMSGC 2013a; Yang et al.
2014).

El segundo (rs1132200*C; OR: [1,24 1,18-1,28]) se relacionaba con el gen
TMEM39A —“Transmembrane Protein 39A"- (OMIM: 126200) localizado en el
brazo largo del cromosoma 3 (3g13). No se conoce exactamente su funcién
pero se sabe que se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el gen
CD80 que codifica el receptor transmembrana CD80 que se activa por la
union de CD28 o CTLA-4 (antigeno-4 del linfocito T citotoxico). Una vez

activado, induce la proliferacién de linfocitos T y la produccién de citosinas
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(Reeves et al. 1997). Su asociacion a la EM también ha sido observada en
otros estudios (Varadé et al. 2012; IMSGC 2013a). Este locus se ha asociado
con SNPs de riesgo para el lupus eritematoso sistémico (Lessard et al. 2012;
Zhang et al. 2014; You et al. 2015; Sheng et al. 2015) y para la cirrosis biliar
primaria (IMSGC 2013a).

Nischwitz y colaboradores (Nischwitz et al. 2010), también en 2010, publican
los resultados de su GWAS llevado a cabo en 590 pacientes no
emparentados y 825 controles con un total de 300.000 SNPs analizados. Los
resultados de este estudio corroboraban la implicaciéon de genes no HLA
previamente descritos como IL7RA y TNFRSF1A pero también describen dos
nuevos locus no HLA de susceptibilidad.

El primero (rs3780792*C; OR: 1,59 [1,32-1,92]) se relacionaba con el gen
VAV2 —“VAV2 Oncogene”- (OMIM: 600428) que se expresa exclusivamente
en las células hematopoyéticas realizando funciones importantes en la

sefializacion celular a este nivel (Henske et al. 1995).

El segundo locus (rs3745672*C; OR: 0,13 [0,06-0,30]) se relacionaba con el
gen ZNF433 —“Zinc Finger Protein 433" (OMIM: 163059) cuya funcién no
esta del todo aclarada. Estos nuevos locus no han podido ser replicados en
otros estudios por lo que no se han incluido dentro del andlisis de las
principales variantes de susceptibilidad asociadas a la enfermedad (IMSGC &
WTCCC2 2011; IMSGC 2013a).

Jakkula y colaboradores (Jakkula et al. 2010) publicaron los resultados de su
GWAS llevado a cabo en 62 pacientes no emparentados y 136 controles con
un total de 297.343 SNPs analizados. Los resultados de este estudio
corroboraban la implicacion de genes no HLA previamente descritos como
IL2RA, IL7RA, CD58, CLEC16A, IRF8, TNFRSF1A, TYK2 y STAT3. En el
caso de este ultimo gen, los autores validaron los datos obtenidos por De
Jager y colaboradores en el 2009 (De Jager, Jia, et al. 2009) pero también
describen un nuevo SNP relacionado con este gen (rs744166*G; OR: 0,87
[0,83-0,91]) que posteriormente no se ha podido validar.
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Ban y colaboradores (Ban et al. 2010), mediante un estudio de replicacion de
la cohorte publicada en el 2007 por el WTCCC (WTCCC 2007), identificaron
un nuevo locus no HLA de susceptibilidad (rs3748816*T; OR: 1,16 [1,09-
1,24]) que se relacionaba con el gen MMEL1 —-*Membrane Metallo-
Endopeptidase-Like 1'— (OMIM: 79258) localizado en el brazo corto del
cromosoma 1 (1p36) que codifica una proteina que juega un importante papel
en la percepcién del dolor, la regulaciéon de la presion arterial, el metabolismo
del fosfato y la homeostasis (Ouimet et al. 2000; Gregory et al. 2006), y que
se la ha relacionado a la degradacion de la proteina beta-amiloide en la
enfermedad de Alzheimer (Huang et al. 2008). Su asociacién a la EM también
ha sido observada en otros estudios (IMSGC & WTCCC2 2011; IMSGC
2013a). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la artritis
reumatoide (Raychaudhuri et al. 2008; Danoy et al. 2011; Kurreeman et al.
2012), la enfermedad celiaca (Coenen et al. 2009), la cirrosis biliar primaria,
la tiroiditis autoinmune y la enfermedad inflamatoria intestinal (IMSGC
2013a).

Como dato importante no relacionado con los GWAS pero si con la genética
de la EM, en 2010, Dickson y colaboradores (Dickson et al. 2010) publicaron
un trabajo en el que, mediante un modelo de simulaciéon por ordenador,
analizaron datos provenientes de GWAS en otras enfermedades no EM y
plantearon que las variantes raras pueden crear sefiales de asociacion de
largo alcance (de hasta 10 Mb), lo que, a su vez, puede ser interpretado de
forma errbnea como una variante comuan por los estudios de asociacién. Esta
hipotesis puso en tela de juicio la forma en como se analizaban los estudios

de asociacion hasta ese momento.

Con el objetivo de valorar dicha hipétesis, Baranzini y colaboradores
(Baranzini et al. 2010) secuenciaron, por primera vez, el genoma completo de
dos mujeres gemelas monocigotas no concordantes para EM. Obtuvieron
~3,6 millones de SNPs, =200.000 polimorfismos indel (insercion-delecién), 27
CNVs (del inglés “Copy Number Variations”) y 1,1 millones de dinucledtidos
CpG metilados. Tras analizar toda esta informacién, Unicamente se

encontraron diferencias en la metilacion de dos residuos de citosina entre las
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gemelas, sin detectarse ninguna otra diferencia significativa a nivel genético,
epigenético ni transcriptomico, por lo que, en este estudio, la hipotesis
propuesta por Dickson y colaboradores (Dickson et al. 2010) no podia ser

confirmada.

El ANZgene (ANZgene 2011), en 2011, llevé a cabo un andlisis “post hoc”
mas detallado de los resultados publicados en el primer GWAS (ANZgene
2009), y describieron un nuevo locus no HLA de susceptibilidad que
previamente no se habia considerado. Este locus (rs17174870*G; OR: 1,1
[1,06-1,15]) se relacionaba con el gen MERTK —“MER Tyrosine Kinase
Protooncogene”™ (OMIM: 604705) que se localiza en el brazo largo del
cromosoma 2 (2913) y que codifica uno de los tres tipos de receptores
tirosina quinasa de la familia TAM (TYRO3, AXL y MERTK) que han sido
implicados en la proliferacion celular, la regulacion inmune y la fagocitosis de
células apoptéticas (Rothlin et al. 2007). Su asociacion a la EM también ha
sido observada en sucesivos estudios (IMSGC 2013a; Pierce & Keating 2014;
Hoppmann et al. 2015). Este gen se ha descrito en pacientes con retinitis
pigmentaria tipo-38 (OMIM: 613862) (Gal et al. 2000).

Patsopoulos y colaboradores (Patsopoulos et al. 2011) publicaron los
resultados de su GWAS realizado en 1.453 pacientes no emparentados con
EM y 2.176 controles con un total de 906.600 SNPs analizados, y también
realizaron un metaanalisis de la informacién proveniente de los GWAS
publicados por De Jager y colaboradores (De Jager, Jia, et al. 2009) y por
ANZgene (ANZgene 2009). Los resultados de este estudio corroboraban la
implicacion de genes no HLA previamente descritos como IL7RA, IL2RA,
IL12A, CD58, CD6, IRF8, CLEC16A, TNFRSF1A, STATS3, KIF21B, CBLB,
RGS1, entre otros, y también describen 5 nuevos locus no HLA de
susceptibilidad que posteriormente se han incluido dentro de las variantes
principales asociadas a la EM.

El primero (rs11129295*A; OR: 1,11 [1,07-1,16]) relacionado con el gen
EOMES —“Eomesodermin, Xenopus, Homolog of’— (OMIM: 604615) que se
localiza en el brazo corto del cromosoma 3 (3p24) y que codifica un factor de

transcripcion que es crucial para el desarrollo embrionario del mesodermo y
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del SNC en vertebrados (Yi et al. 1999). Este factor de transcripcion también
parece ser necesario para la diferenciacion de los linfocitos T CD8+ (Pearce
et al. 2003). Su asociacion a la EM también ha sido observada en otros
estudios (IMSGC 2013a; Parnell et al. 2014; Glenn et al. 2014).

El segundo (rs2546890*A; OR: 1,1 [1,06-1,14]) se relacionaba con el gen
IL12B —“Interleukin 12B"— (OMIM: 161561) que se localiza en el brazo largo
del cromosoma 5 (5g33) y que codifica la subunidad beta de la interleucina-
12, una citosina que actua sobre los linfocitos T y las células NK. Esta
interleucina se expresa en los macrofagos activados y, por tanto, en el
desarrollo de linfocitos Thl (Brightbill et al. 1999). Su asociacion a la EM
también ha sido observada en sucesivos estudios (Varadé et al. 2012; Leone
et al. 2013; IMSGC 2013a; J. Huang, Yang, Zhou, et al. 2015). Este locus se
ha asociado con SNPs de riesgo para la psoriasis (Cabaleiro et al. 2013; Eiris
et al. 2014; Popadic et al. 2015; Zuo et al. 2015) y la enfermedad de Crohn
(Glas, Seiderer, Wagner, et al. 2012; Dubinsky et al. 2013; Dalton et al. 2014,
Wang et al. 2015).

El tercero (rs7595037*A; OR: 1,1 [1,06-1,14]) se relacionaba con el gen
PLEK —"Pleckstrin"-= (OMIM: 173570) que se localiza en el brazo corto del
cromosoma 3 (3p24) y que codifica una proteina fundamental en la
hemostasia dependiente de las plaguetas (Tyers et al. 1988). Su asociacion a
la EM también ha sido observada en sucesivos estudios (IMSGC 2013a;
Akkad et al. 2015; Hoppmann et al. 2015). Este locus se ha asociado con
SNPs de riesgo para la enfermedad celiaca (IMSGC 2013a).

El cuarto (rs1738074*G; OR: 1,13 [1,09-1,17]) se relacionaba con el gen
TAGAP —“T-Cell Activation GTPase-Activating Protein’— (OMIM: 609667) que
se localiza en el brazo largo del cromosoma 6 (6g25) y que codifica un
miembro de la superfamilia de proteinas activadoras de linfocitos T
RhoGTPasa dependiente (Mao et al. 2004). Su asociaciéon a la EM también
ha sido observada en posteriores estudios (Ottoboni et al. 2013; IMSGC
2013a; Akkad et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo
para la enfermedad celiaca (Hunt et al. 2008; 1zzo et al. 2011; Plaza-lzurieta
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et al. 2011; IMSGC 2013a), la enfermedad de Crohn (Festen et al. 2011;
IMSGC 2013a) y la artritis reumatoide (Chen et al. 2011; IMSGC 2013a).

El quinto (rs2150702*G; OR: 1,16 [1,10-1,22]) se relacionaba con el gen
MLANA —*MELAN"- (OMIM: 605513) que se localiza en el brazo corto del
cromosoma 9 (9p24) y que codifica una proteina que juega un papel crucial
regulando la pigmentacion de los mamiferos mediante la melanogénesis
(Hoashi et al. 2005). Su asociacién a la EM también ha sido observada en
otro estudio (IMSGC 2013a).

El IMSGC junto al WTCCC (IMSGC & WTCCC2 2011) divulgan, en 2011, los
resultados de uno de los mayores GWAS publicado hasta la fecha incluyendo
9.772 pacientes no emparentados con EM y 17.376 controles con un total de
475.806 SNPs analizados. Tanto los pacientes como los controles provenian
de varias poblaciones incluyendo Finlandia, Suecia, Noruega Dinamarca,
Australia, Nueva Zelanda, Reino Unido, Alemania, Bélgica, Polonia, Irlanda,
Estados Unidos, Francia, Espana e Italia.

Los resultados de este estudio no solo corroboraban la implicaciéon de genes
no HLA previamente descritos como IL2RA, IL7RA, CD58, EVI5, IL7, TYK2,
CLEC16A, CD6, IRF8, TNFRSF1A, RGS1, IL12A, STATS3, ZMIZ1, PTGERA4,
OLIG3, MPHOSPH9/ARLG6IP4, CD40, CYP27B1, CBLB, KIF21B, TMEM39A,
MMEL1, sino que también se describen nuevos SNPs en relacion a estos
mismos genes que hasta entonces no habian mostrado asociacion

estadisticamente significativa (Tabla 8).
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Tabla 8. Comparacion de los SNPs originales y de los nuevos descritos en el
GWAS del 2011 (IMSGC & WTCCC2 2011) asociados a los principales locus
no HLA de susceptibilidad para EM.

SNP original® SNP nuevo® Gen (es) candidato (s)
rs2104286*T rs3118470*G IL2RA
rs6897932*C rs6897932*C IL7RA
rs2300747*A rs1335532*A CD58
rs10735781*G rs11810217*A EVI5
rs2587156*G rs1520333*G IL7
rs34536443*G rs8112449*G TYK2
rs12708716_A rs7200786*A CLEC16A(KIAA0350)
rs17824933*G rs650258*G CD6
rs17445836*G rs13333054*A IRF8
rs1800693*G rs1800693*G TNFRSF1A
rs2760524*G rs1323292*A RGS1
rs4680534*C rs2243123*G IL12A
rs744166*G rs9891119*C STAT3
rs1250540*G rs1250550*A ZMIZ1
rs6896969*C rs4613763*G PTGER4
rs9321619*A rs13192841*A OLIG3
rs1790100*G rs949143*G MPHOSPH9, ARL6IP4
rs6074022*G rs2425752*A CD40
rs703842*A rs12368653*A CYP27B1
rs9657904*A rs2028597*G CBLB
rs12122721*G rs7522462*G KIF21B (Clorf106)
rs1132200*C rs2293370*G TMEM39A, CD80
rs3748816*T rs4648356*C MMEL1

4SNP descrito en la publicacién original (ver texto para referencias)
®SNP nuevo descrito en el GWAS del 2011 (IMSGC & WTCCC2 2011)

Asimismo, se describen 29 nuevos locus no HLA de susceptibilidad que
posteriormente se han incluido dentro de las variantes principales asociadas
ala EM.

El primero (rs11581062*G; OR: 1,13 [1,09-1,18]) se relacionaba con el gen
VCAM1 —“Vascular Cell Adhesion Molecule 1"- (OMIM: 192225) que se
localiza en el brazo corto del cromosoma 1 (1p21) y que codifica una
glicoproteina de superficie expresada por las células endoteliales activas y
gue media la adhesion de monocitos y linfocitos (Cybulsky et al. 1991). Su

asociacion a la EM también ha sido observada en otro estudio llevado a cabo
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por el mismo grupo (IMSGC 2013a). Este locus se ha asociado con SNPs de
riesgo para la artritis reumatoide (Navarro-Hernandez et al. 2009).

El segundo (rs10201872*A; OR: 1,13 [1,08-1,19]) se relacionaba con el gen
SP140 —“Nuclear Body Protein SP140"- (OMIM: 608602) que se localiza en
el brazo largo del cromosoma 2 (2g37) y codifica un factor de transcripcién
especifico para secuencias de ADN (Bloch et al. 1996). Su asociacién a la
EM también ha sido observada en otros estudios (IMSGC 2013a; Matesanz
et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la
enfermedad de Crohn (IMSGC 2013a).

El tercero (rs9282641*G; OR: 1,21 [1,14-1,29]) se relacionaba con el gen
CD86 —“CD86 Antigen’— (OMIM: 601020) que se localiza en el brazo largo
del cromosoma 3 (3g13) y codifica una proteina de membrana tipo-1 que es
miembro de la superfamilia de la inmunoglobulinas. Esta proteina se expresa
en las células presentadoras de antigeno y es el ligando de CD28,
produciendo la activacion de linfocitos T, y de la proteina-4 asociada al
linfocito T citotdxico, que produce en cambio la inhibicion de la activacion de
los linfocitos disminuyendo, por tanto, la respuesta inmune (Freeman et al.
1993). Su asociacion a la EM también ha sido observada en sucesivos
estudios (IMSGC 2013a; Menezes et al. 2014).

El cuarto (rs12212193*G; OR: 1,09 [1,05-1,13]) se relacionaba con el gen
BACH2 —“BTB And CNC Homology 2"- (OMIM: 605394) que se localiza en el
brazo largo del cromosoma 6 (6gl15) y que codifica un factor que actla
activando o inhibiendo la transcripcion mediante la proteina MAFK. Esta
implicado, entre otros, con la via de sefializacién en los linfocitos (Oyake et
al. 1996). Su asociacién a la EM también ha sido observada en sucesivos
estudios (Roychoudhuri et al. 2013; IMSGC 2013a; Hoppmann et al. 2015;
Perga et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la
enfermedad celiaca (Dubois et al. 2010; E. H. Kim et al. 2014), la diabetes
mellitus tipo 1 (Marroqui et al. 2014; Wegner et al. 2015) y la tiroiditis
autoinmune (IMSGC 2013a).
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El quinto (rs802734*A; OR: 1,1 [1,06-1,14]) se relacionaba con el gen
THEMIS “Thymocyte-Expressed Molecule Involved In Selection” (OMIM:
613607) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 6 (6g22) y que
codifica una proteina que cumple funciones reguladoras en la transicion de
linfocitos T negativos y positivos durante el desarrollo tardio del timocito
(Kakugawa et al. 2009). Su asociacién a la EM también ha sido observada en
otro estudio (IMSGC 2013a). Este locus se ha asociado con SNPs de riesgo
para la enfermedad celiaca (Dubois et al. 2010; IMSGC 2013a).

El sexto (rs11154801*A; OR: 1,15 [1,1-1,19]) se relacionaba con el gen MYB
—“V-MYB Avian Myeloblastosis Viral Oncogene Homolog”"- (OMIM: 189990)
que se localiza en el brazo largo del cromosoma 6 (6g23) y codifica un factor
de transcripcién el cual juega un papel esencial en la regulacion de la
hematopoyesis y posiblemente también de la tumorogénesis (Westin et al.
1982). Las mutaciones de este gen se han relacionado con la leucemia
linfoblastica aguda de células T (Barletta et al. 1987). Su asociacion a la EM
también ha sido observada en otros estudios (IMSGC 2013a; X. Lin et al.
2015). Este gen se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el gen AHI1
—“Abelson Helper Integration Site 1- (OMIM: 608894) que codifica una
proteina crucial para el desarrollo cortical y cerebeloso en los humanos (Chih
et al. 2012). Mutaciones en este gen se han relacionado con el sindrome de
Joubert (OMIM: 608629) (Ferland et al. 2004), un trastorno autosdmico
recesivo que produce una afectacibn severa en el desarrollo de las

estructuras cerebrales.

El séptimo (rs17066096*G; OR: 1,14 [1,09-1,18]) se relacionaba con el gen
IL22RA2 —“Interleukin 22 Receptor, Alpha-2"- (OMIM: 606648) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 6 (69g23) y que codifica una proteina
miembro de las citosinas de clase 2 que especificamente se une a la
interleucina-22 y bloquea su actividad (Huber et al. 2012). Su asociacion a la
EM también ha sido observada en sucesivos estudios (Vandenbroeck et al.
2012; IMSGC 2013a; Lill et al. 2014; Laaksonen et al. 2014).

El octavo (rs354033*G; OR: 1,1 [1,06-1,15]) se relacionaba con el gen
ZNF746 —“Zinc Finger Protein 746"- (OMIM: 613914) que se localiza en el
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brazo largo del cromosoma 7 (7936) y cuya funcion no es del todo conocida
aunque se cree interviene en la patogenia de la enfermedad de Parkinson
(Shin et al. 2011; Khoo 2011; Kang & Shin 2014). La asociacién de este locus

con la EM no ha podido ser replicada en otros estudios sucesivos.

El noveno (rs4410871*G; OR: 1,11 [1,07-1,16]) se relacionaba con el gen
MYC —“*V-MYC Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene Homolog"™— (OMIM:
190080) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 8 (8g24) y que
codifica una proteina que actia a nivel nuclear en la progresién del ciclo
celular, la apoptosis y la transformacién celular (Dominguez-Sola et al. 2007).
Mutaciones en este gen se han asociado también al linfoma de Burkitt
(OMIM: 113970) (Komano et al. 1999). Su asociacion a la EM también ha
sido observada en sucesivos estudios (IMSGC 2013a; Huynh et al. 2014).

El décimo (rs2019960*G; OR: 1,1 [1,05-1,15]) se relacionaba con el gen
PVT1 —“PVT1 Oncogene’- (OMIM: 165140) que se localiza en el brazo largo
del cromosoma 8 (8g24) y que se considera un gen ARN, es decir, un gen
cuya secuencia de ADN no codifica ninguna proteina (Graham & Adams
1986). Se ha visto implicado en el mal prondstico de varios tipos de cancer
(Tseng et al. 2014; Liu et al. 2015; Zhang et al. 2015; C. Huang et al. 2015;
Bawa et al. 2015; Kong et al. 2015). Su asociacion a la EM ha sido observada

solo en otro estudio sucesivo (IMSGC 2013a).

El undécimo (rs7923837*G; OR: 1,1 [1,06-1,14]) se relacionaba con el gen
HHEX —“Hematopoietically Expressed Homeobox’— (OMIM: 604420) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 10 (10923) y que codifica un factor
de transcripcion relacionado con los procesos de desarrollo celular (Tanaka
et al. 1999). Su expresion dentro de las células hematopoyéticas sugiere que
esta proteina puede jugar un papel en la diferenciacion de las células
hematicas. Su asociaciéon a la EM solo ha podido ser replicada en otro
estudio (IMSGC 2013a).

El duodécimo (rs630923*C; OR: 1,11 [1,06-1,17]) se relacionaba con el gen
CXCR5 —“Chemokine, CXC Motif, Receptor 5'— (OMIM: 601613) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 11 (11923) y que codifica una
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proteina que se expresa en los linfocitos B maduros y en el linfoma de Burkitt,
interviniendo en la migracion de linfocitos B dentro de los foliculos linfoides
del bazo (Reif et al. 2002). Su asociacion a la EM también ha sido observada
en sucesivos estudios (IMSGC 2013a; IMSGC 2013b).

El decimotercero (rs10466829*A; OR: 1,09 [1,05-1,13]) se relacionaba con el
gen CLECL1 —“Dendritic Cell-Associated Lectin 1’- (OMIM: 607467) que se
localiza en el brazo corto del cromosoma 12 (12pl3) y que codifica una
proteina transmembrana tipo 2 que es altamente expresada en las células
dendriticas y en los linfocitos B. Puede actuar como una co-estimuladora de
linfocitos T a través de la interleucina-4 y, por tanto, puede regular la
respuesta inmune (Ryan et al. 2002). Su asociacion a la EM solo ha podido
ser replicada en otro estudio posterior (IMSGC 2013a). Este locus se ha
asociado con SNPs de riesgo para la diabetes mellitus tipo 1 (Wallace et al.
2012).

El decimocuarto (rs4902647*G; OR: 1,11 [1,07-1,15]) se relacionaba con el
gen ZFP36L1 —“Zinc Finger Protein 36-Like 1"- (OMIM: 601064) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 14 (14g24) y codifica una proteina
encargada de regular la respuesta frente a factores de crecimiento (Bustin et
al. 1994). Su asociacion a la EM también ha sido observada en otros estudios
(IMSGC 2013a; Perga et al. 2015). Este locus se ha asociado con SNPs de
riesgo para la enfermedad celiaca y la diabetes mellitus tipo 1 (Dudziak et al.
2008).

El decimoquinto (rs2300603*A; OR: 1,11 [1,07-1,16]) se relacionaba con el
gen BATF —“Basic Leucine Zipper Transcription Factor, ATF-Like"— (OMIM:
612476) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 14 (14q924) y
codifica un factor de transcripcion que inhibe los procesos transcripcionales
AP-1/ATF, que consisten fundamentalmente en la diferenciacioén del linaje de
las células del sistema inmune, especificamente la diferenciacion en células
B de linfocitos Thl7, células Th foliculares, linfocitos T CD8+ y células
dendriticas (Dorsey et al. 1995). Su asociacién a la EM también ha sido
observada en sucesivos estudios (Miao et al. 2013; IMSGC 2013a; Akkad et
al. 2015).
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El decimosexto (rs2119704*C; OR: 1,26 [1,17-1,36]) se relacionaba con el
gen GALC —“Galactosilceramidase’- (OMIM: 606890) que se localiza en el
brazo largo del cromosoma 14 (14g31) y codifica una proteina lisosomal que
hidroliza la galactosilceramida (un lipido fundamental de la mielina) a nivel
cerebral, renal y en células epiteliales del intestino delgado y del colon (Chen
et al. 1993), y cuya mutacion se asocia a la enfermedad de Krabbe (OMIM:
245200) (Wenger et al. 2000). Su asociacion a la EM solo ha podido ser
replicada en otro estudio (IMSGC 2013a). Este gen se encuentra en
desequilibrio de ligamiento con el gen GPR65 —“G Protein-Coupled Receptor
65"- (OMIM: 604620) y su funcion podria ser la de actuar como receptor de
glicoesfingolipidos ademas de activar la muerte celular y la diferenciacion de
linfocitos T (Wang et al. 2004). Su asociacion a la EM no ha podido ser

replicada en estudios sucesivos.

El decimoséptimo (rs2744148*G; OR: 1,12 [1,07-1,17]) se relacionaba con el
gen SOX8 —“SRY-Box 8- (OMIM: 605923) que se localiza en el brazo corto
del cromosoma 16 (16pl3) y que codifica un factor de transcripcién que
interviene en el desarrollo embrionario y en la determinacion del destino de
las células. Su funcion también se ha relacionado con el desarrollo cerebral
(Pfeifer et al. 2000). Su asociacion a la EM también ha sido observada en
posteriores estudios (IMSGC 2013a; IMSGC 2013b).

El decimoctavo (rs180515*G; OR: 1,11 [1,07-1,15]) se relacionaba con el gen
RPS6KB1 —“Ribosomal Protein S6 Kinase, 70-Kd, 1’- (OMIM: 608938) que
se localiza en el brazo largo del cromosoma 17 (17923) y que codifica una
proteina encargada de promover la sintesis de proteinas, el crecimiento
celular y la proliferacion celular mediante su promotor mTOR (diana de
rapamicina en células de mamifero) (Grove et al. 1991). Ademas, este gen ha
sido asociado con diferentes tipos de cancer (Y. Zhang et al. 2013; Tao et al.
2014; Lacle et al. 2015; Cai et al. 2015). Su asociacion a la EM también ha
sido observada en sucesivos estudios (IMSGC 2013a; IMSGC 2013b). Este
locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la enfermedad inflamatoria
intestinal (IMSGC 2013a).
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El decimonoveno (rs7238078*A; OR: 1,11 [1,06-1,16]) se relacionaba con el
gen MALT1 —“Mucosa-Associated Lymphoid Tissue Lymphoma Translocation
Gene 1’- (OMIM: 604860) que se localiza en el brazo largo del cromosoma
18 (18g21) y que codifica una proteina que regula la activacion de NF-
kappaB (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas), complejo proteico que controla la transcripcion del ADN
y estd implicado en la respuesta celular frente a estimulos como estrés,
citoquinas, radiacion ultravioleta, LDL oxidadas y antigenos bacterianos o
virales, por lo que juega un papel clave en la regulacion de la respuesta
inmune frente a infecciones (Uren et al. 2000). Su asociacién a la EM también
ha sido observada en sucesivos estudios especialmente en EAE (Brustle et
al. 2012; Mc Guire et al. 2013; IMSGC 2013a; Mc Guire et al. 2014). Este
locus se ha asociado con SNPs de riesgo para la artritis reumatoide (X. Wang
et al. 2014).

El vigésimo (rs1077667*G; OR: 1,16 [1,11-1,21]) se relaciona con el gen
TNFSF14 —“Tumor Necrosis Factor Ligand Superfamily, Member 14"—
(OMIM: 604520), también llamado “LIGHT”, que se localiza en el brazo corto
del cromosoma 19 (19p13) y que codifica una proteina que es conocida como
mediadora en la entrada de herpes virus en las células. Ademas se ha
demostrado su funcion en la proliferacién de linfocitos T, en el inicio de la
apoptosis de varias células tumorales y en la inhibiciébn de la apoptosis
mediada por TNF-a en los hepatocitos primarios (Mauri et al. 1998; Yu et al.
1999; Rooney et al. 2000). Su asociacién a la EM también ha sido observada
en sucesivos estudios especialmente a nivel de regulacion genética, estudios
seroldgicos y experimentos en EAE (Malmestrom et al. 2013; Jernas et al.
2013; Mana et al. 2013; IMSGC 2013a).

El vigesimoprimero (rs874628*A; OR: 1,12 [1,08-1,17]) se relacionaba con el
gen MPV17L2 —“MPV17- Like Protein 2"— (OMIM: 616133) que se localiza en
el brazo corto del cromosoma 19 (19p13) y es necesario para el ensamblaje y
estabilidad del ribosoma mitocondrial (Dalla Rosa et al. 2014). Su asociacién
a la EM solo ha podido ser replicada en otro estudio (IMSGC 2013a). Este
gen se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el gen IL12RB1 —
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“Interleukin 12 Receptor, Beta-1"- (OMIM: 601604) que codifica la subunidad
beta-1 del receptor de interleucina-12. Las mutaciones en este gen producen
una alteracion en el desarrollo de linfocitos T dependientes de interleucina-17
resultando en una susceptibilidad incrementada a las infecciones por
micobacterias y salmonella (Van-de-Vosse et al. 2013). Su asociacion a la
EM también ha sido observada en otros estudios especialmente como
marcador de respuesta al tratamiento (Baranzini et al. 2015).

El vigesimosegundo (rs2303759*C; OR: 1,11 [1,07-1,15]) se relacionaba con
el gen DKKL1 —“Dickkopf-Like-1"- (OMIM: 605418) que se localiza en el
brazo largo del cromosoma 19 (19913) y que codifica una proteina
involucrada en las vias de sefializacion WNT (acrénimo producto de la fusién
de las palabras inglesas “wingless” e “integrated”), que son un grupo de vias
de transduccion de sefiales desde el exterior de una célula hasta su interior a
través de la superficie receptora de dicha célula (Krupnik et al. 1999). Su
asociacién a la EM solo ha podido ser replicada en otro estudio sucesivo
(IMSGC 2013a). Este gen se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el
gen CD37 —“Leukocyte Surface Antigen CD37"— (OMIM: 151523) y que
codifica una proteina de membrana que juega un papel en las interacciones
entre linfocitos T y B (Virtaneva et al. 1993). Su asociacion a la EM no ha

podido ser posteriormente replicada.

El vigesimotercero (rs2248359*G; OR: 1,12 [1,08-1,16]) se relacionaba con el
gen CYP24A1 —“Cytochrome P450, Family 24, Subfamily A, Polypeptide 1"—
(OMIM: 126065) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 20 (20g13)
y que codifica una proteina que inicia la degradacion de la 1,25
dihidroxivitamina-D, por lo que juega un papel en la regulacion de los niveles
de dicha vitamina y, por tanto, en la homeostasis del calcio y del sistema
endocrino (Liu et al. 2006). Asimismo, las mutaciones en este gen se han
asociado a la hipercalcemia infantil (OMIM: 143880) (Schlingmann et al.
2011). Su asociacién a la EM también ha sido observada en sucesivos
estudios (IMSGC 2013a; Ramasamy et al. 2014).

El vigesimocuarto (rs6062314*A; OR: 1,17 [1,1-1,25]) se relacionaba con el
gen TNFRSF6B —“Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily, Member
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6B"— (OMIM: 603361) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 20
(20g13) y que codifica una proteina que se ha postulado juega un papel
regulador en suprimir la muerte celular mediante su interaccion con
TNFSF14. Ademas, la sobreexpresion de este gen se ha relacionado con la
presencia de tumores del tracto gastrointestinal (Pitti et al. 1998). Su
asociacion a la EM también ha sido observada en otros estudios (Blanco-
Kelly et al. 2011; IMSGC 2013a). Este locus se ha asociado con SNPs de

riesgo para la artritis reumatoide (Perdigones et al. 2010).

El vigesimoquinto (rs2283792*C; OR: 1,09 [1,05-1,13]) se relacionaba con el
gen MAPK1 —“Mitogen-Activated Protein Kinase 1’— (OMIM: 176948) que se
localiza en el brazo largo del cromosoma 22 (22qll) y que codifica una
proteina perteneciente a la familia de las quinasas sefal-dependientes
(ERKs, por su siglas en inglés de “signal-regulated kinases”) cuya funcion es
la de integracién de sefiales bioquimicas involucradas en mdultiples procesos
celulares como proliferacion, diferenciacion, transcripcion y desarrollo
(Boulton et al. 1991). Su asociacion a la EM solo ha podido ser replicada en
otro estudio (IMSGC 2013a).

El vigesimosexto (rs140522*A; OR: 1,09 [1,05-1,14]) se relacionaba con el
gen SCO2 —*SCO2 Cytochrome C Oxidase Assembly Protein’— (OMIM:
604272) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 22 (22q13) y que
codifica la proteina del mismo nombre. La COX es clave en el mantenimiento
del gradiente de protones en la membrana interna mitocondrial que es
necesario para la produccion de ATP (Papadopoulou et al. 1999). Las
mutaciones en este gen se asocian a la encefalocardiomiopatia fatal infantil
(OMIM: 604377) (Papadopoulou et al. 1999) y a la miopia tipo-6 (OMIM:
608908) (Tran-Viet et al. 2013). Su asociacion a la EM solo ha podido ser
replicada en otro estudio (IMSGC 2013a).

El vigesimoséptimo (rs354033*G; OR: 1,03 [1,00-1,07]) se relacionaba con el
gen ZNF767 -“Zinc Finger Family Member 767, Pseudogene’— (OMIM:
79970) que se localiza en el brazo largo del cromosoma 7 (7936) y codifica

un pseudogen (secuencia nucleotida similar a un gen normal pero que no
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expresa un producto funcional) (Hillier et al. 2003). Su asociacion a la EM
solo ha podido ser replicada en otro estudio (IMSGC 2013a).

El vigesimoctavo (rs12466022*C; OR: 1,1) localizado en el cromosoma 2, y el
vigesimonoveno (rs689607*C; OR: 1,13) localizado en el cromosoma 3, no se

han relacionado de momento a ningun gen especifico.

Por lo tanto, este GWAS describe un total de 57 locus no HLA de
susceptibilidad (entre previos y nuevos identificados) asociados a la
enfermedad, siendo este, el estudio que mayor cantidad de locus habia
descrito hasta ese momento y el que hasta ahora se considera como el
mayor GWAS con datos validados en EM (Figura 42 y Tabla 9). Dentro de
estos 57 locus, 5 de ellos (NFKB1, CXCR5, SOX8, RPS6KB1, TNFRSF6B)
mostraron una fuerte evidencia de asociacién para el SNP descrito (Tabla 9).
Una version interactiva y muy didactica de la Figura 42 se encuentra

disponible en http://www.well.ox.ac.uk/wtccc2/ms/.
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S 77 G 3
rs4410871 G myc 2
rs2019960 G PVT1 1
87 G 4 RA
A 3 CeD,IBD
rs7923837 G HHEX 3
9 G 4
rs630928  C CXCR5 18
10 G 4
rs10466829 A CLECL1 9 TID
A 33 RA
11 G 13
rs4902647 G ZFP36L1 3 CeD,T1D
rs2300603 A BATF 3
12 1 rs2119704 C GALC(GPR65) 3
rs2744148 G SOX8 4
13 A A 8 TID
A 1
14 c 25 ¢
rs180515 G RPS6KB1 9
15 7 rs7238078 A MALT1 2
16 4 rs1077667 G TNFSF14 3
G 12 TID
17 rs874628 A MPV17L2(IL12RB1) 11
18 4 rs2303759 C DKKL1(CD37) 9
A 13 RA
19 rs2248359 G CYP24A1 2
20 rs6062314 A TNFRSF6B 15
21 rs2283792 C MAPK1 9
22 - rs140522 A sco2 15
T T T T T T T T T T T 1
12 345 67 8 9 10 1112
—logyq P value
. L g ..
Figura 42. Grafica de Manhattan que muestra los 57 principales locus no

HLA de susceptibilidad para EM (IMSGC & WTCCC2 2011).
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Tabla 9. Los 57 principales locus no HLA de susceptibilidad para EM (adaptada de IMSGC & WTCCC2 2011).

Cr #dbSNP? A-R OR (95% IC)b Gen(es) candidato(s) OEA OEnA Publicacién original

1 rs1335532 A 1,18 (1,12-1,24) CD58 IMSGC 2007

1 rs11810217 A 1,15 (1,11-1,20) EVI5 Nbl (OMIM: 256700) IMSGC 2007

1 rs1323292 A 1,12 (1,07-1,18) RGS1 EC* De Jager, et al. 2009

1 rs7522462 G 1,11 (1,06-1,15) KIF21B (C1orf106)° Ell*, EC*, ESA IMSGC 2007

1 rs4648356 C 1,16 (1,12-1,21) MMEL1 AR, EC, CBP*, TA*, EII* WTCCC 2007

1 rs11581062 G 1,13 (1,09-1,18) VCAM1 AR IMSGC & WTCCC2 2011
2 rs17174870 G 1,10 (1,06-1,15) MERTK® RePg-38 (OMIM: 613862) ANZgene 2009

2 rs10201872 A 1,13 (1,08-1,19) SP140 Ell* IMSGC & WTCCC2 2011
3 rs2243123 G 1,09 (1,05-1,14) IL12A EC, CBP, EA De Jager, et al. 2009

3 rs2028597 G 1,13 (1,06-1,21) CBLB Sanna et al. 2010

3 rs2293370 G 1,16 (1,11-1,22) TMEM39A°, CD80 LES, CBP* IMSGC 2007

3 rs11129295 A 1,11 (1,07-1,16) EOMES Patsopoulos et al. 2011
3 rs7595037 A 1,10 (1,06-1,14) PLEK EC* Patsopoulos et al. 2011
3 rs9282641 G 1,21 (1,14-1,29) CD86 IMSGC & WTCCC2 2011
4 rs228614 G 1,09 (1,05-1,13) NFKB1 (MANBA)** CBP* ANZgene 2009

5 rs6897932 C 1,11 (1,06-1,16) IL7RA DM1, CBP* IMSGC 2007

5 rs4613763 G 1,21 (1,15-1,28) PTGER4 Ell* De Jager, et al. 2009

5 rs2546890 A 1,10 (1,06-1,14) IL12B PS, Ell Patsopoulos et al. 2011
6 rs13192841 A 1,10 (1,06-1,15) OLIG3 Ell, EC, LES De Jager, et al. 2009

6 rs1738074 G 1,13 (1,09-1,17) TAGAP EC*, EllI*, AR* Patsopoulos et al. 2011
6 rs12212193 G 1,09 (1,05-1,13) BACH2 EC, DM1, TA* IMSGC & WTCCC2 2011
6 rs802734 A 1,10 (1,06-1,14) THEMIS EC* IMSGC & WTCCC2 2011
6 rs11154801 A 1,15 (1,10-1,19) MYB, AHI1 LLAT (OMIM: s/n), SdJ (OMIM: 613862) IMSGC & WTCCC2 2011
6 rs17066096 G 1,14 (1,09-1,18) IL22RA2 IMSGC & WTCCC2 2011
7 rs354033 G 1,10 (1,06-1,15) ZNF746 IMSGC & WTCCC2 2011
7 rs354033 G 1,03 (1,00-1,07) ZNF767 IMSGC & WTCCC2 2011
8 rs1520333 G 1,11 (1,06-1,15) IL7 IMSGC 2007

8 rs4410871 G 1,11 (1,07-1,16) MYC LnBk (OMIM: 613862) IMSGC & WTCCC2 2011
8 rs2019960 G 1,10 (1,05-1,15) PVT1 RsCa IMSGC & WTCCC2 2011
9 rs2150702 G 1,16 (1,10-1,22) MLANA Patsopoulos et al. 2011
10  rs3118470 G 1,12 (1,08-1,17) IL2RA DM1, TA, AR, EII* IMSGC 2007

10  rs1250550 A 1,10 (1,06-1,14) ZMIZ1 EC, Ell, PS* De Jager, et al. 2009

10  rs7923837 G 1,10 (1,06-1,14) HHEX IMSGC & WTCCC2 2011
11  rs650258 G 1,12 (1,08-1,16) CD6 De Jager, et al. 2009

11 rs630923 C 1,11 (1,06-1,17) CXCR5** IMSGC & WTCCC2 2011

Continda en la pagina siguiente...

117



INTRODUCCION

Estudio EMGypsy

12 rs1800693
12 rs949143
12 rs10466829
12 rs12368653
14 rs4902647
14 rs2300603
14 rs2119704
16 rs7200786
16 rs13333054
16 rs2744148
17 rs9891119
17 rs180515
18 rs7238078
19 rs8112449
19 rs1077667
19 rs874628
19 rs2303759
20 rs2425752
20 rs2248359
20 rs6062314
22 rs2283792
22 rs140522

020202200 >000>2>202>202>22>00

1,12 (1,08-1,16)
1,08 (1,04-1,12)
1,09 (1,05-1,13)
1,11 (1,06-1,15)
1,11 (1,07-1,15)
1,11 (1,07-1,16)
1,26 (1,17-1,36)
1,15 (1,11-1,20)
1,12 (1,08-1,17)
1,12 (1,07-1,17)
1,10 (1,06-1,14)
1,11 (1,07-1,15)
1,11 (1,06-1,16)
1,10 (1,06-1,14)
1,16 (1,11-1,21)
1,12 (1,08-1,17)
1,11 (1,07-1,15)
1,10 (1,06-1,14)
1,12 (1,08-1,16)
1,17 (1,10-1,25)
1,09 (1,05-1,13)
1,09 (1,05-1,14)

TNFRSF1A
MPHOSPH9, ARL6IP4
CLECL1
CYP27B1
ZFP36L1
BATF
GALC, GPR65
CLEC16A(KIAA0350)
IRF8
SOX8**
STAT3
RPS6KB1**
MALT1
TYK2
TNFSF14
MPV17L2, IL12RB1
DKKL1, CD37
CD40
CYP24A1
TNFRSF6B**
MAPK1
SCO2

CBP*

DM1
AR
EC, DM1

DM1, CBP*
TA, LES, CBP*
Ell*

Ell*

AR
DM1, CBP*, PS*, AR*

AR, EII*

AR

Ekr (OMIM: 245200)

RsCa

HCaln (OMIM: 143880)
RsCalnt

ECMFI (OMIM: 604377), Mp-6 (OMIM: 608908)

De Jager, et al. 2009

De Jager, et al. 2009
IMSGC & WTCCC2 2011
ANZgene 2009

IMSGC & WTCCC2 2011
IMSGC & WTCCC2 2011
IMSGC & WTCCC2 2011
WTCCC 2007

De Jager, et al, 2009
IMSGC & WTCCC2 2011
De Jager, et al. 2009
IMSGC & WTCCC2 2011
IMSGC & WTCCC2 2011
WTCCC 2007

IMSGC & WTCCC2 2011
IMSGC & WTCCC2 2011
IMSGC & WTCCC2 2011
ANZgene 2009

IMSGC & WTCCC2 2011
IMSGC & WTCCC2 2011
IMSGC & WTCCC2 2011
IMSGC & WTCCC2 2011

Cr: cromosoma, #dbSNP: nimero segun la dbSNP, A-R: alelo de riesgo

OEA: Otras enfermedades autoinmunes; TA: Tiroiditis autoinmune, Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa), EC: Enfermedad celiaca,

CBP: Cirrosis biliar primaria, PS: Psoriasis, AR: Artritis reumatoide, DM1: Diabetes mellitus tipo 1, LES: Lupus eritematoso sistémico, EA: Estomatitis aftosa, EsA: Espondilitis anquilosante

OEnA: Otras enfermedades no autoinmunes; Nbl: Neuroblastoma, RePg-38: Retinitis pigmentaria tipo-38, LLAT: Leucemia linfoblastica aguda de células T, SdJ: Sindrome de Joubert,
LnBk: Linfoma de Burkitt, Ekr: Enfermedad de Krabbe, HCaln: Hipercalcemia infantil, ECMFI: Encefalocardiomiopatia fatal infantil, Mp-6: Miopia tipo-6, RsCa: Riesgo aumentado de cancer,
RsCalnt: Riesgo aumentado cancer gastrointestinal

*La asociacion a OEA se han observado también en el abordaje mediante inmunochip. IMSGC. Nat Genet 2013;45(11):1353-60

®Los SNPs detallados provienen del hasta ahora mayor GWAS con datos validados que existe. IMSGC & WTCCC2. Nature 2011;476(7359):214-9

®Hace referencia a la OR descrita en la publicacion original
°Hace referencia a genes descritos en los primeros GWAS que no alcanzaron significacion estadistica pero que posteriormente han sido validados en GWAS mas grandes

**Hace referencia a una fuerte evidencia de asociacion con el gen sefialado
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Posteriormente, Alloza y colaboradores (Alloza et al. 2012) publicaron los
resultados de un estudio de asociacion llevado a cabo en 2.895 pacientes no
emparentados de origen espafiol y 2.942 controles usando una plataforma de
genotipado mediante el IPLEX Sequenom MassARRAY (CEGEN, Santiago
de Compostela). Los resultados de este estudio revelaron un nuevo locus no
HLA de susceptibilidad (rs6859219*C; OR: 1,26) con una OR inusualmente
elevada para las variantes hasta entonces descritas que se relacionaba con
el gen ANKRD55 —“Ankyrin Repeat Domain-Containing Protein 55— (OMIM:
615189) localizado en el brazo largo del cromosoma 5 (5q11) y cuya funcién
hasta ahora se desconoce. Sin embargo se sabe que se expresa en ovarios,
testiculos, endometrio y probablemente en células del sistema inmune (Alloza
et al. 2012). Por otro lado, se sabe que las repeticiones de anquirina estan
relacionadas con cancer (Yang et al. 1995) y CADASIL (Joutel & Tournier-
Lasserve 1998). Este gen ya habia sido descrito en un metaanalisis previo de
GWAS en artritis reumatoide (Stahl et al. 2010) y su asociacién a la EM solo
ha podido ser replicada en otro estudio posterior (IMSGC 2013a).

Matesanz y colaboradores (Matesanz et al. 2012) publicaron, en el mismo
afio, los resultados de su GWAS realizado en 296 pacientes no
emparentados con EM y 801 controles con un total de 130.903 SNPs
analizados. Los resultados de este estudio corroboraban la implicacion de
genes no HLA previamente descritos como IL2RA, pero también describieron
un nuevo locus no HLA de susceptibilidad (rs9292777*C; OR: 0,92) que se
localizaba en el brazo corto del cromosoma 5 (5p13). Aunque no se pudo
asociar de forma clara un gen a este locus, los autores propusieron que
probablemente estuviera en relacion con el gen PTGER4 que previamente se

habia descrito por De Jager y colaboradores (De Jager, Jia, et al. 2009).

Martinelli-Boneschi y colaboradores (Martinelli-Boneschi et al. 2012)
publicaron también los resultados de su GWAS realizado en 197 pacientes no
emparentados con EM y 234 controles con un total de 277.866 SNPs
analizados. Una particularidad de este GWAS es que, por primera vez, solo
se incluyeron pacientes con formas progresivas de la enfermedad en un

intento por asociar variantes de riesgo con el curso de la EM. Los resultados
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de este estudio confirmaron la mayor fuerza de asociacién para la region
HLA-DR en el cromosoma 6. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de los locus no HLA. Aun asi, los autores
describieron la lista de los 20 SNPs con mayor significacion estadistica, pero
éstos no han podido ser replicados en estudios posteriores.

Hasta aquel momento, los GWAS habian aportado una gran cantidad de
informacion referente a la genética de la EM, permitiendo observar
asociaciones que posteriormente eran replicadas por otros grupos vy
confirmadas mediante mapeo fino. Este es el abordaje que se ha realizado
durante los ultimos 5-7 afios en referencia a estudios de asociacidon para la
EM. Sin embargo, dichas asociaciones dependen del desequilibrio de
ligamiento de la zona, no solo en lo que respecta a SNPs de riesgo (que en
ciertas regiones puede llegar a mas de 15 SNPs asociados a la misma
region, como ocurre, por ejemplo, para el gen MANBA), sino también para los
genes implicados (que en ciertas regiones puede reunir hasta mas de 30
genes asociados al mismo SNP, como ocurre, por ejemplo, para el SNP
rs12368653 asociado sobre todo al gen CYP27B1 pero también a otros 33

genes).

Esto significa que el desequilibrio de ligamiento puede actuar a favor cuando
una variante se encuentra muy cerca de un posible gen causante de la
enfermedad, pero, por otro lado, puede actuar en contra cuando al existir
tantas variantes o genes juntos exista la posibilidad de que las asociaciones
observadas se traten de falsos positivos. Esto es un problema inherente a los
GWAS. Afortunadamente, y gracias a los extensos estudios de asociacion
llevados a cabo en otras enfermedades autoinmunes, ha sido posible
comparar y contrastar aquellas variantes que necesitan replicacion
provenientes de los multiples GWAS vy las variantes que necesitan mapeo
fino provenientes de los estudios de replicacion. Toda esta informacién ha
permitido disefiar baterias especificas de SNPs para diversas enfermedades
como es el “Metabochip” (disefiado para el estudio de enfermedades
metabdlicas) o el “Inmunochip” (disefiado para las enfermedades

autoinmunes incluyendo artritis reumatoide, espondilitis anquilosante,
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diabetes mellitus tipo 1, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis autoinmune,
enfermedad celiaca, EM, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn y psoriasis)
(Cortes & Brown 2011). Este “Inmunochip” fue inicialmente desarrollado por
el WTCCC (WTCCC 2007) y no solo ha permitido realizar un abordaje
genético mas global de las enfermedades inmunomediadas, sino también

abaratar de forma importante los costes de estos estudios genéticos.

Es asi como en el afio 2013, el IMSGC (IMSGC 2013a) divulga los resultados
de lo que se considera el GWAS con mayor niumero de pacientes y controles
publicado hasta la fecha en EM. Para ello, se utiliz6 como abordaje genético
el “Inmunochip” incluyéndose un total de 14.498 pacientes no emparentados
con EM y 24.091 controles, con un total de 161.311 SNPs analizados. Los
autores examinaron los 57 locus no HLA de riesgo descritos en el estudio del
2011 (IMSGC & WTCCC2 2011) en un intento de replicar dichos hallazgos e
incorporar los nuevos locus que se habian descrito posteriormente. Los
autores lograron replicar 49 de los mas de 60 locus no HLA previamente
descritos asociados a sus respectivos SNPs de riesgo (como por ejemplo:
MMEL1, EVI5, VCAM1, CD58, RGS1, KIF21B, PLEK, SP140, EOMES,
CD86, IL12A, NFKB1-MANBA, IL7R, ANKRD55, BACH2, IL22RA2, TAGAP,
IL2RA, ZMIZ1, HHEX, CD6, TNFRSF1A, CLECL1, CYP27B1, MPHOSPH9,
ZFP36L1, GALC, CLEC16A, IRF8, STAT3, TNFSF14, TYKZ2, DKKL1, CD40,
CYP24A1, entre otros) pero también describieron 48 nuevos locus no HLA de
susceptibilidad con significacién estadistica (Figura 43 y Tabla 10) y 13
nuevos locus sugestivos, dando un total general de 110 locus no HLA
asociados a la EM. Posteriormente realizaron también un mapeo fino de los

68 locus con mayor asociacion.

De forma general, de los 110 locus, 15 se consideraron como “no sinénimos”
y 35 se encontraban en desequilibrio de ligamiento con estos ultimos. De
estos 50 locus, solo 14 podrian producir cambios “missense” y, de estos, solo
7 podrian ser potencialmente dafinos (Sawcer et al. 2014). Los nuevos locus
descritos en este GWAS actualmente se encuentran en proceso de
replicacion y validacion (Liu & Zhang 2014; Gyllenberg et al. 2014;
Paraboschi et al. 2014; Chiang et al. 2000; Nischwitz et al. 2015) en

121



INTRODUCCION Estudio EMGypsy

diferentes poblaciones como la de judios Askenazis (Khankhanian et al.
2015), poblacion afroamericana (Isobe et al. 2015) y poblacién irani
(Naghibalhossaini et al. 2015). También se estan validando mediante su
asociacion a ciertas caracteristicas tipicas de la enfermedad, como por
ejemplo la presencia o no de BOC en el LCR (Goris et al. 2015).

Figura 43. Grafica Circos que muestra los 48 nuevos locus no HLA de
susceptibilidad para EM mediante abordaje por Inmunochip (IMSGC 2013a).
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Tabla 10. Los 48 nuevos locus no HLA de susceptibilidad (IMSGC 2013a).

Cr #dbSNP #lnmunochip A-R OR (95% IC) Gen (es) candidato (s) OEA
1 rs3007421 rs3007421 A 1,12 (1,07-1,18) PLEKHG5

1 rs12087340 rs12087340 A 1,22 (1,15-1,29) BCL10, DDAH1

1 rs11587876  rs11587876 A 1,12 (1,07-1,17) DDAH1

1 rs666930 rs666930 G 1,09 (1,06-1,13) PHGDH

1 rs2050568 rs2050568 G 1,08 (1,05-1,12) FCRL1 TA
1 rs35967351 imm_1 158978428 A 1,09 (1,05-1,13) SLAMF7

2 rs4665719 rs4665719 G 1,09 (1,05-1,13) CENPO

2 rs842639 imm_2_60948749 A 1,11 (1,08-1,15) FLJ16341

2 rs9967792 imm_2_191682680 G 1,11 (1,07-1,15) STAT4

3 rs11719975  1kg_3_18760589 C 1,09 (1,05-1,13) SATB1, KCNH8

3  rs4679081 imm_3_32988487 G 1,08 (1,04-1,11) CCR4, GLB1

3  rs9828629 rs9828629 G 1,08 (1,05-1,12) FOXP1

4 rs2726518 rs2726518 C 1,09 (1,05-1,13) TET2

5 rs756699 rs756699 A 1,12 (1,07-1,18) VDAC1, TCF7

5 Ninguno imm_5_141486748 C 1,07 (1,04-1,11) NDFIP1 Ell
5 rs4976646 rs4976646 G 1,13 (1,09-1,17) RGS14 Ell
6 rsl7119 rs17119 A 1,11 (1,06-1,15) CD83, JARID2 Ell
6 rs941816 rs941816 G 1,13 (1,08-1,18) PXT1

6 rs7769192 imm_6_138004348 G 1,08 (1,04-1,12) OLIG3, TNFAIP3

7 rs1843938 rs1843938 A 1,08 (1,05-1,12) CARD11, SDK1

7 rs706015 imm_7_26981513 C 1,14 (1,09-1,19) SKAP2, HOXA1

7 rs917116 imm_7_28139264 C 1,12 (1,07-1,16) JAZF1

7 rs60600003  1kg_7_37348990 C 1,16 (1,10-1,22) ELMO1 EC
7 rs201847125 imm_7_50296113 G 1,11 (1,07-1,15) C7orf72, IKZF1

8 rs2456449 rs2456449 G 1,10 (1,06-1,14) PCAT1, POU5F1B

10 rs793108 rs793108 A 1,09 (1,06-1,13) ZNF438, ZEB1-AS1

10 rs2688608 rs2688608 A 1,07 (1,03-1,10) CAMK2G, C10orf55

11 rs7120737 rs7120737 G 1,13 (1,08-1,18) AGBL2

11 rs694739 rs694739 A 1,08 (1,04-1,11) PRDX5, CCDC88B CBP, PS
11 rs533646 imm_11_118071956 G 1,10 (1,06-1,14) TREH, DDX6

11 rs9736016 imm_11_118230104 T 1,10 (1,07-1,14) DDX6, CXCR5

12 rs12296430  ccc-12-6373761-G-C C 1,14 (1,09-1,18) LTBR, CD27-AS1

13 rs4772201 1kg_13_98884260 A 1,12 (1,07-1,17) MIR548AN, TM9SF2

14 rs12148050  rs12148050 A 1,08 (1,04-1,11) TRAF3 CBP
15 rs59772922  imm_15_76994521 A 1,11 (1,06-1,15) MORF4L1, CTSH

15 rs8042861 rs8042861 A 1,08 (1,05-1,12) IQGAP1

16 rs4780346 imm_16_11196307 A 1,09 (1,05-1,13) CLEC16A, SOCS1

16 rs6498184 imm_16_11343491 G 1,15 (1,10-1,21) PRM1, RMI2 Ell, PS
16 rs7204270 rs7204270 G 1,09 (1,06-1,13) MAPK3, CORO1A

16 rs1886700 imm_16_67243406 A 1,11 (1,06-1,16) CDH3

16 rs12149527  rs12149527 A 1,08 (1,05-1,12) WWOX

16 rs7196953 rs7196953 A 1,08 (1,04-1,12) MAF, DYNLRB2

17 rs12946510 imm_17_35165903 A 1,08 (1,04-1,11) GRB7, IKZF3 Ell, CBP, AR
17 rs4794058 rs4794058 A 1,07 (1,04-1,11) MRPL45P2, NPEPPS

19 rs2288904 rs2288904 G 1,14 (1,09-1,19) SLC44A2

19 rs1870071 rs1870071 G 1,12 (1,08-1,16) EPS15L1

20 rs17785991  imm_20_47872168 A 1,09 (1,05-1,13) SLC9A8

20 rs2256814 imm_20_61844427 A 1,11 (1,07-1,16) SLC2A4RG

Cr: cromosoma, #dbSNP: nimero segun la dbSNP, A-R: alelo de riesgo

OEA: Otras enfermedades autoinmunes; TA: Tiroiditis autoinmune, Ell: Enfermedad inflamatoria intestinal (enfermedad de
Crohn y colitis ulcerosa), EC: Enfermedad celiaca, CBP: Cirrosis biliar primaria, PS: Psoriasis, AR: Artritis reumatoide
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Por dltimo, un gen que también ha sido ampliamente estudiado y debatido,
debido a su progresiva evidencia cientifica referente a su asociacién con la
EM, es el VDR —*Vitamin D (1,25- Dihydroxyvitamin D3) Receptor’— (OMIM:
601769) localizado en el brazo largo del cromosoma 12 (12qg13), que codifica
la proteina receptora del ndcleo de la 1,25 dihidroxivitamina-D (Baker et al.
1988) y cuya mutacion da como resultado el desarrollo del raquitismo tipo 2A
dependiente de vitamina D (OMIM: 277440) (Hughes et al. 1988). Los
polimorfismos de este gen toman el nombre de las 4 endonucleasas de
restriccion que los reconocen: Apal, Bsml, Fokl y Tagl (Miyamoto et al. 1997).
La relacion de estos polimorfismos con la EM se ha descrito desde ya hace
varios afios y en diferentes poblaciones, tanto como factor de riesgo
(Fukazawa et al. 1999; Steckley et al. 2000; Tajouri et al. 2005; Smolders et
al. 2009; Huang & Xie 2012; Narooie-Nejad, Moossavi, Torkamanzehi &
Moghtaderi 2015; Narooie-Nejad, Moossavi, Torkamanzehi, Moghtaderi, et al.
2015; Ben-Selma et al. 2015) como de proteccion (Mamutse et al. 2008;
Garcia-Martin et al. 2013; Kalman & Toldy 2014). Sin embargo, en los
principales GWAS descritos hasta ahora, donde se han incluido una gran
cantidad de pacientes, no ha sido posible replicar estos resultados, motivo
por el cual, este gen no se ha incluido dentro del analisis de las principales
variantes de susceptibilidad asociadas a la enfermedad (IMSGC & WTCCC2
2011). De hecho, en una revisién sistematica y metaanalisis realizados
recientemente por Tizaoui y colaboradores (Tizaoui et al. 2015), los
polimorfismos Bsml y Tagl no se relacionaron de forma estadisticamente
significativa con el riesgo de desarrollar la enfermedad mientras que si lo

hacian los polimorfismos Apal y Fokl.

Finalmente, nuevos locus de susceptibilidad se estan describiendo de forma
aislada a la espera de futuras replicaciones y validaciones, como es el caso
de CXCL16A181A (Stojkovi¢ et al. 2014), 1L23 (Liu et al. 2014), KIR2DL2
(Ben Fredj et al. 2014), KIR2DS1 (Bettencourt et al. 2014), 1L18 (Karakas
Celik et al. 2014), IL6 (Hu et al. 2014), CD24 (Tan et al. 2015; Braliou et al.
2015; J. Huang, Yang, Liang, et al. 2015), FCRL3 (Yuan et al. 2015), LILRA3
(Ortiz et al. 2015) y IL21 (Gharibi et al. 2015).
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1.2.4.2.2. Conclusiones referentes a los genes no HLA 'y EM

En relacion a los genes de susceptibilidad no HLA con la EM, a modo de

sintesis, se puede concluir que:

- Hasta la actualidad, se han descrito un total de 15 GWAS en EM
(Tabla 11), siendo los dos estudios con mayor numero de muestras
analizadas (IMSGC & WTCCC2 2011; IMSGC 2013a) los que mas
variantes de riesgo nuevas han aportado al conocimiento genético no
HLA de la enfermedad: un total de 110 locus segun el Ultimo GWAS
con abordaje mediante “Inmunochip” (IMSGC 2013a).

- A pesar de la identificacion de estos nuevos locus, en conjunto solo
justifican aproximadamente un 20% (18-24%) de la heredabilidad en la
EM (es decir, cada uno de ellos no explicaria ni el 0,2% de la
heredabilidad total), mientras que, como se comentd previamente, el
alelo HLA-DRB1*15:01 justifica el 10,5%.

- Todos los GWAS llevados a cabo hasta ahora han confirmado como
principal locus de susceptibilidad la region HLA-DRB ubicada en el
brazo corto del cromosoma 6.

- El éxito de estos estudios esta en relacién directa con el nUmero de
muestras analizadas. De hecho, en estudios con <800 muestras no se
encontraron nuevas variantes de susceptibilidad.

- Muchos de estos nuevos locus no han podido aun ser replicados vy, por
tanto, validados en posteriores estudios.

- Afortunadamente herramientas como el “Inmunochip”, mejoran cada
vez mas tanto la resolucién como el precio de los abordajes genéticos
de las enfermedades genéticamente complejas entre las cuales se

encuentra la EM.
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Tabla 11. Resumen de los 15 GWAS publicados hasta ahora en EM.

Autor (es) #Casos #Controles #SNPs
IMSGC 2007 931 trios familiares* 334.923
WTCCC 2007 975 1466 12.3742
Comabella y col. 2008 242 242 428.867
Aulchenko y col. 2008 45 195 250.000
Baranzini y col. 2009 978 883 551.642
De Jagery col. 2009" 2.624 7220 709.690
ANZgene 2009 1.618 3413 302.098
Sannay col. 2010 882 872 555.335
Nischwitz y col. 2010 590 825 300.000
Jakkula y col. 2010 68 136 297.343
Patsopoulos y col. 2011° 1.453 2176 906.600
IMSGC & WTCCC2 2011° 9.772 17376 475.806
Matesanz y col. 2012 296 801 130.903
Martinelli-Boneschi y col. 2012° 197 234 277.866
IMSGC 2013 14.498 24.091 161.311

IMSGC: "International Multiple Sclerosis Genetics Consortium"
WTCCC: “Wellcome Trust Case Control Consortium”
ANZgene: "Australia and New Zealand Multiple Sclerosis Genetics Consortium"
*Trios familiares: se compararon los 931 casos con sus dos padres como controles
®Los SNPs utilizados eran no sinénimos, es decir, SNPs que se asocian a la interrupcion en la
E)roducci()n o funcién proteica siendo, por tanto, causantes de enfermedad

Metaanalisis de los estudios previamente publicados por el IMSGC (2007) y por Baranzini y
col. (2009) junto a una cohorte no publicada de 860 pacientes

‘Metaandlisis de los estudios previamente publicados por De Jager y ANZgene (2009)

‘Este GWAS se considera, hasta ahora, el mayor estudio con datos validados que existe
°En este GWAS se incluyeron, por primera vez, solo pacientes con formas progresivas de la
enfermedad
'GWAS con mayor niimero de pacientes y controles publicado hasta la fecha en EM. El
abordaje genético se realiz6 mediante “Inmunochip” y sus resultados estan pendientes de
validacion

1.2.5. El andlisis de exdmicay la secuenciacidén de nueva generacion

Durante el proceso de transcripcion del ADN, se genera ARN mensajero
(ARNm) que esta compuesto por una secuencia de nucleétidos codificantes,
es decir, necesaria para la sintesis de proteinas en los ribosomas. Este
ARNmM inicialmente contendra la secuencia complementaria completa del
ADN gendmico (tanto exones como intrones) pero posteriormente sufre un
proceso de maduracion mediante el cual, a través de una serie de cortes y
acoplamientos (“splicing” por su traduccion en inglés) de la secuencia inicial,
se eliminan los intrones obteniendo solamente la secuencia codificante, es

decir, los exones (Figura 44). El conjunto de exones se conoce como exoma
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y comprende solo alrededor del 1,5% de todo el genoma humano. Sin
embargo, esta pequefia proporcién contiene aproximadamente el 85% de
todas las variantes conocidas que determinan las enfermedades con base
genética. Esto lo convierte en un material genético altamente atractivo y
eficiente a la hora de estudiar las bases genéticas de un determinado

trastorno.

Figura 44. Proceso de “splicing” durante la maduracion del ARNm (adaptada
de Passarge 2007).

1.2.5.1. Secuenciacion de primera generacion y de nueva generacion

En términos generales, para conocer la secuencia especifica de un fragmento
de ADN, se utiliza, desde hace varias décadas, el denominado método
Sanger que fue descrito por Frederick Sanger en 1975 (Sanger & Coulson
1975). Este método consiste en la desnaturalizacién del ADN mediante calor
con el fin de separar sus dos hebras complementarias. Posteriormente, se

coloca una cantidad de este ADN en 4 tubos diferentes (uno para cada tipo
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de base nitrogenada) junto a ADN polimerasa, un “Primer” especifico y
complementario a la zona que queremos estudiar y una serie de nucleotidos
libres. La ADN polimerasa reconoce la secuencia del “Primer” como el inicio
de la reaccion y comienza a afiadir nucle6tidos complementarios a la hebra
de ADN. Posteriormente, la reacciéon es interrumpida a nivel de la base
nitrogenada que nos interese (adenina, guanina, citosina o timina) mediante
la incorporacion de nucleétidos guimicamente modificados
(didesoxinucleétidos, abreviados como ddNTP) que impiden que se produzca
el enlace con el siguiente nucleétido. A continuacion, el contenido de cada
tubo se separa en un gel de agarosa mediante un gradiente eléctrico
(electroforesis). De esta manera, si existe algun problema en la lectura de
nucledtidos (como en el caso de una mutacion), el fragmento generado sera
anormalmente mas grande o mas pequefio, por lo que veremos una banda
en diferente posicién en los pacientes afectados comparado a los controles.
En la actualidad, este método se ha automatizado y los ddNTP son marcados
por fluorescencia con un color especifico para cada base. Dichos ddNTP son
analizados mediante un laser en un tubo capilar, por lo que en este caso, los
fragmentos mas pequefios pasaran antes por el capilar que aquellos
fragmentos mas grandes, de forma que no solo sabremos el tipo de base (por
el color) sino también su peso molecular (por la rapidez con que pasa por el
capilar del laser) (Figura 45).

El método Sanger es, hasta ahora, un recurso muy utilizado para secuenciar
la zona especifica donde se podria encontrar una mutacion. Por otro lado,
sus principales desventajas son la complejidad del procedimiento, el coste
elevado (se calcula que el precio por cada 2.500 pb es de aproximadamente
1 euro), el tiempo que se tarda en obtener una determinada secuencia y la
limitacion en cuanto a la extension del fragmento a secuenciar, ya que solo
permite analizar fragmentos relativamente pequefios de ADN (entre 100 y
1.000 pb). Por estos motivos, el método Sanger es una opcién poco
conveniente para realizar un primer abordaje genético, dada la necesidad,
cada vez mayor, de secuenciar grandes fragmentos de ADN o incluso el

genoma completo.
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Figura 45. Esquema representativo del método de secuenciacion de Sanger.

Desde el afio 2005, una nueva generacion de plataformas para la
secuenciacion de ADN (las llamadas en inglés “next generation sequencing”)
se encuentran cada vez mas disponibles para los investigadores (Metzker
2010), reduciendo no sélo el coste sino también la complejidad en los
abordajes. Uno de estos nuevos abordajes ha hecho posible determinar de
una forma efectiva y relativamente econdémica todas las variaciones que se
encuentran en el ADN codificante (el exoma); es lo que se conoce como

secuenciacion exdmica (Bamshad et al. 2011).
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Este procedimiento se basa en la técnica conocida como secuenciacion en
“tiro de escopeta” (“shotgun sequencing” por su traduccién al inglés). Dicha
técnica se habia utilizado por primera vez hace mas de 35 afios (Staden
1979) pero, no fue hasta los afios 90, cuando se logr6 poner a punto su
utilizacion mas generalizada (Edwards & Caskey 1991; Edwards et al. 1990),
gue llevd a la publicacion del genoma completo del Haemophilus influenzae
(Fleischmann et al. 1995), de la Drosophila melanogaster o mosca de la fruta
(Adams et al. 2000) y posteriormente del genoma humano (Venter et al.
2001).

Esta técnica consiste en la fragmentacion aleatoria del ADN en pequefias
porciones 0 “reads” con un tamafio de aproximadamente 25-500 pb. Al
conjunto de estos fragmentos se lo conoce como “libreria”. Posteriormente,
estos fragmentos son flanqueados por secuencias pequefas llamadas
"adaptadores"” para seguidamente ser hibridados con secuencias
complementarias correspondientes a exones (provenientes de bibliotecas
mundiales de secuencias de nucleétidos codificantes de proteinas).
Posteriormente, se afiaden ddNTP que son complementarios a la secuencia
de los "adaptadores”, de forma que se asegura que la amplificacién solo
incluye el fragmento cortado en el primer paso. Posteriormente, los
fragmentos hibridados (que solo contendran ADN exdmico) son capturados
mediante varios métodos (captura por inmunoprecipitacion mediada por
biotina-estreptavidina, por hibridacién en placa o por bolas magnéticas) para
pasar a ser amplificados (“secuenciacién paralela”), y enriqguecidos mediante
la secuenciacion repetida de los fragmentos (“cobertura”) que se expresa
como un numero que indica la cantidad de repeticiones de la secuenciacion
que se ha realizado. Por ultimo, estos fragmentos (que corresponden a los
exones) son alineados con una secuencia de referencia que se obtiene ya
sea a partir de bases de datos mundiales o a partir de sujetos controles en un
proceso conocido como “variant calling” (Figura 46).
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Figura 46. Esquema representativo de la secuenciacion genética mediante

analisis de exdmica (Bamshad et al. 2011).

Una vez filtrados los resultados para eliminar artefactos técnicos y excluir las
variantes comunes (aquellas con una frecuencia alélica 25%), las diferencias
observadas se analizan segun la presencia de SNPs o de inserciones-
deleciones (indel). La prioridad recae sobre aquellas variantes que afecten
los nucledtidos altamente conservados, y aquellas que tengan un gran efecto

sobre la funcion proteica.

El siguiente paso es determinar si las variantes observadas son 0 no
causales, que dependera del modelo de herencia observado. De esta forma,
para modelos autosdmicos recesivos, lo esperable es que los individuos
afectados sean homocigotos para una variante rara o heterocigotos para dos
variantes raras diferentes, y que cada progenitor sea portador de una de
estas variantes. En cambio para modelos autosomicos dominantes o
variaciones esporadicas, lo esperable es que el individuo afectado posea solo
una variante rara y que esta sea “de novo” si ninguno de los progenitores

esta afectado.
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En el caso de enfermedades complejas como la EM, donde el modelo de
herencia es “no mendeliano”, se realiza el andlisis de las variantes
observadas tanto para el modelo autosémico recesivo como para el
autosdmico dominante. Finalmente, los resultados son reportados segun el
gen afectado, su localizacién en el genoma, la cobertura y la prediccion de su

consecuencia funcional.

Pero, qué muestras o sujetos secuenciar mediante este abordaje?. Existen
basicamente cuatro estrategias para seleccionar y analizar las muestras o

sujetos a secuenciar mediante esta técnica (Figura 47).

Figura 47. Las 4 estrategias de andlisis de exdmica (Bamshad et al. 2011).

1) La primera estrategia (Figura 47, a) consiste en analizar individuos no
emparentados y comparar los hallazgos respecto a una secuencia de
referencia disponible en bases de datos mundiales (como, por ejemplo, la
dbSNP) o respecto a sujetos controles no afectados apareados por edad,

sexo, raza, etc. Esta estrategia suele tener poco rendimiento, ya que solo un
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2% de las variantes identificadas son en realidad “de novo”. Ademas, en una
proporcidon baja pero no despreciable, las secuencias de referencia estan
contaminadas por variantes patologicas, que, a su vez, provoca resultados
falsos negativos, especialmente en trastornos recesivos. Sin embargo, en
ciertos casos esta estrategia ha sido suficiente para el descubrimiento de las
bases genéticas de un trastorno mendeliano (Ng et al. 2010).

2) La segunda estrategia (Figura 47, b) es la utilizada en familias multiplex.
En este caso, cuando se dispone de informacién sobre el posible patrén de
herencia es cuando mas rentables pueden ser los resultados, ya que mayor
sera la probabilidad de escoger al o a los individuos mas informativos. En el
caso de que se sospeche un patrén de herencia recesivo en familias
consanguineas, el mapeo por homocigosis (Alkuraya 2013) en base a los
datos provenientes de GWAS, probablemente sea la mejor herramienta para
detectar el o los individuos susceptibles para el estudio exdbmico. En este
caso, la exdmica reemplazaria la secuenciacion por Sanger. Para entender
un poco mejor este apartado y el significado del mapeo por homocigosis, se
va a analizar un ejemplo préactico (Figura 48). Si estudiamos genéticamente a
una determinada familia, observaremos que una serie de alelos
potencialmente patogénicos no se expresan, ya que son heredados de forma
recesiva, siendo los individuos portadores heterocigotos para dichos alelos
(Figura 48, A). Si en vez de esto, analizamos una familia consanguinea,
veremos que la endogamia favorecera la expresién fenotipica de dichos
alelos potencialmente patogénicos debido al aumento de homocigosis (Figura
48, B) que, a su vez, aumentara significativamente la probabilidad de
identificar locus patogénicos en los individuos afectados que de otra forma no
se habrian expresado dada su baja penetrancia (Bulayev et al. 2009). Es lo
gue se conoce como efecto Wahlund (Wahlund 1928) y su aplicacion se ha
utilizado para el desarrollo del mapeo por homocigosis durante afios (Lander
& Botstein 1987).
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Figura 48. Esquema representativo del mapeo por homocigosis para familias
multiplex (adaptada de Alkuraya 2013).

En el caso de una familia multiplex donde el patron de herencia no esté claro,
como es el caso de las enfermedades complejas, secuenciar los individuos
emparentados mas distantes en el arbol genealdgico disminuye el nUmero de
variantes compartidas por dichos individuos, por lo que aumenta la
probabilidad de encontrar diferencias significativas. Posteriormente, si no se
encuentran diferencias, se puede realizar una estratificacion funcional,
consistente en escoger genes candidatos de acuerdo a su papel en una via
biolégica determinada que tenga que ver con la enfermedad en cuestién o

sus interacciones con genes o proteinas que causen un fenotipo similar.

3) La tercera estrategia (Figura 47, c) también se basa en el estudio de
familias, concretamente trios familiares (es decir el paciente afectado y sus
dos padres). Esta estrategia se ha utilizado para el descubrimiento de
variantes “de novo” tanto para enfermedades monogénicas (Hoischen et al.
2010) como para enfermedades complejas como el retraso mental (Vissers et
al. 2010), la esquizofrenia (Girard et al. 2011) y el autismo (O’Roak et al.
2011).
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4) La cuarta estrategia (Figura 47, d) es la denominada “de fenotipos
extremos”. En este caso se escogen individuos no emparentados que se
encuentren en ambos extremos de un fenotipo conocido, por ejemplo
individuos con factores de riesgo cardiovasculares comparados con

individuos con infarto agudo de miocardio o ictus (Cohen et al. 2004).

En definitiva, teniendo en cuenta que alrededor del 85% de las variaciones
patogénicas se encuentran en las regiones codificantes, una gran proporcion
de variantes raras que producen efectos deletéreos se encontraran dentro de
dichas regiones. De esta forma, la principal ventaja de la secuenciacion
exdémica es la resolucién en sus resultados, ademas de ser un abordaje
mucho mas rapido y econémico que el método tradicional de Sanger (Sanger
& Coulson 1975; Sanger et al. 1977), permitiendo analizar grandes porciones
de ADN e incluso el genoma completo. A diferencia de los estudios de
ligamiento o los estudios de asociacion, donde se presupone que un
determinado marcador genético (RFLP, microsatélites o0 SNPs) se encuentra
ligado a una variante que probablemente explique parte del riesgo a padecer
la enfermedad (con una resolucion que es capaz de identificar solo variantes
comunes en el caso de los GWAS), la exdbmica revela la secuencia de todo el
conjunto de nucledtidos implicados en la codificacion de proteinas,
incluyendo, por tanto, la variantes raras (aquellas con una frecuencia alélica
<5%) que en el caso de los GWAS muchas veces no se detectan. Por otro
lado, dentro de sus principales desventajas tenemos la falta de cobertura de
todo el exoma, ya que se cree que entre el 5-10% de éste se pierde durante
la secuenciacién, la dificultad de establecer las secuencias que realmente
codifican las proteinas (por lo que no todas las secuencias pueden ser
alineadas con la misma eficiencia a la secuencia de referencia) y por ultimo,
la falta de métodos adecuados y consensuados de filtracion de los resultados
con el objetivo de obtener un nimero manejable de variantes que después
puedan ser analizadas de forma mas especifica, especialmente en el caso de
enfermedades complejas donde la baja penetrancia de dichas variantes

puede causar resultados falsos negativos.
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1.2.5.2. Estudios de analisis exdbmico en EM

Solo tres estudios a nivel mundial, dos de ellos a partir de muestras
sanguineas y uno a partir de linfocitos T CD4+, han sido llevados a cabo
mediante abordaje exémico en EM. Los dos primeros han sido capaces de
detectar variantes raras previamente no asociadas a EM pero en
desequilibrio de ligamiento con genes que se han asociado al riesgo de
desarrollar la enfermedad (CYP27B1 y TYK2) segun los resultados
provenientes de los GWAS.

Ramagopalan y colaboradores (Ramagopalan et al. 2011) realizaron un
abordaje exémico en 43 individuos escogidos al azar de familias multiplex
con 4 o mas miembros afectados distribuidos en mas de una generacion. Se
generaron porciones de 76 pb con una cobertura promedio de x70. Se
obtuvieron ma&s de 58.000 SNPs y mas de 5.000 indel por individuo sin
observarse ninguna prediccion sobre variantes con potencial poder dafiino en
el estudio comparativo. Posteriormente, tomando como base los 57 locus de
riesgo descritos por el IMSGC y el WTCCC en el GWAS del 2011 (IMSGC &
WTCCC2 2011) y comparando las variantes expresadas en sus 43
probandos, escogieron solo aquellas variantes identificadas como dafinas y
gue ademas fueran raras (es decir con una frecuencia alélica <5%). Esto lo
consiguieron cotejando las variantes con dos bases de datos mundiales, el
“1000 Genomes Project” y el “HapMap Project”. Los autores identificaron 3
variantes en los genes CBLB, IL7YTR y CYP27B1, y genotiparon estas
variantes en una cohorte de validacion compuesta de 3.046 trios familiares
observandose solo un SNPs (rs118204009*T) con asociacion
estadisticamente significativa (p=1x107) en el gen CYP27B1 que producia un
cambio de arginina a histidina en la posicion 389 (R389H). Esta variante fue
posteriormente genotipada en 422 pares de hermanos y en 1.873 controles
sanos, y se confirmd que la variante era transmitida desde 4 progenitores
heterocigotos a 4 pares de hermanos, no observandose su expresion en
ninguno de los controles sanos ni en las bases de datos previamente
mencionadas. Posteriormente, utilizando la cohorte de trios familiares y la de
pares de hermanos (en total 3.468 pacientes), los autores genotiparon otros 9
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SNPs no sinébnimos que se han descrito como potencialmente dafiinos para
el mismo gen, encontrando otras dos variantes (rs118204012*C vy
rs118204011*A) previamente asociadas al raquitismo tipo 1 dependiente de
vitamina-D (OMIM: 264700) (Wang et al. 2002). Dado este ultimo hallazgo,
los autores seleccionaron 96 pacientes con EM no relacionados con las
cohortes antes mencionadas en quienes se habia observado niveles séricos
bajos de 1,25-dihidroxi-vitamina-D (calcitriol) al menos en dos ocasiones en
un ano y secuenciaron todo el gen CYP27B1. Los resultados mostraron 1
paciente portador de R389H y otros dos con sendas mutaciones asociadas al
raquitismo tipo 1 (R252C y Y413C). Aunque la frecuencia de estas
mutaciones en el total de pacientes con EM era muy baja (0,05%), no se
encontraron en ninguno de los controles sanos, por lo que los autores
asociaron el estado portador en heterocigosis de las mutaciones a los bajos
niveles de calcitriol y la presencia de dichas mutaciones en homocigosis con
el raquitismo tipo 1. Este estudio fue el primero en describir una variante
considerada como rara (<5%) asociada a la EM mediante un abordaje
exémico, haciendo referencia al posible uso futuro de este tipo de abordaje
en enfermedades complejas.

Dyment y colaboradores (Dyment et al. 2012), a partir de muestras obtenidas
de una extensa e inusual familia con 15 miembros afectados de EM
previamente descrita por ellos mismos (Dyment et al. 2002), seleccionaron de
forma aleatoria a 4 de estos individuos para realizar secuenciacion exémica.
Se generaron porciones de 76 pb con una cobertura promedio de x70. Se
obtuvieron mas de 57.000 SNPs y mas de 5.000 indel por individuo, de los
cuales mas de 20.000 (entre SNPs e indel) eran variantes compartidas entre
los cuatro. Posteriormente, para refinar los resultados, los autores realizaron
un estudio de ligamiento partiendo de un modelo estadistico de "variante
rara" obteniendo un “LOD score” maximo de 1,75. Aunque no se demostrd
ligamiento (“LOD score” <3), los autores usaron estos datos para filtrar
aguellas variantes que se habian establecido como dafiinas en las regiones
con mayor ligamiento, obteniéndose un total de 763 variantes. Se observd
gue, al comparar cuantas de estas variantes eran compartidas entre los

diferentes individuos, solo un SNP (rs55762744) en el brazo corto del
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cromosoma 19 (19pl13) cumplia este criterio, correspondiendo a una
mutacion en el exén 3 del gen TYK2 que producia un cambio de alanina por
treonina en la posicidbn 53 (A53T). Curiosamente este gen ya habia sido
previamente descrito en los estudios de asociacion (WTCCC 2007) como un
posible candidato de riesgo para pacientes con EM. Ninguno de los
individuos era portador de los SNPs previamente relacionados con este geny
reportados en el GWAS del 2011 (rs8112449*G) (IMSGC & WTCCC2 2011)
ni en el del 2013 mediante “Inmunochip” (rs34536443*C) (IMSGC 2013a). De
hecho, el SNP reportado en el GWAS del 2013 se considera como protector
para el desarrollo de la enfermedad, un efecto totalmente opuesto al
observado con el SNP descrito en esta familia. Se genotipo la variante en el
resto de la familia manifestandola el 72% de los afectados y el 47% de los no
afectados. En una cohorte de validacion compuesta por 2.104 trios familiares,
los autores observaron la variante solo en el 0,8% de los afectados. Por lo
tanto, estos hallazgos sugerian que rs55762744 (A53T) podria ser una
variante de riesgo para EM en esta familia en concreto, pero que otros
factores genéticos o ambientales también podian influir en el riesgo de EM,
debido a que no todos los portadores de la misma desarrollaban la
enfermedad.

El dltimo articulo publicado en EM utilizando esta aproximacion es de
Kemppinen y colaboradores (Kemppinen et al. 2014) que realizaron un
estudio piloto utilizando por primera vez la secuenciacibn exémica de
linfocitos T CD4+ provenientes del LCR de dos pacientes con EMRR. Se
realiz6 también la secuenciacion del ADN a partir de células de sangre
periférica que sirvio como linea germinal de referencia. Los resultados
mostraron un promedio de 1.784 aparentes variaciones entre ambas
secuencias. La mayoria de estas variaciones (=90%) correspondia a
artefactos mas que a mutaciones reales segun el andlisis de calidad. Sin
embargo, filtrando los resultados en base a los hallazgos provenientes de los
GWAS, los autores reportaron tres posibles mutaciones soméaticas asociadas
al gen CD6 que no alcanzaron significacion estadistica. Aunque este estudio
no reporto resultados significativos, abre la puerta hacia una nueva aplicacion

del abordaje exdmico en pacientes con EM.
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1.2.6. EI ADN mitocondrial y la EM

A diferencia del ADN nuclear, que estd sujeto a una gran cantidad de
polimorfismos debido al proceso de recombinacién y entrecruzamiento entre
el material genético de ambos progenitores (Figura 49, A), el ADN
mitocondrial tiene la caracteristica Unica de transmitirse sin recombinarse y

siempre por via materna (Passarge 2007) (Figura 49, B).

Figura 49. Esquema de transmision del ADN mitocondrial (Passarge 2007).

Esto se debe a que durante la fecundacion del 6vulo, las mitocondrias del
espermatozoide son digeridas y destruidas, utilizandose solo el ADN haploide
del mismo. Esta ventaja que aporta el ADN mitocondrial lo convierte en una
diana crucial para el estudio de genética de poblaciones y ha aportado
informacioén trascendental sobre como la especie humana migr6 desde Africa
hace mas de 150.000 afios (Der Sarkissian et al. 2015).
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Para ello, se determinan los denominados haplogrupos, que se han descrito
en diferentes areas geogréficas, en diferentes grupos poblacionales y en un
momento determinado de la historia (Figura 50).

Figura 50. Distribucibn geografica de los principales haplogrupos

mitocondriales (Compston et al. 2006).

La nomenclatura utilizada para identificar los haplogrupos se basa en las
letras mayusculas de la A a la Z, designadas aproximadamente segun el
orden de su descubrimiento, aunque el primer gran haplogrupo descrito fue el
L (la primera letra de la palabra Linaje) y posteriormente el M y el N. A partir
de aqui se pueden asignar letras o0 nimeros dependiendo de los subgrupos

dentro del haplogrupo mayor (Nesheva 2014) (Figura 51).

Figura 51. Divisiones y subdivisiones de los haplogrupos mitocondriales.
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Un haplogrupo estéa definido por uno o varios polimorfismos localizados en
una zona denominada “region hipervariable 1 de la regién control” (HV1)
(Figura 52) que corresponde a un fragmento de 568 pb numeradas desde la
posicion 16.001 a la 16.568 del ADN mitocondrial. Cuando se describe uno o
un grupo de polimorfismos que determinan el haplogrupo se suelen
especificar los 3 dltimos numeros de la posicion junto al cambio de nucleétido
observado (por ejemplo, M5 129,223,291,298) donde M5 corresponde al
nombre del haplogrupo y el resto de numeros las diferentes posiciones dentro
de la HV1 donde se encuentran los respectivos polimorfismos.

Figura 52. La HV1 y su localizacion dentro del ADN mitocondrial (Passarge
2007).

Si nos referimos a genética de poblaciones en términos de ADN mitocondrial,
la poblacién europea se asent6 en el Paleolitico hace unos 40.000 afios,
correspondiendo a los haplogrupos U5, H, V, I, W, T y K. Después de la
ultima glaciacion, nuevos flujos poblacionales provenientes de la peninsula
Ibérica (haplogrupo H para la poblaciéon vasca y haplogrupo V para el resto) y
de Anatolia (haplogrupo J) hace unos 8.500-10.000 afios, acabaron de
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completar el conjunto de haplogrupos mas importantes a nivel europeo
(Compston et al. 2006).

Tal y como lo han demostrado los extensos estudios epidemioldgicos vy
genéticos, la EM es mas frecuente en poblacion caucasica europea,
especialmente aquella proveniente de Europa del Norte, por lo que el analisis
de los haplogrupos en esta poblacion nos puede aportar informacién crucial
sobre la susceptibilidad subyacente. Las primeras migraciones provinieron de
Escandinavia (Vikingos y Godos) y se asentaron en el norte de la Peninsula
Britanica, Normandia, Cerdefia, Sicilia y el sur de lItalia. Estos flujos
migratorios trajeron fundamentalmente los haplogrupos J y T, que se han
visto asociados de forma significativa a la EM, excepto en poblacién vasca
donde predomina el haplogrupo H (Otaegui et al. 2004).

Recientemente, estos hallazgos han sido replicados a gran escala por Tranah
y colaboradores (Tranah et al. 2015) en mas de 7.000 pacientes y mas de
14.000 controles provenientes de 7 paises europeos cuyas muestras habian
sido analizadas previamente en uno de los GWAS con mayor poblacion
publicado hasta ahora (IMSGC & WTCCC2 2011), observando que los
portadores de los haplogrupos JT, J y T tenian mayor riesgo de desarrollar
EM vy, en especial, las formas progresivas de la enfermedad. Ahora bien, no
se conoce si este estado de portador se asocia a algun mecanismo
patogénico mediado por la mitocondria, ni si, de ser asi, podria justificarse
por algin polimorfismo o mutacién especificos que explicara parte de la
heredabilidad de la EM.

Tal y como se ha comentado previamente, existe disfuncibn mitocondrial
desde el inicio de la cascada inflamatoria que produce dafio axonal y
desmielinizacion mediadas por radicales libres y estrés oxidativo (Lu et al.
2000; Dutta et al. 2006; Mahad et al. 2008; Mahad et al. 2009; Mao & Reddy
2010; Campbell et al. 2011). De hecho, uno de los farmacos orales
recientemente aprobados para el tratamiento de base de la enfermedad
(teriflunomida; Aubagio®) (O’Connor et al. 2011; Confavreux et al. 2014)
tiene un mecanismo de accion que actia en la mitocondria al bloquear la

sintesis de pirimidinas en los linfocitos activados disminuyendo, de esta
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forma, la respuesta inflamatoria. Sin embargo, el papel especifico de la
mitocondria en la patogenia de la enfermedad no es del todo conocido.

La mayoria de las poblaciones, exceptuando algunas que estan aisladas, han
estado expuestas a prolongados periodos de adiciones y combinaciones
genéticas, por lo que la probabilidad de encontrar una mutacién fundadora es
bastante improbable, y aunque algunos autores han intentado relacionar la
EM a mutaciones concretas (Andalib et al. 2013), los estudios de replicaciéon
no han obtenido resultados positivos (Andalib et al. 2015a; Andalib et al.
2015b). Siguiendo este razonamiento, el estudio de poblaciones con cierto
aislamiento genético seria de gran interés. En esta linea, Harding y
colaboradores (Harding et al. 1992) describieron un grupo de 8 mujeres con
antecedentes maternos de neuropatia Optica hereditaria de Leber — NOHL —
(OMIM: 535000) y un cuadro clinico tipo EM (sintomas compatibles con
brotes que afectaban otras vias diferentes a la visual). De hecho, 7 pacientes
presentaban lesiones en la RM compatibles con desmielinizacion. Todos los
casos tenian una de las 18 variantes alélicas mitocondriales mas
frecuentemente  relacionadas con la NOHL, la denominada
MTND4*LHON11778A (rs199476112). Posteriormente, en una revision de
NOHL hecha por Riordan-Eva y Harding (Riordan-Eva & Harding 1995), el
45% de 24 mujeres con la variante antes descrita asociaban una enfermedad
tipo EM. Desde entonces, la llamada enfermedad de Harding, considerada
como la asociacién de NOHL y sintomas acompafantes tipo EM solo ha sido
descrita en hombres (Bhatti & Newman 1999; Olsen et al. 1995; Horvath et al.
2000; Tran et al. 2001; Buhmann et al. 2002). No obstante, nuevas revisiones
en series de pacientes con NOHL, no han podido asociar ninguna de las 18
variantes alélicas con el desarrollo de sintomas o lesiones compatibles con
un proceso desmielinizante tipo EM, por lo que queda por resolver si es que
se trata de una entidad aislada o de un ejemplo de la heterogeneidad clinica
de la EM. Probablemente la primera opcién seria la mas plausible, dada la
cantidad de pacientes descritos a nivel mundial, aunque hasta ahora no
sabemos si las variantes del ADN mitocondrial son las que en realidad dirigen
o predisponen el proceso patogénico de la EM y de qué forma lo harian.
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1.2.7. Conclusiones finales referentes a la genética de la EM

La EM es una enfermedad compleja, donde factores genéticos y ambientales
interactian de una forma no del todo conocida en el desarrollo de un proceso

caracterizado por la desmielinizacion y la degeneracion axonal.

La agregacion familiar, la concordancia en gemelos homocigotos y las
diferentes prevalencias en distintos grupos ancestrales, sugieren que los
factores genéticos juegan un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad. Sin embargo, hasta la actualidad nuestro conocimiento solo nos
ha permitido explicar =30% de la heredabilidad total, siendo el alelo HLA-
DRB1*15:01, en el brazo corto del cromosoma 6, el mas robustamente
asociado, justificando =10% de este porcentaje. Fuera de la region HLA, se
han descrito otros 110 locus de riesgo que en conjunto justifican =20% de la
heredabilidad. Por consiguiente, la mayor parte de la heredabilidad de la EM

esta aun sin resolver.
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1.3. ESTUDIOS EN POBLACION GITANA

1.3.1. Los origenes de la poblacion gitana

La poblacion gitana también conocida como pueblo “rom”, “roma” o “romani”,
tal y como la conocemos hoy en dia, es el resultado de multiples migraciones
desde la India hacia Europa occidental (Gresham et al. 2001). Su origen es
todavia hoy objeto de controversia pero se cree que provienen de una region
del norte de la India conocida como Punyab (Figura 53). Esta teoria se basa
en las similitudes entre sus rasgos linglisticos (la lengua romani es una
lengua indica muy similar al panyabi), creencias y costumbres. Al tratarse de
una cultura agrafa y, por tanto, al no haber registros histéricos escritos, hacen
gue su procedencia sea todo un misterio. Es importante sefialar también que
los primeros grupos de gitanos llegados a la Europa occidental fantaseaban
acerca de sus origenes, atribuyéndose una procedencia misteriosa y
legendaria. La palabra espafiola “gitano” parece provenir de la palabra
“egiptano” y se aplic6 a este pueblo por creerse que provenian del antiguo
Egipto (Fraser 1995).

Figura 53. Ruta de migracion del pueblo gitano desde la India a Europa

(Fundacién Secretariado Gitano 1982).
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Las primeras migraciones se habrian producido durante los siglos Vy X a
través de Persia y Asia menor hacia areas dentro del imperio Bizantino,
donde su llegada data de los siglos XlI a XIlI. Posteriormente entre los siglos
XIV y XV, nuevas migraciones los establecieron en la peninsula Balcanica
(gitanos de los Balcanes) y Europa central especificamente en la regién de
Valaquia, actualmente correspondiente al sur de Rumania (gitanos de
Valaquia), continuando hacia el resto de Europa occidental (Fernandez et al.
2008).

Mas tarde, se produjeron 3 nuevas olas de migracion: la primera durante el
final del siglo XIX, después de la abolicibn de la esclavitud gitana en
Rumania; la segunda fuera de Yugoslavia, durante los afios 60 y 70; y la
tercera durante las dos ultimas décadas siguiendo los cambios politicos y
econdmicos en Europa del Este (Gresham et al. 2001; Morar et al. 2004).

La llegada de los gitanos a la Peninsula Ibérica también es motivo de
controversia. Se distinguirian asi los gitanos del norte que llegaron por
Perpifian y de los cuales se tiene mayor documentacién, los gitanos del sur,
procedentes de Tanger atravesando el estrecho de Gibraltar, y los gitanos del
este, que llegaron por la ribera mediterranea hacia el 1480 probablemente a
causa de la caida de Constantinopla y del imperio Bizantino.

El primer documento conservado de su llegada a la Peninsula Ibérica data de
1425 donde Alfonso V “El Magnanimo” concede salvoconducto a Tomas
Sabba peregrino a Santiago de Compostela (Gresham et al. 2001). (Figura
54).

En el texto reza: "A todos y cada uno de los nobles, amados y fieles
nuestros... os decimos y mandamos... bajo pena de nuestra ira e indignacion,
gue el mencionado don Tomas de Egipto y los que con él iran y le
acompanfan, con todas sus cabalgaduras, ropas, bienes, oro, plata, alforjas y
cualesquiera otras cosas que lleven consigo, sean dejados estar y pasar por
cualquier ciudad, villa, lugar y otras partes de nuestro sefiorio a salvo y con

seguridad (...) "
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Figura 54. Carta de Alfonso V “El Magnanimo” concediendo salvoconducto a

Tomas Sabba peregrino a Santiago de Compostela (Gresham et al. 2001).

Actualmente la poblacion gitana en Europa alcanza los 10 millones de
personas, siendo en Espafia de aproximadamente unos 500.000 a 600.000
miembros (Kalaydjieva et al. 2001) (Figura 55). Andalucia es la comunidad
auténoma con mayor namero de gitanos, aproximadamente unos 300.000 en

la actualidad (Fundacién Secretariado Gitano 1982; Ramal et al. 2001).

Figura 55. Distribucion geogréfica y frecuencia de la poblacion gitana en

Europa (Kalaydjieva et al. 2001).
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1.3.2. Estudios genéticos en poblacion gitana

1.3.2.1. Laimportancia del analisis genético en poblaciones aisladas

Dadas las caracteristicas culturales propias de esta poblacion, a su caracter
nomada y a la alta consanguinidad existente debido a sus estrictas normas
de emparejamiento, probablemente provenientes del sistema de endogamia
propio de las castas hindues o “yatis” (Fraser 1995), se puede asumir que ha
habido muy poco intercambio genético entre los gitanos y otras poblaciones
asiaticas y europeas, manteniéndose asi las caracteristicas genéticas de la

poblacion original.

Esto los convierte en una etnia con un elevado potencial de investigacion
genética, tal y como lo han sido otras poblaciones aisladas como la de
finlandeses y judios Askenazis (Motulsky 1995; Risch et al. 1995; de la
Chapelle & Wright 1998). Es conocido que para el mapeo de enfermedades
complejas en poblaciones aisladas, la presencia de endogamia y, por tanto,
de consanguinidad favorece la agregacién de locus y alelos que de forma
aislada tienen una baja penetrancia (Bulayev et al. 2009). Esto se debe al
aumento de la homocigosis, lo que a su vez aumenta significativamente la
probabilidad de identificar variantes con efectos patogénicos. Es lo que se
conoce como efecto Wahlund (Wahlund 1928).

En este mismo contexto, las diferencias en cuanto a la antigledad de las
poblaciones estudiadas, es otro factor importante a la hora de identificar locus
patogénicos, ya que cuanto mas antigua sea una poblacion, mayor seré el
namero de meiosis y procesos recombinantes en las sucesivas generaciones,
por lo que mayor sera la posibilidad de “aislar’” un determinado locus causal
(Jorde 2000) (Figura 27). Gracias a estas particularidades, se han podido
identificar un total de 9 trastornos mendelianos con mutaciones propias de la
poblacién gitana (Kalaydjieva et al. 2001) (Tabla 12).
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Tabla 12. Trastornos mendelianos descritos en poblacion gitana (adaptada
de Kalaydjieva et al. 2001).

Trastorno OMIM Her Cr Gen Mutacion Referencias
Glaucoma congénito Plagilova et al.
primario 231300 AR 2p21 CYP1B1 E387K 1998 & 1999
Def|C|enC|_a de 230200 AR 17q24 GALKL P28T Kalaydjieva et al.
galactoquinasa 1999
Enf_errpe_dad renal 613095 AD  4q21-q23 PKD?2 R306X Veldhuisen et al.
poliquistica 1997
Neuropatia hereditaria Kalavdi al
sensitivo-motoratipo 601455 AR 8024 NDRG1 R148X Toon & 2000

Lom (CMT4D)

Neuropatia hereditaria R al
sensitivo-motora tipo 605285 AR 10922 HK1 G9712C oo o
Russe (CMT4G)

Catarata congénita,

dismorfismo facialy 604168 AR  18g23  CTDP1 Ex0n 6 e v et
neuropatia

Distrofia muscular de Piccolo 1996;
cinturas tipo 2C 253700 AR 13qg12 SGCG C283Y Lasa et al 1998
Miastenia congénita 254210 AR 17p13 CHRNE 1267delG Abicht et al. 1999
Trombastenia de 273800 AR 1721  ITGA2B  IVSI5DS, G-A+1 Jefasalecet
Glanzmann al.1995

Her: herencia; Cr: cromosoma
CMT4D: Charcot-Marie-Tooth-4D; CMT4G: Charcot-Marie Tooth-4G; AD: autosémica dominante; AR: autosémica recesiva

1.3.2.2. Los haplogrupos del ADN mitocondrial en poblacién gitana sana

y con EM

A diferencia de otras poblaciones cuya historia y genealogia ha sido
extensamente documentada, la poblacién gitana, tal como se ha comentado
anteriormente, se caracteriza por carecer de registros escritos. Esto, sumado
a su caracter nbmada y a ser considerados una minoria étnicamente
desfavorecida en numerosos paises con acceso restringido a los sistemas de
salud o educacién, ha hecho necesario inferir su historia demogréfica y
genealdgica a través de estudios genéticos.

Asi, durante mas de 80 afios se han llevado a cabo una serie de estudios
poblacionales con la intencién de responder a tres cuestiones basicas: 1) la
similitud entre hindles y gitanos, 2) la relacion con poblaciones europeas y 3)
la afinidad entre poblaciones gitanas de diferentes paises.
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A continuacion se explica un resumen de estos estudios poblacionales:

Gresham y colaboradores (Gresham et al. 2001) describieron el linaje
genético tanto femenino como masculino de 275 individuos sanos
pertenecientes a 14 poblaciones de etnia gitana, analizando la estructura
genética mitocondrial y del cromosoma Y en busca de los diferentes
haplogrupos. Los resultados identificaron un total de 12 haplogrupos de los
cuales M, H y U justificaban el 62% del linaje mitocondrial. Un analisis mas
detallado revel6 que los subgrupos M5 y U3 justificaban casi la totalidad del
linaje mitocondrial asociado a los haplogrupos M y U respectivamente.

El haplogrupo M es comin en Asia y Africa oriental (Quintana-Murci et al.
1999) pero es raro en Europa (Richards et al. 1998; Simoni et al. 2000). Tiene
una antiguedad aproximada de 60.000 a 65.000 afios y probablemente se
origind en la India. De hecho, una de sus subdivisiones, el haplogrupo M5, se
ha descrito especialmente en Odisha, un estado situado en la costa este de
la India (Thangaraj et al. 2006) y en poblacién de origen gitano (Malyarchuk
et al. 2006). En el estudio de Gresham y colaboradores en poblacién gitana
(Gresham et al. 2001), este haplogrupo se distribuia de forma bastante
homogénea entre las diferentes poblaciones estudiadas.

El haplogrupo H es muy coman en Europa (Simoni et al. 2000; Richards et al.
2000) y también se encuentra en la India (Kivisild et al. 1999). Tiene una
antigiedad aproximada de 30.000 afios y probablemente se origind en el
Medio Oriente (Achilli et al. 2004). En el estudio de Gresham y colaboradores
(Gresham et al. 2001), fue el haplogrupo mas frecuentemente observado,
distribuyéndose en 13 de las 14 poblaciones analizadas. Una de las
poblaciones donde méas se expresd este haplogrupo fue en la de Monteni
(localizada en Bulgaria) y cuyos origenes se remontan a una de las grandes
olas de migracion producidas durante el final del siglo XIX después de la

abolicion de la esclavitud gitana en Rumania.
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El haplogrupo U es comun en el Medio Oriente y en Europa (Richards et al.
2000). Tiene una antigledad aproximada de 50.000 a 60.000 afios y
probablemente se origind en el Medio Oriente. Una de sus subdivisiones, el
haplogrupo U3, es muy frecuente en el Caucaso con frecuencias importantes
en Jordania (Abu-Amero et al. 2008), Iran (Quintana-Murci et al. 2004), Siria,
Irak y Turquia, entre otros. Tiene una menor frecuencia en Europa y Asia
Central, predominando especialmente en poblacion gitana (Malyarchuk et al.
2006). En el estudio de Gresham y colaboradores (Gresham et al. 2001), este
haplogrupo se distribuia especialmente en las poblaciones provenientes de
Espafia y Lituania. Toda esta informacion parece indicar que la mayoria de
poblaciones gitanas analizadas hasta ahora tienen efectivamente un origen
asiatico comun y estan genéticamente mas emparentados con los hindues
gue con el resto de poblaciones europeas, tal como lo preveia su asociacion
dialéctico-linglistica (Kalaydjieva et al. 2001; Gresham et al. 2001).

Si nos referimos a pacientes con EM de etnia gitana, Fernandez vy
colaboradores (Fernandez et al. 2008) publicaron el Unico estudio de linaje
mitocondrial realizado en este grupo de pacientes a nivel espafiol. Se
analizaron un total de 14 pacientes y 25 controles sanos. Los controles
correspondian a la serie espafiola descrita por Gresham y colaboradores
(Gresham et al. 2001). Ademds, también se compararon los datos con una
cohorte de 15 pacientes con EM y 16 controles sanos de origen caucasico.
Los resultados identificaron un total de 9 haplogrupos, de los cuales M, Jy U
justificaban el 53,84% del linaje mitocondrial, sin poderse observar dichos
haplogrupos en la poblacion caucasica. Un andlisis mas detallado reveld que
los subgrupos M5 y U3 justificaban casi la totalidad del linaje mitocondrial
asociado a M y U respectivamente. El analisis estadistico reveld que solo el
haplogrupo U3 aparecia con una frecuencia significativamente menor en los
pacientes con EM de origen gitano respecto a los sujetos controles de la

misma etnia.

El haplogrupo J es muy comun en Eurasia occidental (Simoni et al. 2000;
Richards et al. 2000). Tiene una antigiiedad aproximada de 30.000 a 40.000
afios y probablemente se origind en el Medio Oriente (Achilli et al. 2004)
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presentando una alta frecuencia en Arabia Saudita y disminuyendo
progresivamente su frecuencia a medida que nos desplazamos hacia Europa,
el Caucaso, el norte de Africa y Asia Oriental (Abu-Amero et al. 2008). En el
estudio de Gresham y colaboradores en poblacion gitana (Gresham et al.
2001), solo justificaba el 4% del linaje mitocondrial expresandose
fundamentalmente en las poblaciones de Kalderash y Monteni (localizadas en
Bulgaria) y cuyos origenes se remontan a una de las grandes olas de
migracion producidas durante el final del siglo XIX tras la abolicion de la

esclavitud gitana en Rumania.

En definitiva, los datos demuestran que en la poblacion gitana son 4 los
haplogrupos observados con mayor frecuencia: M5, H, J y U3.

1.3.2.3. Laregion HLA en poblacién gitana sanay con EM

Aunque no existen muchos estudios de la region HLA en poblacion gitana
sana, de Pablo y colaboradores (de Pablo et al. 1992) describieron los
antigenos HLA de clase | y Il en un grupo de 75 gitanos de origen espariol
comparados con 74 controles espafioles no gitanos. El alelo HLA de clase I
mas frecuentemente observado fue DQ5 (DQB1*05), junto con los haplotipos
DR16-DQ5-Dw21 (DRB1*16-DQB1*05) y DR14-DQ5-Dw9-DR52b (DRB1*14-
DQB1*05-DRB3*02).

Posteriormente, Ramal y colaboradores (Ramal et al. 2001) realizaron un
interesante estudio poblacional donde se determiné la distribucion de los
diferentes haplotipos HLA de clase Il entre un grupo de 80 adultos sanos de
etnia gitana provenientes de Andalucia. El andlisis de HLA-DRB1 revel6 que
los alelos mas frecuentemente observados fueron DRB1*14 (especialmente,
DRB1*14.01 y DRB1*14:04), DRB1*15:02, DRB1*16:01 y DRB1*01:02. El
analisis de HLA-DQBL revel6 que el alelo mas frecuentemente observado fue
DQB1*05:03, mientras que el andlisis de HLA-DPB1 reveldé que los alelos
mas frecuentes eran DPB1*02:01, DPB1*04:01 y DPB1*04:02. Ellos
concluyeron que su poblacién gitana probablemente era originaria de la India
ya que compartian los haplotipos DRB1*14:04-DQB1*05:03 y DRB1*15:02-
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DQB1*05:03 descritos por Rani y colaboradores en poblacion originaria del
norte de la India (Rani et al. 1998).

En un estudio reciente, Inotai y colaboradores (Inotai et al. 2015) analizaron
las regiones HLA-A, HLA-B y HLA-DRB1 en un grupo de 186 hungaros de
etnia gitana comparados con 2.402 hungaros no gitanos. El analisis de HLA-
DRB1 reveldé que los alelos mas frecuentemente observados fueron
DRB1*15, DRB1*03 y DRB1*14.

Referente a los estudios de HLA realizados en pacientes gitanos con EM, en
1981 Gyddi y colaboradores (Gyodi et al. 1981) describieron el primer andlisis
inmunoseroldgico (HLA determinado por técnica de microlinfocitotoxicidad) en
un grupo de gitanos hungaros con EM demostrando que HLA-Al, Bw52,
Bw22, B40, Cwl, DR2 y DRw8 estaban significativamente incrementados en

los pacientes gitanos respecto a la poblacion hingara.

Palffy y colaboradores (Palffy et al. 1986) describieron un analisis clinico e
inmunogenético de 5 pacientes con EM de etnia gitana demostrando
asociacion con HLA-DR2 y HLA-B7. Asimismo, concluyeron que
probablemente en aquellos gitanos “puros”, la forma clinica de EM se parecia

mas a la forma asiatica opticoespinal que a la caucésica.

Takacs y colaboradores (Takacs et al. 1990) y Kalman y colaboradores
(Kélméan et al. 1991) comunicaron una menor prevalencia de EM en gitanos
hangaros (7,5 por 100.000 habitantes) a pesar de ser portadores del
haplotipo HLA-DR2. También observaron que la ausencia de HLA-DQw6 se
correlacionaba con la menor incidencia de EM en esta poblacion. Sin
embargo, observaron también que HLA-DQw6 otorgaba mayor
susceptibilidad a la enfermedad en hdngaros no gitanos.

Milanov y colaboradores (Milanov et al. 1999) determinaron la prevalencia de
EM entre la poblacién gitana en dos poblaciones pequefias de Bulgaria (19,1
por 100.000 habitantes), llegando a la conclusion de que la EM es poco

frecuente entre estos pacientes.
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Fernandez y colaboradores (Fernandez et al. 2008) reportaron una
prevalencia similar de EM entre poblacion gitana de la provincia de Malaga y
la prevalencia en poblacion general (52,9 por 100.000 habitantes). Esta cifra
era significativamente mayor a la reportada en Hungria (Takacs et al. 1990;
Kalman et al. 1991) y Bulgaria (Milanov et al. 1999). Por otro lado, los
pacientes gitanos presentaban una alta frecuencia del haplotipo DRB1*14-
DQB1*05:03 que concordaba con los resultados descritos por Ramal en
gitanos adultos sanos de la misma region (Ramal et al. 2001). En sujetos con
EM, encontraron asociacion para el haplotipo DRB1*15:01-DQB1*06:02 pero
especialmente para el alelo DQB1*06:02, tal como lo habian demostrado en
los pacientes no gitanos con EM de la misma region (Fernandez et al. 2004).
Aunque la muestra fue pequefa (12 pacientes y 25 controles), se trata del
primer y Unico estudio hasta el momento donde se comparan los haplotipos
HLA de clase Il entre pacientes gitanos con EM y controles, ambos de la

misma etnia.
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2.1. JUSTIFICACION

La agregacion familiar observada en la EM no ha podido ser del todo
explicada desde un punto de vista genético. Por este motivo se plantea que
variantes con una frecuencia alélica muy baja, y que, por tanto, escapan a la
resolucién de los abordajes gendmicos actualmente disponibles, podrian ser
las responsables de justificar un mayor porcentaje de la heredabilidad hasta
ahora conocida sobre la enfermedad.

Las poblaciones aisladas tienen un alto grado de homogeneidad genética
producto de la alta endogamia y de la elevada homocigosis. A diferencia de
otras poblaciones, en las que la evolucion natural favorece que una serie de
alelos potencialmente patogénicos sean heredados de forma recesiva y en
heterocigosis, en aquellas mas “homocigotas” observaremos un incremento
en la expresion fenotipica de dichos alelos que de otra forma no se
expresarian dada su baja penetrancia (Bulayev et al. 2009). Es lo que se
conoce como efecto Wahlund (Wahlund 1928). Estas poblaciones parecen,
por tanto, ideales para la deteccion de variantes genéticas raras y pueden
ofrecernos informacién clave acerca de las interacciones gen-gen, gen-

ambiente y el efecto de la consanguinidad.

En este trabajo de tesis doctoral se presenta una extensa familia de etnia
gitana en la que existe un numero excepcionalmente elevado de pacientes
afectados con diferentes formas clinicas de EM. Las caracteristicas
idiosincrasicas propias de esta etnia (alto grado de consanguinidad y, por
tanto, mayor homocigosis y aislamiento genético) la convierten en una
poblacién de gran interés para identificar nuevos locus de riesgo relacionados

con la enfermedad.
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2.2. HIPOTESIS

La hipoétesis de este trabajo de tesis es:
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La familia objeto del estudio es portadora de uno 0 un grupo
reducido de locus de susceptibilidad genética para el desarrollo de
EM que no han sido descritos hasta ahora y que, por tanto, explican

la heredabilidad observada en esta familia.
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2.3. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo de tesis son:

1. Identificar, estructurar y caracterizar clinica y radiolégicamente a

todos los miembros de la familia incluidos en el estudio.

2. Establecer el origen ancestral de la familia en estudio mediante la
determinacién de los haplogrupos del ADN mitocondrial, y comparar
estos resultados con los descritos en la literatura para poblaciones

de etnia gitana.

3. Determinar el genotipo de los genes HLA-DRB1 y HLA-DQB1
(correspondientes al haplotipo HLA-DR15) de todos los miembros de

la familia incluidos en el estudio.

4. Genotipar los 12 principales locus de susceptibilidad no HLA
asociados a la EM descritos previamente en los principales estudios
de asociacion (GWAS).

5. Explorar, mediante abordaje exomico, potenciales variantes del
genoma en un grupo seleccionado de sujetos y validar los resultados
en el total de individuos de la familia.
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3.1. PACIENTES

3.1.1. Disefio

Estudio observacional, descriptivo, de seguimiento clinico-radiolégico y
analisis genético de una extensa familia de etnia gitana afectada de EM y no
afectados.

3.1.2. Sujetos del estudio

Todos los sujetos que participaron en el estudio fueron identificados y
visitados en la Unitat de Neuroimmunologia i Esclerosi Mdultiple (UNIEM)
dentro del Servicio de Neurologia del Hospital Universitario Dr. Josep Trueta
de Girona durante el periodo 2009-2014.

De forma breve, la UNIEM es la Unidad multidisciplinar de referencia en la
provincia de Girona para los pacientes y familiares afectados de EM y otras
enfermedades de base inmunolégica que afectan al SNC. Dentro de su
cartera de servicios asistenciales se encuentran las especialidades de
Neurologia, Enfermeria especializada en EM, Neuropsicologia, Psicologia, y
Laboratorio de investigacion. Ademas, la UNIEM lleva a cabo una serie de
ensayos clinicos en fase Il, Ill y IV con nuevos farmacos para el tratamiento
de la enfermedad, asi como varias lineas de investigacion tanto clinicas como
basicas. Durante un periodo de 12 afios en funcionamiento, cuenta con un
registro de mas de 900 pacientes con EM, ofreciendo seguimiento continuado
y tratamiento especifico a aproximadamente 650 de ellos.

El estudio fue presentado para su valoracion y aprobado por el Comité Etico
de Investigacion Clinica (CEIC) de nuestro Hospital (Decreto 406/2006)
garantizandose el cumplimiento de los principios fundamentales de la
Declaracion de Helsinki (World Medical Association 2013) asi como la

legislaciéon vigente sobre confidencialidad, proteccion de datos personales y
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normas éticas sobre estudios clinicos (Ley organica 15/1999; Real Decreto
1720/2007).

Ademas, desde en afio 2011, el estudio forma parte de un proyecto

financiado por el Fondo de Investigacidn Sanitaria del Instituto de Salud
Carlos Il (P110/02649).

3.1.2.1. Criterios de inclusion y exclusién de los sujetos del estudio

Criterios de inclusién:

Sujetos miembros de la familia de estudio, estén o no afectados de
EM.

Los sujetos incluidos deberan tener 218 afios de edad en el momento

de la inclusion.

Los sujetos deberan firmar el correspondiente consentimiento

informado (Anexo 3).

En el caso de sujetos menores de edad, solo se incluiran aquellos
afectados de EM, siempre y cuando sus progenitores y/o tutores
legales hayan firmado el consentimiento informado para participar en
el estudio.

Criterios de exclusién:
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Sujetos menores de edad no afectados de EM miembros de la familia
de estudio.

Aquellos sujetos cuya participacién no sea recomendable por razones
médicas, psicolbgicas o psiquiatricas, a criterio del investigador.

Sujetos que no autoricen la realizacion de un analisis genético.
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3.1.2.2. Grupos de sujetos

Los sujetos miembros de la familia de estudio identificados en la UNIEM se

agruparon de la siguiente manera:

3.1.2.2.1. Sujetos afectados

Sujetos afectados de EM

Pacientes diagnosticados de EM segun los criterios de Poser (Tabla 2) o los
revisados de McDonald 2010 (Tabla 3), dependiendo del afio en que el sujeto
fuera inicialmente valorado, correspondiendo a las formas clinicas de EMRR,
EMSP y EMPP. En este grupo se incluyen también aquellos pacientes con
SCA que presenten 3 0 mas de los criterios de Barkhof para diseminacion en

espacio (Anexo 2).

Sujetos afectados de SRA o EM presintomatica

Sujetos que, en el momento de la inclusion en el estudio, no han presentado
ni presentan sintomas compatibles con un brote de EM pero en quienes una
RM demuestra lesiones caracteristicas de enfermedad inflamatoria
desmielinizante primaria del SNC que cumplen los criterios de Okuda para el
diagndstico de SRA (Tabla 4).

3.1.2.2.2. Sujetos no afectados

Sujetos que, en el momento de la inclusion en el estudio, no han presentado
ni presentan signos ni sintomas compatibles con un brote de EM y que tienen

una RM normal.
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3.1.3. Variables del estudio

Las variables que se recogieron y se analizaron en el estudio se pueden

clasificar en 3 grandes grupos: variables clinicas, variables radiolégicas y

variables genéticas.

3.1.3.1. Variables clinicas

Sujetos afectados de EM

Edad: edad del primer brote o sintoma de la enfermedad (afios).

Edad de diagnéstico: edad en el momento del diagndstico (afios).
Sexo: sexo (Hombre/Muijer).

Forma clinica: SCA, EMRR, EMSP o EMPP, en el momento de la
inclusion.

Topografia inicial: localizacion clinica del brote inicial (Nervio oOptico,
Médula espinal, Tronco encefalico, Hemisférico, Poliregional).

Brotes: numero total de brotes durante la evolucién de la enfermedad.
EDSS inicial: EDSS en el momento del diagndstico.

EDSS evolucién: EDSS en el momento del analisis (octubre de 2015).
Curso clinico: “Estable” (sin nuevos brotes ni incremento de la EDSS),
“Agresivo” (presencia de nuevos brotes de la enfermedad con o sin
incremento de la EDSS), “Progresivo” (sin nuevos brotes pero con un
incremento progresivo de la EDSS).

Antecedentes patologicos: otras enfermedades que se hayan
diagnosticado en los sujetos, con especial interés en las de base
autoinmune o hereditaria (No/Si).

TIM: tratamiento inmunomodulador especifico para la EM (No/Si).

Sujetos afectados de SRA o EM presintomatica
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Edad: edad en el momento en que se realiza la identificacion del sujeto
como SRA (afos).

Sexo: sexo (Hombre/Muijer).

EDSS inicial: EDSS en el momento de la inclusion del sujeto.

EDSS evolucion: EDSS al final del estudio.
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- Curso clinico: “Estable” (sin brotes ni incremento de la EDSS), o ha
presentado un primer brote de la enfermedad (SCA).

- Antecedentes patologicos: otras enfermedades que se hayan
diagnosticado en los sujetos, con especial interés en las de base
autoinmune o hereditaria (No/Si).

Sujetos no afectados

- Edad: edad en el momento en que se realiza la inclusiéon del sujeto en
el estudio (afios).

- Sexo: sexo (Hombre/Mujer).

- EDSS inicial: EDSS en el momento de la inclusién del sujeto.

- Curso clinico: dependiendo si el sujeto se ha mantenido “Estable”
(continba manteniéndose asintomético a lo largo del estudio), o ha
presentado un primer brote de la enfermedad (SCA).

- Antecedentes patologicos: otras enfermedades que se hayan
diagnosticado en los sujetos, con especial interés en las de base
autoinmune o hereditaria (No/Si).

3.1.3.2. Variables radioldgicas

Las variables radiol6gicas se recogieron de forma similar para los sujetos
afectados de EM (SCA, EMRR, EMSP, EMPP y SRA) y sujetos no afectados:

- Patrén de afectacion: pudiendo tener una RM normal (RM normal),
lesiones desmielinizantes tipicas (LDT), lesiones vasculares
subcorticales (LVS) o lesiones inespecificas de sustancia blanca
(LISB).

- Lesiones en T2: numero total de LDT en las secuencias T2/FLAIR (<9,
10-20, >20).

- Lesiones supratentoriales: numero total de LDT a nivel supratentorial
en las secuencias T2/FLAIR.

- Lesiones infratentoriales: numero total de LDT a nivel infratentorial en

las secuencias T2/FLAIR.
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Lesiones medulares: ausencia o presencia de LDT en la médula
espinal (No/Si).

Lesiones en T1: ausencia o presencia de LDT hipointensas en las
secuencias T1 (No/Si).

Lesiones Gd+: numero total de LTD que captan Gadolinio.

Criterios de Barkhof: nUmero de criterios de Barkhof para diseminacion
en espacio (1-2 criterios, 3-4 criterios) (Anexo 2).

Volumen T2: volumen lesional en T2/FLAIR (ml).

SG_FAST: volumen de sustancia gris segun el método FAST (ml).
SB_FAST: volumen de sustancia blanca segun el método FAST (ml).
BPF_FAST: atrofia cerebral segun el método FAST (BPF).

SG_SPM: volumen de sustancia gris segun el método SPM12 (ml).
SB_SPM: volumen de sustancia blanca segun el método SPM12 (ml).
BPF_SPM: atrofia cerebral mediante el método SPM12 (BPF).

3.1.3.3. Variables genéticas

Las variables genéticas se recogieron de forma similar para los sujetos
afectados de EM (SCA, EMRR, EMSP, EMPP y SRA) y sujetos no afectados:
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Haplogrupos del ADN mitocondrial, incluyendo las variantes de la HV1
y el porcentaje del linaje mitocondrial que estos haplogrupos
representaban.

Genes HLA-DRB1 y HLA-DQB1 con sus respectivos alelos.

Los 12 principales locus de susceptibilidad no HLA descritos
previamente en los GWAS, incluyendo su alelo de riesgo, el
cromosoma de localizacién y la distribucién de los sujetos segun
fueran portadores en homocigosis (Hom), heterocigosis (Het) o no
portadores (NoP) de dicho alelo.

Variantes seleccionadas en base a los modelos autosémico recesivo y
dominante del andlisis exdmico, incluyendo su alelo de referencia
(REF), su alelo variante (VAR), el cromosoma de localizacion y la

consecuencia en la expresion o funcién del gen.
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3.2. METODOS

3.2.1. METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE LAS VARIABLES
CLINICAS Y RADIOLOGICAS DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO

3.2.1.1. Protocolo de inclusién y registro de los sujetos

Todos los miembros de la familia eran candidatos a ser incluidos en el
estudio siempre y cuando participasen voluntariamente y cumpliesen con los
criterios de inclusién y exclusion (apartado 3.1.2.1.). Para ello, se informé
acerca de la existencia de este estudio a aquellos individuos que realizaban
seguimientos clinicos periédicos en la UNIEM, solicitandoles su participacion,

ademas de la difusiéon del mismo entre los otros miembros de la familia.

Dadas la idiosincrasia propia de la familia de estudio, tanto el proceso de
reclutamiento como la recogida de datos relacionados con sus origenes y con
la historia médica de cada individuo, fueron muy dificiles y arduos. Por estos
motivos, la informacién no solo se obtenia a partir de una fuente, sino que

siempre se cotejaba y se confrontaba entre varios miembros de la familia.

El consentimiento informado (Anexo 3) se obtuvo previa explicaciéon por
escrito de la naturaleza, duracion y proposito del estudio, ademas de todos
los inconvenientes y obstaculos que, dentro de lo razonable, podrian
esperarse. Aguellos miembros de la familia que eran incluidos tenian derecho
a retirarse del estudio en cualquier momento. De la misma forma, se solicitd
expresamente a cada sujeto incluido si deseaba o no conocer el resultado
tanto del estudio radiol6gico como del estudio genético, informandosele sobre
las posibles implicaciones que podrian conllevar dichos resultados.

En caso de aceptarse la participacion y una vez incluido en el estudio, cada
sujeto fue registrado en el programa Cyrillic version 2.0 (CyrillicSoftware®)
para la elaboracién del arbol genealdgico.
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3.2.1.2. Protocolo de obtencién de las variables clinicas

Las variables clinicas se obtuvieron mediante la entrevista y exploracion
neurolégica por parte del doctorando, como neurdlogo con formacion
especifica en la atencion y manejo de pacientes con EM. Dichas variables
fueron recogidas en una base de datos especificamente creada para el
estudio utilizando el programa FileMaker Pro-Advanced-12.0v5 (FileMaker-
Inc.). Los datos de caracter personal se almacenaron dentro de un unico
archivo protegido garantizando la confidencialidad segun la Ley de proteccion
de datos vigente (Ley organica 15/1999; Real Decreto 1720/2007).

3.2.1.3. Protocolo de obtencidon de las variables radiolégicas

Se realiz6 una RM craneal y medular a todos los sujetos incluidos en el
estudio segun el protocolo especificado en el Anexo 4. La obtencién de las
variables radioldgicas fue realizada por parte de una neurorradiéloga experta.
Estas variables fueron también recogidas en la misma base de datos

anteriormente descrita.

Célculo de volumetria e identificaciéon de lesiones craneales

Se realiz6 un célculo semiautomatico de volumetria y de identificacion de
lesiones craneales en 15 de los sujetos incluidos en el estudio, por parte del
Instituto de Investigacion en Vision por Computador y Robdética (VICOROB)
de la Universitat de Girona (http://vicorob.udg.edu/). Dichos célculos se

efectuaron como parte del protocolo de analisis volumétrico que se realiza en
todos los pacientes valorados en la UNIEM, sobre las imagenes de las
secuencias T1, una vez corregida la intensidad de las lesiones mediante
técnicas autométicas de procesamiento y segmentacion tal y como se

describe a continuacion.

En primer lugar, debido a que la referencia espacial (posicionamiento) de
todas las secuencias de imagen no era la misma, se realizdé un “co-registro”
para establecer un mismo espacio de referencia. Para ello, todas las
imagenes de la secuencia FLAIR, fueron co-registradas al espacio de la
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secuencia T1 segun el método descrito por Rueckert y colaboradores
(Rueckert et al. 1999). Posteriormente, se utilizaron las imagenes de la
secuencia FLAIR para segmentar automaticamente las lesiones de sustancia
blanca segun el método descrito por Roura y colaboradores (Roura et al.
2015). Las lesiones identificadas mediante este Ultimo paso fueron utilizadas
para rellenar y corregir las intensidades de las lesiones observadas en T1
segun el método descrito por Valverde y colaboradores (Valverde et al.
2014).

Finalmente, una vez obtenidas las secuencias T1 “corregidas” se realizé la
segmentacion de tejidos utilizando tanto el método FAST (Zhang et al. 2001),
como el método SPM12 (Ashburner & Friston 2005). A partir del resultado de
la segmentacién, se calcularon los volumenes para cada tejido, multiplicando
el nimero de voxeles segmentados como SG (Sustancia Gris) y SB
(Sustancia Blanca), por la medida de cada vdxel (0,003 ml). También se
calculé el “Brain Parenchymal Factor” (BPF), como indicador global de atrofia

cerebral, siguiendo la siguiente férmula:

SB+SG

BPF= Sg+sGricR

3.2.1.4. Protocolo de asignacion de sujetos a los diferentes grupos

Una vez obtenidas las variables clinicas y radiol6gicas de los sujetos del
estudio, se los asigné a uno de los 2 grupos anteriormente mencionados:
sujetos afectados, incluyendo afectados de EM y afectados de SRA o EM

presintomatica; o sujetos no afectados.

Los sujetos que eran diagnosticados como afectados por alguna de las
formas clinicas de la EM, posteriormente fueron seguidos de forma periédica
en la UNIEM como parte del protocolo rutinario de actuacion clinica de la
Unidad.
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3.2.2. METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE LAS VARIABLES
GENETICAS DE LOS SUJETOS DE ESTUDIO

Se realizaron varios estudios genéticos en la familia, que fueron clasificados

en dos grandes grupos:

Estudios de genética descriptiva

Caracterizacion de los haplogrupos de ADN mitocondrial y genotipado de la
region HLA.

Estudios de acotamiento genético y busqueda de genes candidatos

Genotipado de los principales locus de susceptibilidad no HLA descritos
previamente en los GWAS y analisis de exdmica.

3.2.2.1. Obtencion de las muestras de sangre

La extraccion de sangre se realizé mediante puncién venosa por parte del
equipo de enfermeria de la UNIEM y se recogieron dos tubos con
anticoagulante EDTA para la obtencién de ADN y dos tubos PAXgene® para
la obtencién de ARN, que se congelaron en el momento de la recogida. Dicha

extraccion se realizd el mismo dia en que se recogian las variables clinicas.
3.2.2.2. Obtencién de ADNy ARN

La extraccion de ADN se realizé mediante el kit “Pure Gene” (QIAGEN®)
partiendo de 3 ml de sangre total y siguiendo las instrucciones del fabricante.

En el paso final, la elucion del ADN se realizd con agua estéril.

A partir de los tubos PAXgene®, con el kit “PAXgene Blood RNA” y siguiendo
las instrucciones del fabricante, se obtuvo el ARN de los sujetos de estudio.

3.2.2.3. Caracterizaciéon de los haplogrupos de ADN mitocondrial

Para realizar la determinacion del haplogrupo de ADN mitocondrial al que
pertenecia cada individuo, se analiz6 la HV1 (Figura 52 del apartado 1.2.6.).
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Para ello, se amplificé un fragmento de 636 pb mediante PCR convencional
con un programa de 30 ciclos de amplificacibn y una temperatura de
“annealing” de 60°C (Tabla 13 y Figura 56).

Tabla 13. “Primers” de amplificacion de la HV1 del ADN mitocondrial.

Secuencia
“Primer” directo 5-ACTTCACAACAATCCTAATCCT-3
“Primer” reverso 5'-CGGAGCGAGGAGAGTAGCAC-3

Figura 56. Esquema del programa de amplificacion para el andlisis del ADN

mitocondrial.

Una vez amplificado el fragmento y comprobada la PCR en un gel de agarosa
al 2%, se secuenciaron los fragmentos amplificados mediante la técnica de
Sanger, utilizando el sistema “ABI-PRISM Dye terminator” (Applied
Biosystems®).

Los cambios en la secuencia se numeraron de acuerdo a la Secuencia de
Referencia de Cambridge (CRS) (Anderson et al. 1981). La determinacion de
los haplogrupos se obtuvo mediante la plataforma online “MitoTool”
(http://www.mitotool.org/) (MitoTool 2015).

3.2.2.4. Genotipado de laregion HLA

Se determiné el genotipo de HLA-DRB1 y HLA-DQB1 mediante el kit
“Lifecodes HLA-SSO” (GeneProbes®) especifico para cada uno de los dos

genes.
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El andlisis se realiz6 con el sistema Luminex®. La técnica consiste en una
amplificacion mdaltiple de muchos fragmentos del gen a analizar (Figura 57).
Seguidamente, se hibrida el ADN amplificado con unas sondas especificas
unidas a microesferas (beads) (Figura 58). Cada microesfera presenta un
color especifico y diferente que sera determinado por el laser rojo del sistema
Luminex®. Solo hibridan aquellas sondas que encuentran su secuencia
complementaria entre los fragmentos previamente amplificados. El aparato
dispone también de un laser verde que sera responsable de medir la union de

las sondas con el ADN del paciente.

T 7
X1 x12 ' x28 ! x1

I
72°C ' 72°C

Figura 57. Esquema del programa de amplificacion para el genotipado de la

region HLA.

x1
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% 56°C  56°C
a7°C

10

Figura 58. Esquema del programa de hibridacién para el genotipado de la

region HLA.

Una vez realizada la lectura de fluorescencia de cada sonda, se analiza el
resultado con el programa Quicktype® para la obtencién del grupo HLA al

gue pertenece cada paciente.
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3.2.2.5. Genotipado de los principales locus de susceptibilidad no HLA

descritos previamente en los GWAS

Se realiz6 el andlisis genético de los 12 principales locus de susceptibilidad
no HLA descritos en los primeros GWAS (Oksenberg & Baranzini 2010)
(apartado 1.2.4.2 y Tabla 14).

Tabla 14. Locus de susceptibilidad no HLA con asociacion a EM en los
primeros GWAS (adaptada de Oksenberg & Baranzini 2010).

Cr #dbSNP A-R Gen

1 rs2300747 A CD58

1 rs10735781 G EVI5

1 rs2760524 G RGS1
5 rs6897932 C IL7TR
10 rs2104286 T IL2RA
11 rs17824933 G CD6
12 rs1800693 C TNFRSF1A
16 rs12708716 A CLEC16a
16 rs17445836 G IRF8
18 rs763361 T CD226
19 rs34536443 G TYK2

20 rs6074022 G CD40

Cr: cromosoma, #dbSNP: nimero segin la
dbSNP, A-R: alelo de riesgo

Dichos locus fueron estudiados en los sujetos de la familia mediante
amplificacion por PCR convencional con “Primers” disefiados por nosotros

mismos (Tabla 15) con la plataforma informatica http://primer3.ut.ee/ vy

seguidamente secuenciados por Sanger con el sistema “ABi Prism™ 310
Genetic Analyzer” (Applied Biosystems®).
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Tabla 15. SNPs no HLA con asociacion a EM en los primeros GWAS vy los
“Primers” disefiados para su estudio.

#dbSNP “Primer” directo 5’ a 3’ “Primer” reverso 5’ a 3’ T°A (°C) CA
rs2300747 TGCTCTGTTGTATCCCTAGCC TTGCCATTGTAAATTCTATGTCC 58 35
rs10735781 TTTGGTTTCTGTTGGTGTGG TCACCATTAGACCAGCCTTACA 60 30
rs2760524 GAATGCAATCTGCACTGTTGA CAACAAAGTTGCTGGGACCT 58 35
rs6897932 TGCATGGCTACTGAATGCTC GTCCGTGATCCCACACAATC 60 30
rs2104286 AGTTGGTGAGGAGGAGAAAGG CCTCTCTCCCTGGAATGTCA 58 35
rs17824933 CCACCTGGTAGCTGGAAAGA ACTCCTCGCCTTTCTTGTGA 58 35
rs1800693 TAGGGCCTCTGTTCACCAGT CTCCCTCTCCCTCCCAAAG 59 35
rs12708716 GGGACAAACATCCAAACCAT CCAAAGTTCCCTGGAAACAA 58 35
rs17445836 GGTAGACCAGGTGGAAATGG AACTGTCCAAGAGGCAGAGG 60 30
rs763361 TCATTAGTTGTTGAAATGCAGTGA GGTAGACCTTGGGTAGTGGAAA 58 35
rs34536443 CTGGTCTGATCCCCAAGC CCCAGCCTATGCCTTTCTAA 58 35
rs6074022 GGTCCACTTCCACTTCCACT CTCTCTCTCCCCTCTCCCC 60 30

#dbSNP: nimero segun la dbSNP, T°A: temperatura de "annealing", CA: ciclos de amplificacion

Mediante una reaccion con el producto Exosap® se preparo el producto de la
PCR para el siguiente paso de secuenciacién. A continuacion se muestra la

reaccion y el programa utilizados para la secuenciacion:

Componentes Mix Condiciones x1

BigDye 0,5ul X1 X25
Buffer BigDye 1l 96°C ;96=(’:’ ‘
“Primer” (5pM !

directo o rt(evtlers)o 0.25u ‘
Agua 2,25l

Producto Exosap® 1pl
Total 5ul

Finalizada la reaccién, se purific6 la muestra y el producto final se
resuspendio con formamida. Los resultados fueron analizados con el software

“SeqScape” (Applied Biosystems®).
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3.2.2.6. Andlisis de exémica

3.2.2.6.1. Analisis inicial en un grupo seleccionado de sujetos

Se realizo el andlisis de exdmica en un total de 5 individuos pertenecientes al
nacleo familiar principal de nuestro estudio (apartado 4.1. y Figura 60),
usando la “segunda estrategia” de seleccion de los sujetos a secuenciar
mediante esta técnica (apartado 1.2.5.1. y Figura 47, b).

De éstos, se incluyeron 4 sujetos afectados de EM (VI-9, VI-20, VII-3 y VII-20)
gue fueron seleccionados de manera que dos pertenecian a la misma
generacion (VI-9 y VI-20) y los otros dos pertenecian a las generaciones
descendientes (VII-3 y VII-20). Asimismo, se introdujo en el analisis un
individuo sano de la familia (VI-10) perteneciente a la generacién mas antigua
de la cual disponiamos de muestras, de modo que, por su edad, fuese poco
probable que desarrollara la enfermedad. Este individuo control se seleccion6
de sexo masculino para minimizar al méximo la probabilidad de enfermedad

autoinmune (mas frecuentes en mujeres).

El estudio de exdmica se realizdé de forma externa por Sistemas Gendémicos
S.L. (Valencia). La plataforma utilizada fue SOLID™ (5500XL) con el sistema
de enriquecimiento “SureSelect Target” para 71Mb (Agilent®).

El ADN se digirié en fragmentos o “reads” de aproximadamente 250 pb, se
enriquecieron las secuencias de interés y finalmente se obtuvieron una gran
cantidad de fragmentos asimétricos de 75nt y 35nt listos para su lectura,
logrdndose mapear mas del 85% de los mismos (Tabla 16). Como medida
estandar, el porcentaje de fragmentos mapeados debia ser mayor al 50%.
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Tabla 16. Datos relativos al analisis exémico de los sujetos seleccionados.

# total de Tamafio % de
Sujetos fragmentos promedio delos fragmentos
obtenidos fragmentos (pb) mapeados

VI-9 205.377.579 256 87
VI-10* 201.241.015 257 86
VI-20 186.144.570 255 87
VII-3 207.764.268 259 86
VII-20 189.611.581 257 87

*Sujeto miembro de la familia considerado como control

La informacién proveniente de los fragmentos fue alineada al genoma
humano de referencia (version GRCh37/hgl9) usando el software
bioinformético “Bioscope” (http://solidsoftwaretools.com) (Bioscope 2015) con

el objetivo de aislar las secuencias correspondientes al exoma.
Posteriormente a la alineacion, se realiz6 un filtrado de aquellas secuencias
que pudieran introducir resultados erroneos en los analisis posteriores,
elimindndose las que mostraban una baja calidad y aquellas que se
encontraban duplicadas. Para ello se utilizaron las herramientas “Picard”
(Picard Tools 2015) y “SAMtools” (Li et al. 2009) que son un conjunto de
instrumentos diseflados para trabajar con datos provenientes de

secuenciaciones de nueva generacion.

Una vez que las secuencias exdmicas fueron aisladas y filtradas se procedio
a compararlas entre los 4 sujetos afectados (VI-9, VI-20, VII-3, VII-20) y el
sujeto control (VI-10) usando una combinacién de 3 algoritmos diferentes:
“VarScan” (Koboldt et al. 2009), “GATK” (McKenna et al. 2010) y “Bioscope”
(Bioscope 2015). Como norma general, el sujeto control debia ser
homocigoto para el alelo de referencia observado durante el proceso de
alineacion con el genoma humano GRCh37/hg19.

Aquellas variantes que eran comunes entre los 4 sujetos afectados pero que
no estaban presentes en el sujeto control fueron consideradas para el estudio
(“variant calling”). La nomenclatura que se establecié para cada variante fue
la asignada por la base de datos “Ensembl” (Flicek et al. 2012; Ensembl
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2015) que contiene informacion sobre las principales variantes humanas
recogidas a nivel mundial (dbSNP, HapMap Project, 1000 Genomes Project,
COSMIC, entre otras).

Esta nomenclatura y la ubicacién de la variante en el genoma puede

consultarse en la Figura 59.

Figura 59. Nomenclatura y ubicacion de las variantes observadas en el

analisis exdmico segun la base de datos “Ensembl”.

Posteriormente, aquellas variantes que podian ser potencialmente
patogénicas fueron distribuidas de acuerdo a los dos principales modelos de

herencia que se detallan posteriormente.

3.2.2.6.2. Validacion de las variantes potencialmente patogénicas segun

el anélisis de exdmica

Las variantes potencialmente patogénicas, ya sea por su efecto sobre el
trAnscrito o por su accién sobre la estructura o funcién de la proteina, fueron

estudiadas en los individuos del nucleo familiar principal.

La validacién se realizé por PCR convencional seguida de secuenciacién por
Sanger siguiendo los pasos descritos anteriormente en el apartado 3.2.2.5.
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El genotipo de cada individuo para una variante concreta se determind segun
el numero de veces que se habia leido dicha variante respecto al nimero de

veces gue se habia leido aquella posicion.

En funcion de este valor, se clasifico el genotipado en:

- O Homocigoto para el alelo de referencia
(“Homozygous for the reference allele”)

- >0y =0,12: Probablemente homocigoto para el alelo de
referencia (“Probable homozygous for the

reference allele”).

- >0,12y <0,35: Parece ser heterocigoto (“Uncertain

heterozygous”).

- 20,35y <0,65: Probablemente heterocigoto (“Probable
heterozygous”).

- 20,65y <0,85: Parece ser homocigoto para el alelo variante
(“Uncertain homozygous for the variant allele”).

- 20,85y =1: Probablemente homocigoto para el alelo variante
(“Probable homozygous for the variant allele”).
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3.2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Anadlisis descriptivo univariante:

Las variables categéricas se expresan mediante sus frecuencias (absoluta y
relativa). Las variables numéricas se resumen mediante los estadisticos
descriptivos: media y desviacion estandar o mediana y rango intercuartilico
(si la distribucién de los datos presentan una asimétrica muy marcada o

valores anormalmente alejados).

Andlisis descriptivo bivariante:

La relacion entre dos variables categéricas se analizé6 mediante la prueba x>
de Pearson 0 el test exacto de Fisher con comparaciones mdultiples a
posteriori por el método de Bonferroni, si se observaba una asociacién global
entre las variables y alguna de ellas contenia tres 0 mas categorias. La
representacion grafica entre dos variables categoéricas se realiz6 mediante el

gréfico de mosaico.

Se consider6é un nivel de significacion estadistica del 5%. Los programas
estadisticos utilizados fueron: IBM SPSS v21 (“IBM Corp. Released 2012") y
el programa R (“R Development Core Team 2015”).
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4.1. ESTRUCTURA Y DISTRIBUCION DE LA FAMILIA

Se identificaron un total de 135 miembros pertenecientes a la familia objeto
del estudio distribuidos a lo largo de 8 generaciones — 30 miembros fueron

estudiados y analizados (Figura 60).

El caso indice (sujeto VI-9) fue identificado por el Dr. David Genis en una
primera visita rutinaria realizada en mayo del 2009 en la UNIEM dentro del
Servicio de Neurologia del Hospital Universitari Dr. Josep Trueta de Girona.
Desde entonces, y durante un periodo de 5 afios, se han ido identificando e
incluyendo el resto de miembros participantes en este estudio. El ultimo
sujeto (VI-13), fue incluido en noviembre de 2014.

Los individuos de este estudio pertenecen a una extensa familia de etnia
gitana cuyos ascendientes (segun la informacién proporcionada por sus
propios miembros), después de numerosas migraciones, llegaron a Espafia

procedentes de Portugal.

Analizando el arbol genealégico detenidamente, observamos que la familia
reune un total de 6 parejas consanguineas: entre los sujetos V-2 y V-3, VI-2 'y
VI-3, VI-9 y VI-10, VI-19 y VI-20, VI-27 y VI-28, y entre VII-9 y VII-10 (Figura
60). Asimismo, existen 4 ndcleos familiares bien diferenciados pero
relacionados directa o indirectamente entre si: los descendientes de los
sujetos I-1 y I-2, los 1lI-1 y IlI-2, los 1I-3 y llI-4 y los IlI-5 y 1lI-6. Ademas,
observamos que la mayor parte de individuos afectados (6 sujetos en total)
son descendientes de los sujetos IlI-3 y 1lI-4, por lo que, este grupo de
descendientes (21 sujetos en total), lo hemos considerado como el nacleo
familiar principal de nuestro estudio.
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Figura 60. Arbol genealdgico de la familia en estudio.
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4.2. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES CLINICAS Y
RADIOLOGICAS DE LA FAMILIA

De los 30 sujetos incluidos, 16 (53,3%) eran mujeres y 14 (46,7%) eran
hombres, con una edad media para ambos sexos de 40 +13,92 afios en el
momento del andlisis (octubre de 2015). Diez de estos sujetos (33,3%) se
clasificaron como “afectados EM” por presentar alguna forma ya sea clinica
(SCA o0 EM) o presintomatica de la EM (SRA), mientras que 20 sujetos
(66,7%) no presentaban signos, sintomas ni hallazgos en la RM compatibles

con la enfermedad.

La media de la EDSS inicial fue de 0,5 £0,91, mientras que la media de la
EDSS en el momento del analisis (octubre de 2015) fue de 1 +2,10. La
totalidad de los sujetos no afectados (100%) y la mayoria de los afectados
(60%) mantuvieron un curso clinico estable a lo largo del tiempo.

La familia presentaba, entre los antecedentes patoldgicos, una alta
prevalencia de varios tipos de neoplasias que afectaban a un total de 8
individuos pertenecientes todos a un mismo nucleo familiar, de los cuales 6
pudieron ser incluidos en el estudio (4 de ellos no afectados por la
enfermedad neurolégica y 2 afectados). La tipologia y distribucién de los
diferentes tipos de neoplasias se puede consultar en el arbol genealdgico
(Figura 60) y en la descripcion especifica de cada individuo que se detallara
posteriormente. Asimismo, 5 sujetos (2 de ellos no afectados por la
enfermedad y 3 afectados) presentaban algun tipo de enfermedad
autoinmune diferente a la EM entre las que se encontraban psoriasis, uveitis,
espondilitis anquilopoyética, vitiligo y miastenia gravis. También se
observaron antecedentes de enfermedad hereditaria (neuropatia sensitivo-
motora y lipomatosis familiar hereditarias) y narcolepsia (Tabla 17).
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Tabla 17. Variables clinicas de los sujetos no afectados y afectados de

nuestro estudio (n=30).
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Variables clinicas

No afectados

Afectados EM

(n=20) (n=10)

Edad 41 +14,18 37 £13,68
Edad diagnéstico - 35 +13,35*
Sexo

Hombre 10 (50%) 4 (40%)

Mujer 10 (50%) 6 (60%)
Forma clinica

No afectado 20 (100%) 0 (0%)

SRA 0 (0%) 3 (30%)

SCA 0 (0%) 1 (10%)

EMRR 0 (0%) 4 (40%)

EMSP 0 (0%) 2 (20%)
Topografia inicial

Nervio éptico - 1 (14,3%)

Tronco encefélico - 3 (42,9%)

Hemisférico - 2 (28,6%)

Poliregional - 1 (14,3%)
Brotes - 4 (1,63)*
EDSS inicial 0,2 +0,50 1,1+1,26
EDSS evolucién 0,2 +0,50 2,6 £3,07
Curso clinico

Estable 20 (100,0%) 6 (60%)

Progresivo - 2 (20%)

Agresivo - 2 (20%)
AP enf. hereditaria

No 19 (95%) 9 (90%)

Si 1 (5%) 1 (10%)
AP neoplasia

No 16 (80%) 8 (80%)

Si 4 (20%) 2 (20%)
AP narcolepsia

No 19 (95%) 9 (90%)

Si 1 (5%) 1 (10%)
AP enf. autoinmune

No 18 (90%) 7 (70%)

Si 2 (10%) 3 (30%)
TIM

No 20 (100%) 7 (70%)

Si 0 (0%) 3 (30%)

Las variables numéricas se expresan como media + desviacion estandar y las
variables categoéricas como n (%). EM: esclerosis multiple, SRA: sindrome
radiol6gicamente aislado, SCA: sindrome clinicamente aislado, EMRR: EM
remitente recurrente, EMSP: EM secundaria progresiva AP: antecedentes
patoldgicos, TIM: tratamiento inmunomodulador
*Célculo realizado sobre un total de 7 sujetos
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Se pudo realizar RM craneal y medular a 26 sujetos (17 no afectados y 9
afectados), ya que 4 de ellos no dieron el consentimiento para su realizacion.
Todos los afectados en los que se pudo realizar una RM mostraban lesiones
desmielinizantes tipicas (LDT) (descripcion mas detallada posteriormente).
Entre los sujetos no afectados, 9 (52,9%) tenian una RM normal, 5 (29,4%)
presentaban lesiones vasculares subcorticales (LVS) y 3 (17,6%)
presentaban lesiones inespecificas de sustancia blanca (LISB) (Tabla 18).

Tabla 18. Variables radioldgicas de los sujetos no afectados y afectados de

nuestro estudio (n=26).

Variables radiol6gicas No afectados Afectados EM
(n=20) (n=10)

RM realizada

No 3 (15%) 1 (10%)

Si 17 (85%) 9 (90%)
RM patrén de afectacion

RM normal 9 (52,9%) 0 (0%)

LDT 0 (0%) 9 (100%)

LVS 3 (17,6%) 0 (0%)

LISB 5 (29,4%) 0 (0%)
Lesiones en T2

<=9 - 3(33,3%)

10-20 - 2 (22,2%)

>20 - 4 (44,4%)
Lesiones supratentoriales 14,67 +8,69*
Lesiones infratentoriales 2,33 £3,81*
Lesiones medulares

No - 6 (66,7%)

Si - 3 (33,3%)
Lesionesen T1

No - 4 (44,4%)

Si - 5 (55,6%)
Lesiones Gd+ - 1,56 +2,13*
Criterios de Barkhof

1-2 criterios - 2 (22,2%)

3-4 criterios - 7 (77,8%)

Las variables numéricas se indican como media + desviacion estandar y las variables
categdricas como n (%). EM: esclerosis multiple, LDT: lesiones desmielinizantes tipicas, LVS:
lesiones vasculares subcorticales, LISB: lesiones inespecificas de sustancia blanca.

*Célculo realizado sobre un total de 9 sujetos
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4.2.1. Descripcion del grupo de sujetos afectados

En el grupo de sujetos afectados, 7 individuos presentaron alguna forma
clinica de EM (SCA, EMRR o EMSP) y otros 3 presentaron un SRA.

4.2.1.1. Descripcién clinico-radiolégica del grupo de sujetos afectados
de EM

De los 7 sujetos afectados de EM, 6 pertenecen al nucleo familiar principal de
nuestro estudio. Cinco de ellos eran mujeres (71,4%), y 2 eran hombres
(28,6%). La edad media de inicio de los sintomas fue de 33 +12,29 afios,
mientras que la edad media de diagnoéstico fue de 35 +£13,35 afios, siendo la
EMRR el diagnostico mas prevalente (57,1%). Ninguno de los sujetos se
diagnostic6 de EMPP.

La mayoria de estos pacientes debutd con un brote de tronco encefalico
(42,9%), siendo la media de brotes durante la evolucion de la enfermedad de
4 + 1,63. La media de la EDSS inicial fue de 1,57 £1,24 y de 3,71 £3,05 para
la EDSS en el momento del andlisis (octubre de 2015). Referente al curso
clinico de la enfermedad, 3 sujetos (VI-5, VI-9 y VII-3) se mantuvieron
estables, 2 (VII-2 y VII-20) presentaron un curso clinico agresivo y los otros 2
(VI-20 y VI-24) un curso clinico progresivo de la enfermedad. Solo 3 sujetos
(42,9%) recibian TIM en el momento de la inclusion, de los cuales 2 habian
presentado un curso agresivo de la EM. Referente a los antecedentes
patolégicos, 2 mujeres (una con SCA [VI-5] y la otra con EMRR [VI-9])
estaban diagnosticadas de cancer de mama y una tercera (VI-20) de
psoriasis (Tabla 17 y 19).

Referente a los datos radiolégicos, solo un sujeto (VI-24) no accediéo a
realizarse la RM como parte del estudio. En la mayoria de sujetos, el niumero
de LDT fue 210 y en el 44,4% fue >20 lesiones. Ademas, 5 sujetos (55,6%)
presentaban lesiones hipointensas en la secuencia T1. La mayoria de las
LDT se distribuian a nivel supratentorial y sujetos (57,1%) presentaban
ademas lesiones infratentoriales. Solo 3 sujetos (33,3%) presentaban

lesiones a nivel medular, siendo éstos los Unicos que presentaban lesiones
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captantes de Gadolinio. La mayoria de sujetos (77,8%) cumplian 3 6 4 de los
criterios de Barkhof para diseminacion en espacio (Tabla 18 y 19).

A continuacion se realiza una breve descripcion clinica de los 7 sujetos
afectados con alguna forma de EM (Tabla 19). Se realiza también una breve
descripcion del sujeto VI-16 que, aunque no se incluye dentro del analisis de

los datos, se consider6 por historia clinica como afectado.

Sujeto V-16

Esta paciente era tia materna del caso indice (sujeto VI-9). La evidencia de
gue pudo haber padecido EM es histdrica y proviene de los datos
proporcionados por su hijo (sujeto VI-25) quien participé en el estudio como
no afectado. El referia que su madre presentd un cuadro progresivo de
alteracion de la marcha que la condujo a permanecer durante muchos afios
en una silla de ruedas y posteriormente a permanecer casi la mayor parte del
dia en la cama hasta su muerte a la edad de 63 afios. No se realizé autopsia,
por lo que un diagnostico neurolégico nunca fue efectuado. Aunque esta
paciente se considero6 en el recuento final como sujeto afectado de EM, no se

incluyo en el analisis estadistico.

Sujeto VI-5

Mujer de 62 afios de edad que como Unico antecedente patoldgico de interés
presentaba un carcinoma intraductal de mama izquierda diagnosticado en el
afo 2009, por el que requirié cirugia y radioterapia. Es hermana del caso
indice (sujeto VI-9).

A la edad de 56 afios, y como parte de la evaluacién realizada a su hermana,
acepta participar en el estudio. La exploracién neurolégica fue normal con
una EDSS de 0. Sin embargo, la RM craneal mostr6 abundantes lesiones
desmielinizantes compatibles con EM que cumplian los criterios de Okuda
(Tabla 4) para el diagnéstico de SRA. Se mantuvo clinica y radiolégicamente
estable durante 3 afios hasta que, a la edad de 59 afios, present6 un primer
brote de la enfermedad (SCA) con afectacidbn del tronco encefélico.
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Posteriormente se ha mantenido estable sin nueva actividad clinica ni

radiologica, y sin TIM.

Uno de sus hijos (sujeto VII-3) esta afectado por la enfermedad.

Sujeto VI-9

Corresponde al caso indice. Mujer que fue identificada como parte de una
primera visita rutinaria a mediados del afio 2009 en la UNIEM, cuando tenia
54 afnos de edad y con el objetivo de realizar controles en nuestro centro de
su EMRR previamente diagnosticada en otra comunidad autonoma. Como
antecedentes patologicos de interés, se le diagnosticd un carcinoma ductal
infiltrante grado Il de mama derecha en el afio 2007 que requirid cirugia,
quimioterapia y radioterapia. Ademas presentaba sintomatologia compatible
con narcolepsia, aunque ella nunca ha accedido a realizarse el estudio

diagnéstico.

A los 27 afios de edad, presenté clinica compatible con un brote hemisférico
de predominio sensitivo. Posteriormente presentd un total de 6 brotes (2
brotes por afio durante los 3 primeros afos) siendo diagnosticada de EMRR a
la edad de 30 afios. La exploracion neurolégica en el momento de la inclusion
en el estudio reveld una EDSS de 1,0. La RM craneal mostraba lesiones
desmielinizantes compatibles con EM. Se ha mantenido estable sin
empeoramientos ni nuevos brotes de la enfermedad durante mas de 25 afios

por lo que no ha sido tratada con TIM.

La paciente estda casada con un primo hermano (sujeto VI-10) sin que
ninguno de sus descendientes directos presenten la enfermedad hasta la
actualidad.

Sujeto VI-20

Mujer de 55 afios de edad, que como Unico antecedente patolégico de
interés, presenta una psoriasis actualmente sin tratamiento de base. Es prima

hermana del caso indice (sujeto VI-9).
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A los 44 afos de edad presenté clinica compatible con un brote hemisférico,
siendo diagnosticada de EMRR al afio siguiente. Posteriormente presentd un
total 5 brotes, siempre con empeoramientos progresivos y secuelas
residuales. La exploracion neurolégica inicial reveld una EDSS de 4,0. Una
RM craneal mostré abundantes lesiones desmielinizantes compatibles con
EM. Después del diagnéstico, se inici6 TIM que mantuvo hasta el afio 2010
cuando se retir6 por falta de eficacia. Después de un curso clinico remitente-
recidivante, ha presentado un empeoramiento lento y progresivo
considerandose una forma progresiva de la enfermedad (EMSP) desde el
afio 2008. Actualmente presenta secuelas motoras graves de la enfermedad
con una EDSS de 8,5.

La paciente esta casada con un primo hermano (sujeto VI-19). Una de sus
hijas (sujeto VII-20) esta afectada por la enfermedad.

Sujeto VI-24

Hombre de 63 afios de edad, residente en Portugal y sin antecedentes
patolégicos de interés. Es primo hermano del caso indice (sujeto VI-9) y
hermano del sujeto VI-20.

A los 33 afios de edad, presentd clinica compatible con un brote de tronco
encefélico, siendo diagnosticado de EMRR al cabo de 7 afios. Posteriormente
presentd un total de 3 brotes, siempre con empeoramientos progresivos y
secuelas residuales. No hemos tenido acceso a la RM craneal, ya que el
paciente se la hizo en Portugal, y aprovechando un viaje a Espafia por
motivos familiares fue visitado en la UNIEM donde se realiz6 la historia clinica
y la extraccion de sangre sin darnos su consentimiento para realizar un nuevo
estudio radioldgico. La exploracion neurolégica en aquel momento reveld una
EDSS de 4,0 y, por historia clinica retrospectiva, calculamos una EDSS de
1,5 al inicio de la enfermedad. El paciente no ha recibido TIM hasta el
momento actual. Después del diagndstico, inici6 un curso lentamente
progresivo de la enfermedad sin presentar nuevos brotes por lo que fue

considerado como una EMSP en el momento de la inclusién.
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El paciente acudi6é a la visita con su esposa (sujeto VI-23) y su hija (sujeto
VII-21) las cuales no presentaban signos ni sintomas compatibles con EM.
Ellas consintieron también la realizacién del estudio genético pero no la del

estudio radiolégico mediante RM.

Sujeto VII-2

Mujer de 35 afios de edad, sin antecedentes patolégicos de interés, hija del
matrimonio consanguineo entre los sujetos VI-2 y VI-3. Es la Unica afectada
miembro de la familia que no pertenece directamente al nacleo relacionado
con el caso indice (sujeto VI-9). Sin embargo, un hermano de su abuela
paterna si que se relacion6 con dicho nucleo familiar al casarse con el sujeto
V-12. A los 25 afios de edad, presentd clinica compatible primero con un
brote poliregional y posteriormente medular, siendo diagnosticada de EMRR.
Posteriormente presentd un total de 4 brotes. La exploracién neurolégica
inicial revel6 una EDSS de 2,0. La RM craneal mostré abundantes lesiones
desmielinizantes compatibles con EM. La paciente inicié TIM con Avonex®
pero debido a la aparicion de nuevos brotes clinicos y nueva actividad
radiolégica se cambid el tratamiento a Tysabri®. Dada esta evolucion, el
curso clinico se consider6 como agresivo, con una EDSS actual de 5,0.
Desde el cambio de TIM, la paciente se ha mantenido clinica y

radiologicamente estable.

Sujeto VII-3

Hombre de 39 afios de edad, sin antecedentes patoldgicos de interés. Es
sobrino materno del caso indice (sujeto VI-9) e hijo de una de sus hermanas
(sujeto VI-5) que esta afectada de EM. A los 24 afios de edad, presentd
clinica compatible con un brote de tronco encefalico, siendo diagnosticado de
EMRR al afo siguiente. Posteriormente ha presentado un total 4 brotes. La
exploracion neurologica inicial revel6 una EDSS de 1,0. La RM craneal
mostré abundantes lesiones desmielinizantes compatibles con EM. Después
del diagndstico, se inicié TIM con Copaxone®, manteniéndose estable clinica

y radiolégicamente hasta la actualidad.
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Sujeto VII-20

Mujer de 36 afios de edad, sin antecedentes patolégicos de interés, hija del
matrimonio consanguineo entre los sujetos VI-19 y VI-20. Es sobrina de

segundo grado del caso indice (sujeto VI-9).

A los 22 afios de edad, presentd clinica compatible con un brote de nervio
Optico, siendo diagnosticada de EMRR al afio siguiente. Posteriormente ha
presentado un total de 5 brotes. La exploracion neuroldgica inicial revel6 una
EDSS de 1,5. La RM craneal mostré6 abundantes lesiones desmielinizantes
compatibles con EM. La paciente inicié TIM con Rebif® que posteriormente
se optimiz6 a Gilenya® debido a la aparicibn de nuevos brotes y nueva
actividad radiolégica. Dada esta evolucion, el curso clinico se consideré como
agresivo, con una EDSS actual de 6,0 debido a las importantes secuelas
residuales. Desde el cambio de TIM, la paciente se ha mantenido clinica y

radiolégicamente estable.
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Tabla 19. Caracteristicas clinico-radiolégicas del grupo de 7 sujetos

afectados por alguna de las formas clinicas de EM.

Variables VI-5 VI-9 VI-20 VI-24 VII-2 VII-3 VII-20
Edad 56 27 44 33 25 24 22
Edad diagnéstico 59 30 45 40 25 25 23
Sexo Mujer Mujer Mujer Hombre Mujer Hombre Mujer
Forma clinica SCA EMRR EMSP EMSP EMRR EMRR EMRR
Topografia inicial TE H H TE PR TE TE
Brotes 1 6 5 3 4 4 5
EDSS inicial 0 1,0 4,0 15 2,0 1,0 15
EDSS evolucién 0 1,0 8,5 4,0 50 15 6,0
Curso clinico Estable Estable Progresivo Progresivo Agresivo Estable Agresivo
Ant. patolégicos Neo Neo+Narc Psoriasis - - - -
TIM No No No No Si Si Si
RM
Lesiones en T2 >20 <=9 10-20 - >20 >20 >20
Supratentoriales >20 3 10-20 - >20 >20 >20
Infratentoriales 0 0 2 - 10-20 3 2
Medulares No No No - Si Si Si
Lesiones en T1 Si No Si - Si Si Si
Lesiones Gd+ 0 0 0 - 4 4 5
Criterios Barkhof 34 1-2 3-4 - 3-4 34 3-4

SCA: sindrome clinicamente aislado, EMRR: esclerosis multiple remitente recurrente, EMSP: esclerosis mdltiple

secundaria progresiva

Topografia inicial: TE: tronco encefalico; H: hemisférico; PR: poliregional

Neo: antecedentes de cancer de mama; Narc: antecedentes de narcolepsia

4.2.1.2. Descripcién clinico-radiolégica del grupo de sujetos afectados
de SRA o EM presintomética

Los 3 sujetos afectados de SRA no habian presentado signos ni sintomas
compatibles con la enfermedad pero la RM mostraba lesiones
desmielinizantes que cumplian los criterios de Okuda (Tabla 4) para el
diagnéstico de SRA. Se debe destacar que ninguno de estos 3 sujetos
pertenecen al nucleo familiar principal de nuestro estudio. Dos de ellos eran
hombres (66,7%) y el tercero era mujer (33,3%). La edad media de
identificacion fue de 48 +12,16 afios.

Todos los sujetos tenian una EDSS inicial y de evolucion de 0 y se

mantuvieron clinicamente estables. Referente a los antecedentes
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patolégicos, un hombre (sujeto VI-3) estaba diagnosticado de psoriasis, una
mujer (sujeto VI-13) estaba diagnosticada de uveitis de repeticion y de
espondilitis anquilopoyética, y otro hombre (sujeto VII-1) estaba

diagnosticado de una neuropatia hereditaria sensitivo-motora.

En cuanto a los datos radiolégicos, solo un sujeto (sujeto VI-13) presentaba
un numero de LDT mayor de 10. Asimismo, solo un sujeto (sujeto VII-1)
presentaba lesiones infratentoriales ademas de una lesiébn captante de
Gadolinio. Ningln sujeto presentd lesiones medulares ni lesiones

hipointensas en T1.

A continuacion se realiza una breve descripcion clinica de los 3 sujetos

afectados de SRA o EM presintomatica (Tabla 20).

Sujeto VI-3

Hombre de 61 afios de edad, que como Unico antecedente patolégico de
interés presentaba una psoriasis sin tratamiento de base. No pertenece
directamente al nucleo relacionado con el caso indice (sujeto VI-9). Sin
embargo, un hermano de su madre, si que se relacion6é con dicho ndcleo

familiar al casarse con el sujeto V-12.

A los 56 afios de edad, acepta participar en el estudio. La exploracién
neurolégica fue normal con una EDSS de 0. Sin embargo, la RM craneal
mostré lesiones desmielinizantes compatibles con EM que cumplian los
criterios de Okuda (Tabla 4) para el diagnostico de SRA. Se ha mantenido
estable tanto clinica como radiol6égicamente, motivo por el que no se ha

considerado tributario de TIM.

Este sujeto estad casado con una prima hermana (sujeto VI-2). Tiene una hija
(sujeto VII-2) afectada por la enfermedad y un hijo (sujeto VII-1) que presenta
un SRA.
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Sujeto VI-13

Mujer de 55 afios de edad, que como antecedentes patoldgicos de interés
presentaba una uveitis autoinmune en tratamiento con anticuerpo monoclonal
(adalimumab) y de wuna espondilitis anquilopoyética. No pertenece
directamente al nucleo relacionado con el caso indice (sujeto VI-9) pero una
hermana (sujeto VI-15) y un primo de segundo grado (sujeto VI-4) se
relacionaron con dicho nucleo familiar al casarse con los sujetos VI-16 y VI-5,

respectivamente.

A los 54 afios de edad, acepta participar en el estudio. La exploracién
neurolégica fue normal con una EDSS de 0. Sin embargo, la RM craneal
mostré abundantes lesiones desmielinizantes compatibles con EM que
cumplian los criterios de Okuda (Tabla 4) para el diagndéstico de SRA. Se ha
mantenido estable tanto clinica como radiolégicamente motivo por el que no

se ha considerado tributaria de TIM.

Sujeto VII-1

Hombre de 39 afios de edad, que como Unico antecedente patolégico de
interés presenta una neuropatia hereditaria autosomica recesiva con
afectacion sensitivo-motora (Charcot-Marie-Tooth tipo 4G, tipo Russe; OMIM:
605285. Ver Tabla 12) diagnosticada a los 13 afios de edad. No pertenece
directamente al nudcleo relacionado con el caso indice (sujeto VI-9). Sin
embargo, un hermano de su abuela paterna si que se relacion6 con dicho

nacleo familiar al casarse con el sujeto V-12.

A los 34 afios de edad, acepta participar en el estudio. Las alteraciones
neurolégicas que presentaba en la exploracion neuroldgica eran debidas a su
neuropatia (EDSS de 0). Sin embargo, la RM craneal mostré lesiones
desmielinizantes compatibles con EM que cumplian los criterios de Okuda
(Tabla 4) para el diagnostico de SRA. Se ha mantenido estable tanto clinica
como radiolégicamente motivo por el que no se ha considerado tributario de
TIM.
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Tabla 20. Caracteristicas clinico-radiolégicas del grupo de 3 sujetos

afectados de SRA.

Variables VI-13 VII-1
Edad 54 34
Sexo Mujer Hombre
Forma clinica SRA SRA
EDSS inicial 0 0
EDSS evolucién 0 0
Curso clinico Estable Estable
Ant. patoldgicos UveitistEA CMTA4G
RM
Lesiones en T2 9 10-20 <=9
Supratentoriales 9 10 5
Infratentoriales 0 0 2
Medulares No No
Lesiones en T1 No No
Lesiones Gd+ 0 1
Criterios Barkhof 3-4 1-2

SRA: sindrome radiol6gicamente aislado, EA: espondilitis
anquilopoyética, CMT4G: Charcot-Marie-Tooth tipo 4G

4.2.2. Descripcion del grupo de sujetos no afectados

Un total de 20 sujetos no afectados fueron incluidos en el estudio. Aunque
ninguno de ellos presentd sintomatologia compatible con brotes ni lesiones
de caracteristicas desmielinizantes en la RM craneal, ciertos datos referentes
a sus antecedentes patoldgicos y a su exploraciéon fisica, justifican una

mencion especifica.

El esposo y a la vez primo hermano (sujeto VI-10) del caso indice (sujeto VI-
9) fue diagnosticado de una doble neoplasia pulmonar a los 49 y 54 afios de
edad, respectivamente, por las cuales fue intervenido quirdrgicamente
ademas de someterse a quimioterapia y radioterapia. Investigando en los
antecedentes familiares, descubrimos que su padre (sujeto V-13) habia
fallecido como consecuencia de una neoplasia de estbmago. Una de sus
hijas (sujeto VII-9) fue diagnosticada de narcolepsia a los 25 afios de edad

(recordemos que su madre también presentaba sintomas compatibles,
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aunque sin haberse podido confirmar el cuadro clinico). El sujeto VI-17, prima
hermana del caso indice y hermana del sujeto VI-10, fue diagnosticada de un
adenocarcinoma intramucoso de sigma a los 71 afios de edad. Una de sus
hijas (sujeto VII-18) estd diagnosticada de psoriasis. El sujeto VI-19, primo
hermano del caso indice y hermano de los sujetos VI-10 y VI-17, fue
diagnosticado de un carcinoma escamoso de laringe a los 55 afios de edad
por el que fue intervenido quirdrgicamente ademas de someterse a
quimioterapia y radioterapia. El sujeto VII-16, sobrino del caso indice, fue
diagnosticado de un schwannoma de raiz medular dorsal a los 36 afios de
edad por el que fue intervenido quirdrgicamente. Un hermano de este sujeto
(sujeto VII-15) fue diagnosticado de lipomatosis familiar multiple. Investigando
en los antecedentes familiares, descubrimos que la madre de estos dos
sujetos (sujeto VI-15) y su abuela materna (sujeto V-11) también padecian de
lipomatosis familiar maltiple. Su padre (sujeto VI-16) habia fallecido a causa
de un probable tumor mediastinico. Finalmente, el sujeto VII-22, sobrino del
caso indice, fue diagnosticado de miastenia gravis a los 19 afios de edad
ademas de presentar vitiligo desde los 15 afios.

4.3. DESCRIPCION DE LAS VARIABLES GENETICAS DE LA
FAMILIA

Se obtuvieron muestras sanguineas para el analisis de las variables

genéticas de 28 sujetos de los 30 incluidos en el estudio.

Para los hallazgos relacionados con la genética descriptiva (es decir, el ADN
mitocondrial y la regidbn HLA), se excluyeron del analisis estadistico a
aguellos sujetos con SRA (VI-3, VI-13 y VII-1) ya que consideramos que
podrian ser un factor de confusién a la hora de interpretar los resultados.
Ademas no disponiamos de una cohorte de sujetos de etnia gitana y origen
espafiol con caracteristicas clinicas comparables. Por lo tanto, dentro de

estos andlisis se incluyeron un total de 25 sujetos, de los cuales 7 estaban
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afectados por la enfermedad. Para este grupo de 25 sujetos, se realizd

también un analisis comparativo con otras cohortes de individuos.

En el caso del ADN mitocondrial, se compararon los haplogrupos y las
variantes de la HV1 de los sujetos afectados y no afectados de la familia con
la cohorte de individuos de etnia gitana afectados de EM publicada por
Ferndndez y colaboradores (Fernandez et al. 2008) y con la cohorte
“europea”’ de etnia gitana no afectada de EM publicada por Gresham vy
colaboradores (Gresham et al. 2001). Para el caso del analisis de la regién
HLA, se compararon los resultados observados en la familia con los de un
grupo de 108 pacientes afectados con EM de origen espafiol y etnia no
gitana, y un grupo de 100 sujetos controles con otras enfermedades
neuroldgicas (no EM), también de origen espafiol y etnia no gitana. Estos dos
grupos de sujetos procedian de una coleccion de muestras propias de la
UNIEM.

Por otro lado, para los hallazgos relacionados con el acotamiento genético y
busqueda de genes candidatos (es decir, el genotipado de los principales
locus de susceptibilidad no HLA descritos previamente en los GWAS, vy el
analisis de exémica), se excluyeron del andlisis estadistico no solo a los
sujetos con SRA (sujetos VI-3, VI-13 y VII-1) sino también a todos aquellos
gue no perteneciesen al nucleo familiar principal. Por lo tanto, se incluyeron
un total de 21 sujetos, de los cuales 6 estaban afectados por la enfermedad
(Figura 61). Para este analisis, en vez de realizar comparaciones con otras
cohortes de control, se realizaron las comparaciones entre sujetos afectados
y no afectados pertenecientes a la familia del estudio.
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Figura 61. Arbol genealdgico de la familia en estudio, incluyendo solo los miembros pertenecientes al nicleo familiar principal.

202




Estudio EMGypsy

RESULTADOS

4.3.1. Descripcion de los haplogrupos de ADN mitocondrial

Los 4 principales haplogrupos descritos en poblacion gitana (M5, H, J y U3)

fueron identificados dentro de los 25 sujetos analizados (Tabla 21). Todos los

haplogrupos observados fueron concordantes a nivel

confirmaban la distribucién del arbol genealégico.

parenteral

y

Tabla 21. Distribucion de los diferentes haplogrupos observados en los

miembros de la familia.

Haplogrupos Variantes de la HV1 Sujetos El?rr]ri?:: L'g/oaje
M5 129, 223, 291, 298 VI-2 NA 8
129, 223, 291, 298 VII-2 EMRR
311 VI-23 NA
H 311 VII-7 NA 16
311 VII-21 NA
129 VII-22 NA
69, 126, 145, 222, 235, 261, 271 VI-20 EMSP
3 69, 126, 145, 222, 235, 261, 271 VI|-24 EMSP 16
69, 126 VII-15 NA
69, 126, 145, 222, 235, 261, 271  VII-20 EMRR
343 VI-4 NA
343 VI-5 SCA
343 VI-6 NA
343 VI-9 EMRR
343 VI-10 NA
343 VI-17 NA
343 VI-19 NA
u3 343 VI-25 NA 60
343 VII-3 EMRR
343 Vil-4 NA
343 VII-6 NA
343 VII-9 NA
343 VII-11 NA
343 VII-17 NA
343 VII-18 NA

HV1: region hipervariable 1 de la regién control, SCA: sindrome clinicamente aislado,
EMRR: esclerosis miltiple remitente recidivante, EMSP: esclerosis mdltiple secundaria

progresiva, NA: no afectado
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Haplogrupo M5

Justificaba el 8% del linaje mitocondrial en este estudio y correspondia a 1
sujeto afectado de EMRR (VII-2) y a otro no afectado (VI-2).

Haplogrupo H

Justificaba el 16% del linaje mitocondrial en este estudio y correspondia a un
total de 4 sujetos de la familia, ninguno de ellos afectado (VI-23, VII-7, VII-21
y VII-22).

Haplogrupo J

Justificaba el 16% del linaje mitocondrial en este estudio y correspondia a un
total de 4 sujetos de la familia: 2 de ellos afectados por formas progresivas de
la enfermedad (VI-20 y VI-24), 1 por una EMRR de curso agresivo (VII-20) y
solo uno (VII-15) resulté no afectado.

Haplogrupo U3

Justificaba el 60% del linaje mitocondrial en este estudio y correspondia a un
total de 15 sujetos de la familia, la mayoria de ellos no afectados (VI-4, VI-6,
VI-10, VI-17, VI-19, VI-25, VII-4, VII-6, VII-9, VII-11, VII-17 y VII-18). Solo 3
sujetos de la familia portadores de este haplogrupo resultaron afectados, 2
por una EMRR (VI-9 y VII-3) y 1 por un SCA (VI-5).
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Al comparar la distribucién de los 4 haplogrupos y las variantes de la HV1
estudiados entre los sujetos afectados y no afectados de la familia con las
cohortes publicadas por Fernandez y colaboradores (Fernandez et al. 2008) y
Gresham y colaboradores (Gresham et al. 2001), se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el haplogrupo J (p=0,039) mostrando una
mayor presencia entre los sujetos afectados (Tabla 22). En concreto, un
42,9% de los sujetos de la familia presentan el haplogrupo J y corresponden
a sujetos con formas progresivas de la enfermedad y un sujeto con una
EMRR agresiva (Tabla 11 y Figura 62).

Tabla 22. Asociacion de los haplogrupos y las variantes de la HV1

observados entre los miembros de la familia y los controles.

Haplogré‘glc’:gv"la”ames GYEM-Gi  GyCO-Gi GyEM GyCO g:'gi

M5 0,234
129, 223, 291, 298 1 1 2 4

H 0,123
311 0 3 0 0
129 0 1 0 0

J 0,039
69, 126 0 1 1 0
69, 126, 145, 222, 235, 261, 271 3 0 1 1

U3 0,332
343 3 12 2 11
Total 7 18 6 16

HV1: regién hipervariable 1 de la region control

GyEM-Gi: sujetos afectados de EM pertenecientes a la familia en estudio (no se incluyeron los sujetos con SRA)
GyCO-Gi: sujetos no afectados pertenecientes a la familia en estudio (no se incluyeron los sujetos con SRA)
GyEM: pacientes afectados de EM de etnia gitana descritos por Fernandez y colaboradores en 2008

GyCO: sujetos de etnia gitana no afectados de EM descritos por Gresham y colaboradores en 2001

*El valor de p se ha obtenido mediante el test exacto de Fisher
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GyEM-Gi: sujetos afectados de EM pertenecientes a la familia en estudio (no se incluyeron los sujetos con SRA)
GyCO-Gi: sujetos no afectados pertenecientes a la familia en estudio (no se incluyeron los sujetos con SRA)
GyEM: pacientes afectados de EM de etnia gitana descritos por Fernandez y colaboradores en 2008

GyCO: sujetos de etnia gitana no afectados de EM descritos por Gresham y colaboradores en 2001

Figura 62. Representacion grafica de la presencia de haplogrupos (M5, H, J
y U3) observados entre los miembros de la familia y los controles.

4.3.2. Descripcion de los resultados del genotipado de laregién HLA

Siete de los 25 sujetos a los que se analizaron los genes HLA-DRB1 y HLA-
DQBL1 estaban afectados por la enfermedad.

Ademas, tal como se comentd previamente, para el caso del gen HLA-DRB1

se compararon las cohortes con un grupo de 108 pacientes afectados de EM
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de origen espafol y etnia no gitana, y un grupo de 100 sujetos controles con
otras enfermedades neuroldgicas (no EM) también de origen espafiol y etnia
no gitana, ambos procedentes de una coleccién de muestras propias de la
UNIEM. Por lo que en total existian 4 grupos comparativos.

Los resultados mostraron que dentro del gen HLA-DRB1 los alelos
encontrados para la familia en estudio fueron *03, *04, *07, *08, *11, *13 y
*14, siendo el alelo HLA-DRB1*03 el més frecuentemente observado tanto en
los sujetos afectados (35,7%) como en los no afectados (41,7%), sin
observarse diferencias estadisticamente significativas entre estos dos grupos
(Tabla 23). En cuanto a la region HLA-DQB1, los alelos encontrados fueron
*02, *03, *04, *05 y *06, siendo el alelo HLA-DQB1*02 el mas frecuentemente
observado (71,4%), sin observarse tampoco diferencias significativas entre
los dos grupos. Todos los sujetos portadores del alelo HLA-DRB1*03 eran
portadores también del alelo HLA-DQB1*02.

Los resultados para las cohortes comparativas mostraron que dentro del gen
HLA-DRBL1 los alelos encontrados fueron *01, *03, *04, *07, *08, *09, *10,
*11, *12, *13, *14, *15 y *16, siendo el alelo HLA-DRB1*15 el mas
frecuentemente observado en pacientes con EM (22,2%) mientras que HLA-
DRB1*11 fue el méas frecuentemente observado en controles (14,5%) (Tabla
23). Cabe destacar que ningiin miembro de la familia en estudio presento el
alelo de riesgo HLA-DRB1*15.

Observamos que, al analizar la distribucion del alelo protector HLA-DRB1*14,
éste estaba presente en una mayor proporcion de sujetos con EM
pertenecientes a la familia, a diferencia de los pacientes con EM de origen
espafiol y etnia no gitana (28,6% vs 0,9%). Todos los sujetos portadores del
alelo HLA-DRB1*14 eran portadores también del alelo HLA-DQB1*05.

Cuando comparamos la presencia de los diferentes alelos entre los cuatro
grupos de sujetos, observamos diferencias estadisticamente significativas
para HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*03, HLA-DRB1*11, HLA-DRB1*14 y HLA-
DRB1*15 (en negrita en la Tabla 23). Mediante el andlisis de comparaciones

multiples, se observé una diferencia estadisticamente significativa con
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respecto al alelo HLA-DRB1*03 entre los sujetos no afectados pertenecientes

a la familia y los sujetos controles de origen espafol y etnia no gitana

(p=0,0001). También se observé una diferencia estadisticamente significativa

con respecto al alelo HLA-DRB1*14 entre los sujetos afectados de EM

pertenecientes a la familia y los pacientes con EM de origen espafol y etnia
no gitana (p=0,0001).

Tabla 23. Resultados observados para el gen HLA-DRBL1 tanto en la familia

en estudio como en las cohortes comparativas.

Alelos de la _ _ GYEM-Gi GyEM-Gi GyCO-Gi
region HLA- GyE_M-Gl Gy(iO-Gl Pc_tsEM E:O vs Vs Vs
DRB1 (n=14) (n=36) (n=216) (n=200) GyC(::))-Gl Pct(f)EM C(:*C))
HLA-DRB1*01 13 (6,02%) 27 (13,50%) 1,000 1,000 0,018
HLA-DRB1*03 5(35,71%) 15 (41,67%) 36 (16.67%) 25 (12,50%) 0,758 0,140 0,0001
HLA-DRB1*04 3 (21,43%) 6 (16,67%) 31 (14,35%) 26 (13,00%) 0,697 0,442 0,597
HLA-DRB1*07 2 (14,29%) 5(13,89%) 24 (11,11%) 25 (12,50%) 1,000 0,663 0,788
HLA-DRB1*08 4(11,11%) 11 (5,09%) 8 (4,00%) 0,566 1,000 1,000
HLA-DRB1*09 1 (0,46%) 1,000 1,000 1,000
HLA-DRB1*10 1 (0,46%) 1,000 1,000 1,000
HLA-DRB1*11 3 (8,33%) 14 (6,48%) 29 (14,50%) 0,550 1,000 0,432
HLA-DRB1*12 3 (1,39%) 2(1,00%) 1,000 1,000 1,000
HLA-DRB1*13 1(2,78%) 26 (12,04) 24 (12,00%) 1,000 0,378 0,140
HLA-DRB1*14 4 (28,57%) 2 (5,56%) 2(0,93%)  10(5,00%) 0,044 0,0001 1,000
HLA-DRB1*15 48 (22,22%) 21 (10,50%) 1,000 0,046 0,051
HLA-DRB1*16 6 (2,78%) 4(2,00%) 1,000 1,000 1,000

GyEM-Gi: sujetos afectados de EM pertenecientes a la familia en estudio (no se incluyeron los sujetos con SRA)

GyCO-Gi: sujetos no afectados pertenecientes a la familia en estudio (no se incluyeron los sujetos con SRA)
PctsEM: pacientes con EM de origen espafiol y etnia no gitana (coleccién propia UNIEM)
CO: sujetos control de origen espafiol y etnia no gitana afectados por otras enfermedades (no EM) (coleccion propia UNIEM)
Los valores absolutos de (n) se expresaron como frecuencia alélica, es decir la frecuencia absoluta real multiplicada por 2

(correspondiente a un alelo de origen paterno y el otro de origen materno)
En negrita: los alelos significativos en la comparacion inicial entre los cuatro grupos (para este andlisis se uso6 chi cuadrado)
(*) El valor de p se ha obtenido mediante el test exacto de Fisher (valor ajustado para comparaciones multiples)
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4.3.3. Descripcion de los resultados del genotipado de los principales

locus de susceptibilidad no HLA descritos previamente en los GWAS

Ante los resultados obtenidos hasta ese momento y, debido a la ausencia de
diferencias claras mediante el estudio de la region HLA (HLA-DRB1 y HLA-
DQB1), el siguiente paso fue secuenciar los SNPs que hasta ese momento
habian sido asociados con otras regiones del genoma (no HLA). Para ello, se
tomé como referencia el articulo de revisién publicado en el 2010 por
Oksenberg y Baranzini (Oksenberg & Baranzini 2010) en el que se recogen
los 12 principales locus de susceptibilidad no HLA asociados a la enfermedad
hasta ese momento y validados en grandes estudios de asociacion (Tabla 14
y Figura 63).

Figura 63. Los 12 principales locus de susceptibilidad no HLA asociados a la
enfermedad segun los principales GWAS hasta el 2010 (Oksenberg &
Baranzini 2010).
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Este analisis se realiz6 mediante secuenciacién por Sanger en un total de 21
sujetos pertenecientes al ndcleo familiar principal, de los cuales 6 sujetos
correspondian a pacientes afectados por la enfermedad (Figura 61).

Los resultados de este primer abordaje se muestran en la Tabla 24. Tal como
se puede observar, para el gen CD58 (OMIM: 153420), el SNP rs2300747*A
se observaba con mayor frecuencia entre los sujetos afectados que entre los
no afectados con una diferencia estadisticamente significativa (p=0,046)
teniendo en cuenta que todos los sujetos afectados eran homocigotos para el

alelo de riesgo.

Tabla 24. Resultados de los 12 principales locus de susceptibilidad no HLA

descritos previamente en los GWAS.

cr #dbsNP AR O | GYEMGI(n=6) | GyCO-Gi(n=15) XZ'S,[
Hom ‘ Het ‘ NoP | Hom ‘ Het ‘ NoP
1 rs2300747 A CD58 6 0 0 7 8 0 0,046
1 rs10735781 G EVI5 2 4 0 4 7 4 0,562
1 rs2760524 G RGS1 6 0 0 14 1 0 1,000
5 rs6897932 C IL7TR 1 5 0 5 9 1 0,723
10 rs2104286 T IL2RA 5 1 0 12 3 0 1,000
11 rs17824933 G CD6 0 3 3 0 3 12 0,291
12 rs1800693 C TNFRSF1A 1 4 1 3 8 4 1,000
16 rs12708716 A CLEC16a 6 0 0 11 2 2 1,000
16 rs17445836 G IRF8 5 1 0 12 3 0 1,000
18 rs763361 T CD226 3 3 0 4 10 1 0,723
19 rs34536443 G TYK2 0 0 6 0 0 15 1,000
20 rs6074022 G CD40 0 1 5 0 5 10 0,623

Cr: cromosoma, #dbSNP: nimero segun la dbSNP, A-R: alelo de riesgo

GyEM-Gi: sujetos afectados de EM pertenecientes a la familia en estudio (solo nucleo familiar principal)
GyCO-Gi: sujetos no afectados pertenecientes a la familia en estudio (solo nucleo familiar principal)
Hom: portadores en homocigosis del A-R

Het: portadores en heterocigosis del A-R

NoP: no portadores del A-R

*El valor de p se ha obtenido mediante el test exacto de Fisher
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Debido a este hallazgo, se considerd oportuno profundizar en el estudio del
gen CD58 y se genotiparon los otros 3 SNPs significativamente asociados
con la enfermedad segun los diferentes GWAS publicados entre 2007 y 2013:
rs12044852*C (IMSGC 2007), rs1335532*A (IMSGC & WTCCC2 2011) y
rs6677309*A (IMSGC 2013a).

Los resultados de este segundo abordaje mostraron que los SNPs:
rs1335532*A y rs6677309*A tenian el mismo patron de asociacion que el
primer SNP analizado (rs2300747*A) observandose con mayor frecuencia
entre los sujetos afectados que entre los no afectados (p=0,046), mientras
que el SNP rs12044852*C presentaba el mismo genotipado de riesgo para
todos los sujetos, afectados y no afectados por la enfermedad.

4.3.4. Descripcion de los resultados del analisis de exdmica

La EM es una enfermedad genéticamente compleja en la que es complicado
definir un patrén de herencia mendeliana. Por este motivo, se realizé una
priorizaciéon para la identificacién de posibles genes candidatos distribuyendo
las variantes potencialmente patogénicas de acuerdo a un modelo de
herencia autosdmico recesivo y otro de herencia autosémico dominante como

parte del abordaje propuesto por Ng y colaboradores (Ng et al. 2010).

Modelo de herencia autosémico recesivo

En este modelo se seleccionaron variantes con una frecuencia alélica menor
(MFA) <5% en la poblacién general y que estuvieran presentes en los 2
alelos del sujeto, ya fuera en la misma posicion (homocigoto) o en dos

posiciones diferentes dentro del mismo gen (heterocigoto compuesto).

Modelo de herencia autosémico dominante

En este modelo se seleccionaron variantes con una MFA <1% y que

estuvieran presentes al menos en uno de los alelos del sujeto.
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4.3.4.1. Acotamiento y validacion de las variantes potencialmente

patogénicas en base al modelo de herencia autosémico recesivo

Aplicando los criterios para este modelo se pudieron aislar 59 genes. De
estos, se seleccionaron 16 con variantes que podian afectar la expresion o la
funcion del gen (Tabla 25). Posteriormente se cotejaron las variantes con la
base de datos “PolyPhen” (PolyPhen 2015) y se escogieron 10 genes cuyas
variantes podian producir una alteracion significativa en la estructura o

funcion de la proteina (Tabla 25).

Tabla 25. Resultados del analisis de exdmica basado en el modelo de
herencia autosomico recesivo: 16 genes con variantes que podian afectar la

expresion o la funcién del gen.

Cr Gen REF VAR #dbSNP® Consecuencia

1 ARHGAP30 T A - missense_variant

1 SEC22B T C rs2590131 non_coding_exon_variant
3 IL17RC C G rs183956 3_prime_UTR_variant

6 HLA-C T C rs1130935 missense_variant

6 PRIM2 C T rs9885751 non_coding_exon_variant
7 MUC3A A G - missense_variant

8 ZNF707 A G rs11786757 synonymous_variant

9 FOCAD T G - missense_variant

10 RUFY2 C T rs749641152 splice_region_variant

11 OR4C5 C T rs75027745 missense_variant

11 THYN1 A C - missense_variant

12 Cl2orf45 A G - missense_variant

12 EMG1 T C rs17857448 non_coding_exon_variant
14 IGHV7-81 T A rs61741319 missense_variant

17 KCNJ12 G A rs1657740 missense_variant

19 KIR2DL1 T C rs670771 splice_region_variant

Cr: cromosoma, REF: alelo de referencia, VAR: alelo variante, #dbSNP: nimero segin la dbSNP
En negrita los 10 genes aislados en base a las variantes que podian producir alteracion en la
estructura o funcién de la proteina de acuerdo a la base “PolyPhen”

variantes descritas en la doSNP. Los demas espacios en blanco corresponden a variantes nuevas
no descritas previamente y, por tanto, sin nimero de identificacion

Finalmente, de los 10 genes anteriormente mencionados, se aislaron 3 con
variantes potencialmente patogénicas en base a su funcién e implicacién en
el sistema inmune (Tabla 26). Se realizd la secuenciacidon por Sanger de
estos 3 genes en los 21 sujetos pertenecientes al nucleo familiar principal
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lograndose validar los resultados de la exdmica para el gen KIR2DL1 (OMIM:
604936) - rs670771*C splice_region_variant —.

Para este gen en particular, se observé que la variante rs670771*C producia
un cambio en una region de “splicing” (concretamente ¢.818-7T>C) que se
expresaba con mayor frecuencia entre los sujetos afectados comparados con

los no afectados (p= 0,049).

Tabla 26. Resultados del analisis de exémica basado en el modelo de
herencia autosomico recesivo: los 3 genes aislados durante el acotamiento

en base a su funcién e implicacion en el sistema inmune.

Cr Gen REF VAR #dbSNP? Consecuencia (s) Valor p*
3 IL17RC C G  rsl183956°  3_prime_UTR_variant -

11 THYN1 A C - missense_variant -

19 KIR2DL1 T C rs670771% splice_region_variant 0,049

Cr: cromosoma, REF: alelo de referencia, VAR: alelo variante, #dbSNP: nimero segin la dbSNP
En negrita, el gen cuyos resultados de exdmica se validaron mediante secuenciacion por Sanger
variantes descritas en la doSNP. El resto corresponde a variantes previamente no descritas

*El valor de p se ha obtenido mediante el test exacto de Fisher

4.3.4.2. Acotamiento y validacion de las variantes potencialmente
patogénicas en base al modelo de herencia autosémico dominante

Aplicando los criterios para este modelo se pudieron aislar 277 genes. De
estos, se seleccionaron 81 genes con variantes que podian afectar la
expresion o la funcidn del gen. Posteriormente se cotejaron estas variantes
con la base de datos “PolyPhen” (PolyPhen 2015) y se escogieron 20 genes
con alteraciones “posiblemente” o “probablemente” dafinas en la estructura o
funcion de la proteina (Tabla 27). De éstos, se seleccionaron solo aquellos
genes con alteraciones “probablemente” dafinas, obteniendo un total de 7
genes (Tabla 27). No obstante, analizando mas detenidamente las variantes
de estos genes, se observGé que la mayoria de sujetos afectados eran
“Uncertain heterozygous” para el alelo variante con una baja cobertura
durante el proceso de secuenciacién repetida. Ademas, en alguna de las
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secuenciaciones, el sujeto control también mostraba ser portador del alelo
variante. Todos estos datos sugerian que los resultados de la exdmica
mediante esta forma de acotamiento no se validarian; hecho que se confirmé
al genotipar la variante relacionada con el gen THYN1 (OMIM: 613739)
donde tanto los sujetos afectados como el sujeto control eran portadores del
alelo de referencia (Tabla 27).

Tabla 27. Resultados del analisis de exdmica basado en el modelo de
herencia autosomico dominante: 20 genes cuyas variantes podian producir
una alteracion “posiblemente” o “probablemente” dafiina en la estructura o

funcién de la proteina segun la base “PolyPhen”.

Cr Gen REF VAR #dbSNP® Consecuencia

2 IFT172 C A - missense_variant
3 PTPRG C G - missense_variant
4 ARHGAP24 A C - missense_variant
4 CCDC158 G T - missense_variant
8 CHRAC1 C T - missense_variant
8 CYHR1 A G rs758206016 missense_variant
9 FOCAD T G - missense_variant
11  OR4C5 C T rs75027745 missense_variant
11  THYNZ1* A C - missense_variant
12 Cl2orf45 A G - missense_variant
13 AMER2 G T - missense_variant
13 CCDC168 T G - missense_variant
13 UGGT2 C A - missense_variant
16 CTCF C A - missense_variant
16 PRDM7 A T - missense_variant
18 PIK3C3 A T - missense_variant
19 GYs1 C T rs773246468 missense_variant
19 IL27RA T G - missense_variant
19 MYH14 G C rs375694189 missense_variant
22 PNPLA5S A T rs781647730 missense_variant

Cr: cromosoma, REF: alelo de referencia, VAR: alelo variante, #dbSNP: nimero segin la dbSNP
En negrita los 7 genes con alteraciones "probablemente" dafiinas en la estructura o funcion de la
proteina de acuerdo a la base “PolyPhen”

*El resultado de exédmica no se pudo validar mediante la secuenciacion por Sanger

variantes descritas en la doSNP. Los demas espacios en blanco corresponden a variantes nuevas
no descritas previamente y, por tanto, sin nimero de identificacion

Seguidamente, se realiz6 un segundo acotamiento de las variantes escogidas
basado en la funcion e implicacién en el sistema inmune que pudieran tener
los 81 genes previamente seleccionados. De esta forma, se aislaron 4
nuevos genes (Tabla 28).
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Finalmente, se realiz6 la secuenciacion por Sanger de estos 4 genes en los
21 sujetos pertenecientes al nacleo familiar principal lograndose validar los
resultados de la exémica en 2 de estos genes (Tabla 28). Para el caso del
gen KIR2DL1 (OMIM: 604936), se observé que la variante rs670771*C
producia un cambio en una region de “splicing” (concretamente ¢.818-7T>C)
gue se observaba con mayor frecuencia entre los sujetos afectados
comparados con los no afectados (p=0,049). En el caso del gen CD207
(OMIM: 604862), la variante rs115727537*T producia un cambio “missense”
(concretamente ¢.251G>A) que se observaba con mayor frecuencia entre los
sujetos afectados comparados con los no afectados (p=0,019) considerando
en el andlisis tanto a portadores como no portadores. Cuando se analizaron
solo a los sujetos portadores considerando si eran heterocigotos u
homocigotos para la variante, también se observé una diferencia

estadisticamente significativa a favor de los heterocigotos (p=0,021).

Tabla 28. Resultados del andlisis de exémica basado en el modelo de
herencia autosdémico dominante: los 4 genes aislados durante el segundo

acotamiento en base a su funcién e implicacion en el sistema inmune.

Cr Gen REF VAR #dbSNP Consecuencia (s) Valor p*
2 CD207 C T rs115727537 missense_variant 0,019
17 EME1 A AAGC rs144820580 inframe_insertion -

17 KCNJ12 G A rs1657740 missense_variant -

19 KIR2DL1 T C rs670771 splice_region_variant 0,049

Cr: cromosoma, REF: alelo de referencia, VAR: alelo variante, #dbSNP: nimero segin la dbSNP
En negrita, los genes cuyos resultados de exdmica se validaron mediante secuenciacion por Sanger
*El valor de p se ha obtenido mediante el test exacto de Fisher
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Mediante este trabajo de tesis doctoral se ha estudiado, tanto clinica como
genéticamente, a una extensa familia de etnia gitana con una forma
hereditaria de EM.

El elevado numero de miembros afectados, la presencia de varias formas
clinicas de la enfermedad incluida la presintomatica (SRA) y las
caracteristicas étnicas de la familia (una alta endogamia y, por tanto, una
elevada homocigosis dentro de la misma), la convierten en una poblacién
aislada excepcional para el estudio de nuevos sustratos genéticos asociados

a la enfermedad.

Los resultados de esta tesis han permitido identificar ciertas variantes
genéticas, algunas de ellas no descritas previamente, de forma
significativamente mas elevada entre los sujetos de la familia afectados de
EM en comparacién a los no afectados, sugiriendo la existencia de varios
genes candidatos implicados en el desarrollo de la enfermedad en esta

familia concreta.

5.1. LA HEREDABILIDAD PERDIDA DE LA EM

Hasta el momento actual, los estudios genéticos en EM solo han podido
explicar aproximadamente el 30% de la heredabilidad total de la enfermedad.
Varias teorias intentan explicar el gran porcentaje de heredabilidad que aln

Nno conocemaos:

Variantes raras:

Los GWAS estan disefiados para identificar variantes comunes, es decir,
aquellas con una frecuencia alélica 25%, por lo que aquellas variantes mas
raras que no alcancen dicha frecuencia pueden escapar al analisis. Este
hecho fue evidenciado por primera vez en el 2011 por Ramagopalan y
colaboradores (Ramagopalan et al. 2011) y posteriormente por Dyment y
colaboradores (Dyment et al. 2012), quienes identificaron nuevas variantes
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de riesgo para EM asociadas a los genes CYP27B1 y TYK2, respectivamente
usando un abordaje exémico para el analisis genético. Este tipo de abordaje
es el que se ha utilizado en este trabajo de tesis doctoral.

Variantes comunes:

Probablemente los GWAS con un mayor tamafio muestral sean capaces de
identificar nuevos locus de susceptibilidad que incrementen el porcentaje de
heredabilidad hasta ahora conocido.

Interacciones gen-gen:

La expresion fenotipica de ciertas enfermedades puede estar regulada por
dos o mas genes, de tal manera que alguno de ellos puede aumentar el
riesgo a desarrollar la enfermedad mientras que la interaccion con otros
puede tener un efecto protector. Es lo que se conoce como fendmenos
epistéticos, y en la EM se han estudiado ampliamente dentro de los genes del
complejo HLA.

Andlisis genético de vias y redes en EM:

Tanto los genes como las proteinas de los sistemas biolégicos operan dentro
de vias que ejercen multiples funciones en el organismo como son las vias de
sefializacion celular, el metabolismo de aminoacidos o los mecanismos de
inflamacion celular. Por tanto, las variaciones genéticas asociadas a una
enfermedad pueden ser analizadas dentro del contexto de una via bioldgica
conocida y de sus relaciones con otros procesos o0 vias implicadas. De esta
manera podemos agregar informacion importante y categorizar mejor la
asociacion de una variante a una enfermedad. En el caso de la EM, uno de
los primeros estudios realizados en este ambito fue publicado en el 2009 por
Baranzini y colaboradores (Baranzini, Galwey, et al. 2009) quienes, a partir
de los datos obtenidos por los GWAS publicados hasta ese momento,
encontraron tres vias sobreexpresadas en pacientes con EM: respuesta
inmune mediada por células T, orientacion axonal/potenciacion sinaptica y

vias de sefalizacién mediadas por glutamato (Figura 64).
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Figura 64. Vias y redes en pacientes con EM segun los datos obtenidos a
partir de los primeros GWAS (Baranzini, Galwey, et al. 2009).

Epigenética e interacciones gen-ambiente:

La epigenética se define como el estudio de los mecanismos que regulan la
expresion génica sin modificar la secuencia del ADN. Esta disciplina
representa un puente entre las influencias genéticas y ambientales en el
desarrollo de un fenotipo. Asi, los cambios epigenéticos permiten que unos
genes se expresen o no, en funcién de condiciones externas, y son esencia-
les en la diferenciacion celular y tisular que tiene lugar durante el desarrollo
embrionario y, también, en los organismos adultos (Iridoy Zulet et al. 2015).
Los tres principales procesos epigenéticos que ocurren en las células de los
mamiferos son la metilacién del ADN, la modificacion de las histonas y la
accion de los ARN no codificantes. De ellos, el mas conocido y sobre el que
mas estudios se han publicado, es la metilacion del ADN que consiste en la
unién de un grupo metilo a un residuo de citosina en la cadena de ADN. Esta
unién se produce en las llamadas islas de citosina-guanina (CpG) que son
muy abundantes en las regiones promotoras y reguladoras de los genes.
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De este modo, la hipermetilacibn es habitualmente un mecanismo de
represion génica al inhibir la transcripcion del ADN. Aunque el papel de la
epigenética en la EM no es del todo claro (Van-den-Elsen et al. 2014), se han
descrito posibles mecanismos epigenéticos implicados en los principales
factores de riesgo ambiental asociados a la enfermedad (Iridoy Zulet et al.
2015).

Es conocido que HLA-DR15 determina la respuesta inmune a la infeccion por
el VEB mediante la activacion de linfocitos T CD4+ (LUnemann, Kamradt,
Martin, & Minz, 2007; Junker et al., 2009). Ademas, los alelos HLA
reconocen epitopos del EBNAL1l (Kriger et al. 2003). Por otro lado,
recientemente se ha descrito que variantes gendémicas en el EBNA2, que
contiene las regiones mas variables del genoma viral, se asocian a riesgo de

desarrollar la enfermedad (Mechelli et al. 2015).

Varios estudios han encontrado una asociacion positiva entre el tabaco y la
enfermedad (Suter, Anders, & Aagaard, 2012; Toledo-Rodriguez et al., 2010;
Arruti et al. 2015). Uno de los mas importantes fue el publicado por Hedstréom
y colaboradores (Hedstrom et al. 2011) quienes observaron que el riesgo
para EM era significativamente mayor para los pacientes portadores de HLA-
DRBL15, incluso en presencia del alelo protector HLA-A*02.

Variantes en el gen VDR (receptor de vitamina D) (Joshi et al. 2011; Tajouri
et al. 2005), en el gen CYP24Al1 (IMSGC & WTCCC2 2011) y en el gen
CYP27B1 (ANZgene 2009) parecen incrementar el riesgo a padecer EM. Un
estudio interesante publicado por Ramagopalan y colaboradores
(Ramagopalan et al. 2009) describe la presencia de un elemento
respondedor a vitamina D en la regién promotora de HLA-DRB15. Dicho
elemento responde a la administracion de 1,25 dihidroxi-vitamina D regulando
la expresion de genes en las células B. Este hallazgo refuerza la idea de que
niveles altos de vitamina D, especialmente en individuos portadores de HLA-
DRB15, podrian reducir el riesgo de desarrollar EM.
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5.2. ANALISIS DE LAS PRINCIPALES CARACTERISTICAS
CLINICAS Y RADIOLOGICAS DE LA FAMILIA

Los sujetos estudiados de la familia fueron un total de 30, 10 de los cuales se
consideraron como afectados. De estos, 7 presentaron alguna forma clinica
de EM, mientras que 3 presentaron un SRA. Ninguno de los sujetos
afectados presentd EMPP. La mayoria de los afectados eran mujeres (60%) y

se mantuvieron clinicamente estables.

Al estudiar detenidamente el arbol geneal6gico nos llamoé la atencion que la
mayoria de sujetos afectados en nuestro estudio (6 de 7) pertenecian a un
mismo nucleo familiar que descendia de los sujetos 11I-3 y IlI-4. Al analizar
sus antecedentes patoldgicos, observamos que existia una alta prevalencia
de varios tipos de neoplasias que afectaban a un total de 8 miembros, todos
pertenecientes a dicho nucleo familiar principal, ademas de otras

enfermedades autoinmunes y con componente hereditario (Figura 60).

Clinicamente, un 42,9% de los sujetos afectados debuté con un brote de
tronco encefalico y presenté una media de la EDSS por debajo de 3. A nivel
radiolégico, la mayoria de los sujetos afectados (66,6%) presentaba 10 o mas
lesiones desmielinizantes tipicas en la secuencia T2/FLAIR y cumplia 3 o
mas criterios de Barkhof para diseminacion en espacio (Anexo 2).

5.2.1. La familia en estudio como poblacién aislada

Dado que la agregacion familiar observada en la EM no ha podido ser
totalmente explicada desde el punto de vista genético, se hipotetiza que
variantes raras con una frecuencia alélica muy baja podrian ser las
responsables de explicar mejor la heredabilidad de la enfermedad de la que
se conoce actualmente. Una estrategia valida para acotar dichas variantes
raras podria ser re-secuenciar las regiones gendmicas de riesgo reportadas
por los GWAS. Sin embargo, este abordaje no ha resultado ser del todo util
en otras enfermedades complejas autoinmunes como es la enfermedad de

Crohn (Momozawa et al. 2011) o, incluso, en la misma EM, donde el mapeo
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fino de 68 locus de riesgo no mostr6 nuevas variantes asociadas a la
enfermedad (IMSGC 2013a).

Las poblaciones aisladas tienen muy poca variabilidad genética (Fisher 1930)
y, por tanto, presentan un alto grado de homogeneidad debido a la
consanguinidad. Este hecho las convierte en poblaciones ideales para la
deteccién de variantes genéticas raras o, incluso, mutaciones fundadoras.
Ademas, su estudio nos puede ofrecer informacion crucial sobre la o las
interacciones gen-gen, gen-ambiente y el efecto de la propia consanguinidad.
Respecto a ésta, si estudiamos genéticamente a una determinada familia,
observaremos que una serie de alelos potencialmente patogénicos no se
expresan, porque son heredados de forma recesiva por las sucesivas
generaciones. Si en vez de esto, analizamos una familia con una alta
consanguinidad, la endogamia favorecera la expresion fenotipica de dichos
alelos recesivos potencialmente patogénicos debido al aumento de la
homocigosis que aumentara significativamente la probabilidad de identificar
locus patogénicos en los individuos afectados que, de otra forma, no se
observarian dada su baja penetrancia (Bulayev et al. 2009). Este efecto es lo
gue se conoce como efecto Wahlund (Wahlund 1928).

Aunque algunos autores no han encontrado una clara relacion entre el grado
de consanguinidad y el riesgo de desarrollar EM (Binzer et al. 2014), el
estudio de familias con varios miembros afectados (como es el caso de la
familia presentada en este trabajo) continla siendo una buena estrategia
para el descubrimiento de nuevas variantes patogénicas asociadas a la
enfermedad (Sawcer 2008; Cirulli & Goldstein 2010; Ramagopalan et al.
2011; Dyment et al. 2012; Granstrom et al. 2014; Boullerne et al. 2015). En

este sentido, cabe destacar dos trabajos recientes.

Granstrom y colaboradores (Granstrom et al. 2014) describieron una paciente
pediatrica, su madre y su abuela afectadas con la enfermedad de
Hirschsprung (OMIM: 142623), un trastorno autosémico recesivo causado por
mutaciones en el gen EDNRB —“Endothelin Receptor, Type B’— (OMIM:
131244) que produce una ausencia de células ganglionares en el colon

produciendo ausencia de movimiento y obstruccion intestinal. Ademas, tanto
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su madre como su abuela presentaban caracteristicas clinicas y radiolégicas
compatibles con EM. Los autores describieron una nueva mutacion
(c.C397T,p.R133X; refNM_000115) en el gen EDNRB que podria estar en

relacion, también, con la susceptibilidad a la EM.

Boullerne y colaboradores (Boullerne et al. 2015) describieron una familia con
5 hermanos afectados de EM en la que un andlisis exhaustivo de la rama
materna detecto la presencia de varios tipos de cancer en 6 de los familiares
ascendientes, entre ellos hepatico, de ovario, de mama y colorectal,
caracteristicas que acompafian al sindrome de Peutz Jeghers (OMIM:
175200), un raro trastorno de herencia autosémica dominante causado por
mutaciones en el gen STK11 —“Serine/Threonine Protein Kinase 11— (OMIM:
602216) caracterizado por poélipos gastrointestinales, manchas mucocutaneas
y riesgo incrementado de varios tipos de cancer como mama, colon y ovario
(Launonen 2005). Los autores describieron un SNP (rs9282860*C; OR: 1,45
[IC no especificado]) asociado al gen antes mencionado. Posteriormente,
validaron este SNP en un grupo de 750 pacientes con EM y 650 controles,
observandose en una mayor proporcion de pacientes (10,4%) que de
controles (7,4%), con una tendencia a la significacion (p=0,058).

En el caso de la familia en estudio, observamos una elevada endogamia con
un total de 6 matrimonios consanguineos entre los sujetos V-2 y V-3; VI-2 y
VI-3; VI-9 y VI-10; VI-19 y VI-20; VI-27 y VI-28; y entre VII-9 y VII-10 (Figura
60). Ademas, el hecho de pertenecer a la etnia gitana, hace muy poco
probable que se haya producido intercambio genético con otro tipo de
poblacién no perteneciente a esta etnia en particular, por lo que se trata de
una poblacién aislada con una alta probabilidad de ser portadora de nuevas

variantes de riesgo para desarrollar EM.
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53. ANALISIS DE LOS HAPLOGRUPOS DEL ADN
MITOCONDRIAL DE LA FAMILIA

La familia en estudio se correlaciona con la mayoria de poblaciones de etnia
gitana a nivel mundial, mostrando los 4 principales haplogrupos de ADN

mitocondrial descritos en esta poblacion: M5, H, Jy U3.

El trabajo publicado por Tranah y colaboradores (Tranah et al. 2015) llevado
a cabo en méas de 7.000 pacientes y mas de 14.000 controles provenientes
de 7 paises europeos, cuyas muestras habian sido analizadas previamente
en uno de los GWAS con mayor poblacién publicado hasta ahora (IMSGC &
WTCCC2 2011), mostré que los portadores de los haplogrupos JT, Jy T
tenian mayor riesgo de desarrollar EM, sobre todo las formas progresivas de
la enfermedad.

Al analizar los resultados en nuestra familia, el haplogrupo J mostré una
mayor presencia (p=0,039) en 3 de los sujetos afectados por formas
secundarias progresivas o agresivas de la enfermedad (sujetos VI-20, VI-24 y
VII-20), todos ellos familiares directos. Aunque este hallazgo se corresponde
con lo observado por Tranah y colaboradores, no es aplicable a todos los
miembros de nuestra familia porque de los 4 afectados restantes, 3 son
portadores del haplogrupo U3 (sujetos VI-5, VI-9, y VII-3) y otro del
haplogrupo M5. Ademas, si suponemos que el haplogrupo J podria explicar
parte de la heredabilidad observada en estos individuos, se deberia asumir
que dicho riesgo viene conferido por el sujeto V-14, que no pertenece a la
familia en estudio. No obstante, no puede descartarse totalmente su

implicacién, al menos en este pequefio nucleo familiar.

Los miembros del nucleo familiar principal (desde el sujeto VI-5 hasta el VI-
25, incluyendo sus descendientes) presentan el haplogrupo U3 vy, los
miembros de otro de los principales nucleos familiares (sujetos VI-2, VII-1 y

VII-2) son portadores del haplogrupo M5.
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Estos resultados permiten deducir, con una alta probabilidad de certeza, que
el origen de la familia en estudio podria estar ubicado en la zona
correspondiente a Medio Oriente, pudiendo incluso mapear la probable ruta
de migracién de los principales nucleos familiares a través de Europa
(haplogrupo U3) y el norte de Africa (haplogrupo M5) hasta su entrada en la
peninsula Ibérica (Figura 65).

Figura 65. Probable ruta de migracion de la familia en estudio en base a sus
haplogrupos mitocondriales.
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5.4. ANALISIS DE LA REGION HLA Y SUS ALELOS EN LA
FAMILIA

Los alelos de la regibn HLA mas frecuentemente observados en los
miembros de la familia en estudio fueron HLA-DRB1*03 y HLA-DQB1*02
(Tabla 23). Todos los sujetos portadores de HLA-DRB1*03 eran también
portadores de HLA-DQB1*02, por lo que se puede considerar que ambos
alelos se encuentran en desequilibrio de ligamiento, considerandolos, por
tanto, como un haplotipo. Un hecho similar se observo para los alelos HLA-
DRB1*14 y HLA-DQB1*05.

Comparando la presencia de los diferentes alelos HLA de la familia con los
de otras cohortes de etnia gitana descritas a nivel mundial, llaman la atencién

ciertos hallazgos:

- Referente a alelos presentes en poblacién gitana no afectada de EM:
Los resultados del analisis en esta familia tienen una clara
concordancia con el alelo HLA-DRB1*03 y, en menor proporcién, con
el alelo HLA-DRB1*14, descritos en el 2015 por Inotai y colaboradores
(Inotai et al. 2015) en gitanos sanos de origen hangaro. Por otro lado,
solamente tienen una minima concordancia con los alelos HLA-
DRB1*14, HLA-DRB1*16 y HLA-DQB1*05 descritos por de Pablo y
colaboradores (de Pablo et al. 1992) y por Ramal y colaboradores
(Ramal et al. 2001) en gitanos sanos de origen espafiol.

- Referente a alelos presentes en poblacién gitana afectada de EM: los
resultados del andlisis en esta familia no muestran la asociacion con el
haplotipo DRB1*15:01-DQB1*06:02 ni con el alelo HLA-DQB1*06:02
(en nuestra familia solo se expresdé en un sujeto que no estaba
afectado) descritos por Fernandez y colaboradores (Fernandez et al.
2008). En cambio si que se observé una asociacion significativa
respecto al alelo HLA-DRB1*14 (probablemente como parte del
haplotipo DRB1*14-DQB1*05:03) entre los sujetos afectados de la
familia en estudio y pacientes con EM de origen espafiol. Esta
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asociacion ya habia sido descrita también por el mismo autor en el

mismo trabajo (Ferndndez et al. 2008).

La familia de estudio no es portadora de alelos HLA que han sido descritos
en otras cohortes de pacientes con EM no gitanos pero de origen espafiol. No
se observo la asociacion con el alelo HLA-DQB1*06:02 descrita por
Fernandez y colaboradores (Fernandez et al. 2004), ni con los haplotipos
DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02, DRB1*04:02-DQA1*03:01-
DQB1*03:02 y HLA-DRB1*013-DQA1*05-DQB1*03:01 descritos por
Fernandez y colaboradores (Fernandez et al. 2009), ni la asociacién del alelo
HLA-DRB1*08 con una mayor severidad de la enfermedad descrita por

Romero-Pinel y colaboradores (Romero-Pinel et al. 2010).

El alelo HLA-DRB1*03, que se observé con mayor frecuencia en la familia de
estudio, fue asociado inicialmente al riesgo de padecer EM en la poblacion de
Cerdefia (Italia) como parte del haplotipo DRB1*03:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01 (Marrosu et al. 1997; Marrosu et al. 1998); pero también en
Turquia (Saruhan-Direskeneli et al. 1997) y en mestizos de origen mexicano
(Alvarado-de la Barrera et al. 2000). Posteriormente, un estudio de mapeo
fino de la regién HLA llevado a cabo en 490 familias con EM provenientes de
Cerdefia demostré asociacion de la enfermedad con 6 haplotipos distintos:
DRB1*03:01-DQB1*02:01 (el de mayor asociacion estadistica), DRB1*04:05-
DQB1*03:01, DRB1*13:03-DQB1*03:01, DRB1*04:05-DQB1*03:02,
DRB1*15:01-DQB1*06:02 y DRB1*11:04-DQB1*03:01 (Marrosu et al. 2001).
Recientemente, estos mismos hallazgos han sido validados en un extenso
estudio en mas de 2.500 pacientes con EM y mas de 1.300 controles sanos
provenientes de Cerdefia, donde se observd una asociacion positiva entre el
haplotipo DRB1*03:01-DQB1*02:01 y la presencia de la enfermedad (OR:1,7
[1,5-1,9]) (Cocco et al. 2013). También, varios andlisis condicionales en
poblacion caucasica (Yeo et al. 2007; Marrosu et al. 2001; Dyment et al.
2005; Barcellos et al. 2006; Lincoln et al. 2009; Field et al. 2010; IMSGC &
WTCCC2 2011; Patsopoulos et al. 2013; Hollenbach & Oksenberg 2015;
IMSGC 2015), han confirmado la relevancia del alelo HLA-DRB1*03:01 para

el riesgo de desarrollar la enfermedad en este grupo poblacional.
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Los resultados del estudio HLA de esta familia sugieren que la mayor parte
de ella estd mas emparentada con gitanos de otros paises europeos (sobre
todo gitanos hungaros, por la expresion de HLA-DRB1*03) que con otros
grupos de gitanos, y poblacién sana, de origen espafiol. Sin embargo, un
28,6% de los afectados en esta familia es portadora del haplotipo DRB1*14-
DBQ1*05 descrito, por el contrario, en gitanos sanos de origen espaiiol
(Ramal et al. 2001) (Tabla 23). Aungque se trata de un porcentaje pequeiio,
estos resultados, empero, si que concuerdan con los observados por
Fernandez y colaboradores en gitanos andaluces afectados de EM
(Fernandez et al. 2008) por lo que seran necesarios otros estudios para
aclarar si HLA-DRB1*14 en poblacion gitana ejerce un efecto contrario al
descrito en poblacidon caucasica, donde desempefia un papel protector
(Dyment et al. 2005; Barcellos et al. 2006; Ramagopalan, Anderson, et al.
2007; Oksenberg et al. 2008).

Ningun sujeto de la familia en estudio es portador del alelo de riesgo HLA-
DRB1*15 observado, sobre todo, en caucasicos europeos y norteamericanos
(Compston et al. 2006; Yeo et al. 2007; Hollenbach & Oksenberg 2015).
Estos resultados sugieren que el haplotipo DRB1*03-DQB1*02 vy, sobre todo,
el alelo HLA-DRB1*03 sean responsables en parte de la susceptibilidad
genética a padecer la enfermedad dentro de esta familia, y que dicho riesgo
se haya adquirido posiblemente en su paso por Cerdefia y Europa, durante

su migracion hacia la peninsula ibérica (Figura 65).

A raiz de los resultados del andlisis de la regiéon HLA en esta familia, se
puede decir que una de las aportaciones de este trabajo de tesis doctoral es
gue se describe por primera vez una familia de origen gitano afectada de una
forma hereditaria de EM cuyos miembros son portadores, en su mayoria, del
alelo HLA-DRB1*03 que se ha asociado al riesgo de desarrollar la
enfermedad sobre todo en Cerdefia (Marrosu et al. 1997; Marrosu et al. 1998;
Marrosu et al. 2001; Cocco et al. 2013) y en poblacién caucasica (Yeo et al.
2007; Marrosu et al. 2001; Dyment et al. 2005; Barcellos et al. 2006; Lincoln
et al. 2009; Field et al. 2010; IMSGC & WTCCC2 2011; Patsopoulos et al.
2013; Hollenbach & Oksenberg 2015; IMSGC 2015).
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5.5. ANALISIS DEL ACOTAMIENTO GENETICO EN BASE A
LOS PRINCIPALES GWAS PUBLICADOS HASTA EL 2010

5.5.1. El locus CD58 y la EM

El gen CD58 (OMIM: 153420) se localiza en el brazo corto del cromosoma 1
(1p13). Consta de =65 kb y 6 exones (Wallich et al. 1998). Codifica la
proteina CD58 que se expresa en la superficie de las células presentadoras
de antigenos, células dendriticas y macrofagos, actuando como ligando de la
proteina CD2 de los linfocitos T reguladores e interviniendo en la adhesiéon y
activacion de los mismos (lkemizu et al. 1999) (Figura 66). Estos linfocitos T
reguladores activados son generados en el timo y se distinguen por expresar
CD25 en su superficie y FoxP3 como factor de transcripcion (Sakaguchi et al.
2008; Sakaguchi et al. 2010). Actian regulando la tolerancia inmunologica a
nivel periférico, por lo que la disminucion de su expresion o la de CD58 se ha
relacionado con un aumento de la respuesta inflamatoria implicada en las
enfermedades autoinmunes (Baecher-Allan & Hafler 2006) incluyendo la EM
(Fletcher et al. 2009; Lowther & Hafler 2012).

Este gen también se ha implicado en la regulacion de la hemostasia y de la
infeccion celular por el VEB y se ha asociado también a enfermedades como
el liguen plano oral (Kirby et al. 1995) y la fiebre hemorragica con sindrome
renal (Xie et al. 2008).

El primer indicio de asociacidon entre este locus y la EM fue observado en el
2007 como parte del primer GWAS publicado por el IMSGC (IMSGC 2007),
donde se observd que el SNP que mostraba mayor asociacion era el
rs12044852*C (OR: 1,24 [1,12-1,37]).
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Figura 66. Proteina CD58 y su participacion en la adhesién y activaciéon de
linfocitos.

En el 2008, Arthur y colaboradores (Arthur et al. 2008) estudiaron los perfiles
de expresidn genética en sangre periférica de pacientes con EMRR durante
el brote y durante la remisién del mismo. Ellos observaron que CD58 se
encontraba sobreexpresado durante la remisién del brote, corroborando su
funcion como regulador de la funcién inflamatoria. En el mismo afio, Rubio y
colaboradores (Rubio et al. 2008) replicaron los resultados observados en el
GWAS del 2007 para el gen CD58 en una cohorte de pacientes australianos.

Posteriormente, De Jager y colaboradores (De Jager, Baecher-Allan, et al.
2009) realizaron un mapeo fino de la region del gen CD58 utilizando una
bateria de 24 SNPs en una cohorte de 5.326 pacientes compuesta por series
de casos y trios familiares con EM. Observaron que la region con mayor
asociaciéon correspondia a una zona de unos 76 kb donde encontraron un
haplotipo con efecto protector correspondiente a los SNPs rs12044852*A
(OR: 0,84 [0.76-0.92]) y rs2300747*G (OR: 0,82 [0,75-0,89]). Dicho efecto
protector era mediado por el aumento, dosis dependiente, en la expresion de
ARN-CD58 dentro de las células mononucleares de pacientes con EM lo que
limitaria la inflamacion mediada por dichas células. Por el contrario,

observaron que el alelo rs2300747*A se asociaba a mayor riesgo de EM
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sobre todo para aquellos pacientes homocigotos (AA) produciendo una
disminucién en la expresiéon de ARN-CD58 (Figura 67). Esto produciria una

disfuncion de las células T reguladoras mediada por la inhibicion de FoxP3.

Figura 67. Expresion de ARN-CD58 en base a los alelos de rs2300747 (De
Jager, Baecher-Allan, et al. 2009).

Los resultados observador por De Jager y colaboradores fueron replicados en
una cohorte de pacientes suecos (Brynedal et al. 2009) y corroborados en un
metaanalisis de los estudios publicados hasta ese momento

(Hoppenbrouwers et al. 2009).

En el 2011, el IMSGC junto al WTCCC (IMSGC & WTCCC2 2011) publican
uno de los GWAS mas grandes hasta ese momento donde se describié un
nuevo SNP de susceptibilidad asociado al gen CD58, rs1335532*A (OR: 1,18
[1,12-1,24]) (Tabla 8 y 9).
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En el 2013, el IMSGC (IMSGC 2013a) publicé el GWAS que ha incluido la
mayor cantidad de pacientes con EM hasta la fecha utilizando el abordaje
mediante Inmunochip. En este estudio se corrobord la asociacion de los
SNPs asociados al gen CD58 antes mencionados y se describié un nuevo
SNP de susceptibilidad asociado al mismo gen, rs6677309*A (OR: 1,29
[1,24-1,33]). También se describieron otros 20 SNPs en fuerte desequilibrio
de ligamiento con rs6677309*A.

Més recientemente, Kim y colaboradores (J. Y. Kim et al. 2014) encontraron
asociacion entre los principales SNPs de riesgo asociados a CD58
(rs12044852*C, rs2300747*A, rs1335532*A y rs1016140*G) y la presencia de

neuromielitis Gptica en una cohorte de pacientes japoneses.

En el 2015, Torbati y colaboradores (Torbati et al. 2015), estudiaron una
cohorte de pacientes iranies con EM y observaron que el ser portador de
rs12044852*C se correlacionaba con el desarrollo de la enfermedad y con

una peor respuesta al tratamiento con interferén-3.

Finalmente, Hecker y colaboradores (Hecker et al. 2015) proponen una
posible implicacion del microARN hsa-miR-548ac en la patogénesis de la EM
asociada a CD58, dada su estrecha asociacion al SNP rs1414273.

En conclusion: un total de 24 SNPs relacionados con el gen CD58 se han
asociado al riesgo de padecer EM, todos ellos dentro del intrén 1 (Tabla 29).

Cuatro de estos SNPs han mostrado la mayor asociacion estadistica en los
diferentes GWAS publicados desde el 2007 al 2013. Las variantes alélicas de
dos de ellos (rs12044852*A y rs2300747*G) han demostrado ser protectoras
contra el desarrollo de la enfermedad mediante un aumento en la expresion
de ARN-CD58. Por otro lado, el SNP rs2300747*A se ha asociado al riesgo
de padecer EM, sobre todo para aquellos pacientes que son homocigotos
para dicho alelo. Este efecto estaria mediado por la disminucion en la
expresion de ARN-CD58 lo que produciria un aumento de la respuesta

inflamatoria mediada por las células T reguladoras.
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Tabla 29. Los 24 SNPs relacionados con el gen CD58 y asociados a la EM.

SNPs descritos (total = 24) Referencia
Los 4 SNPs con mayor asociacion
rs12044852*C IMSGC 2007

rs2300747*A De Jager et al. 2009
rs1335532*A IMSGC & WTCCC2 2011
rs6677309*A IMSGC 2013a

Variantes alélicas con efecto protector
rs12044852*A
rs2300747*G

SNPs en DL con rs6677309*A%

De Jager et al. 2009
De Jager et al. 2009

rs10802190*A/T IMSGC 2013a
rs1034920*T/C IMSGC 2013a
rs1034921*G/A IMSGC 2013a
rs10802192*T/C IMSGC 2013a
rs1016140*G/T IMSGC 2013a
rs1414273*C/T IMSGC 2013a
rs1414275*A/IG IMSGC 2013a
rs11588376*T/C IMSGC 2013a
rs10801908*C/T IMSGC 2013a
rs10802191*T/A IMSGC 2013a
rs1034919*G/C IMSGC 2013a
rs10754445*A/T IMSGC 2013a
rs10924109*T/C IMSGC 2013a
rs758518*A/G IMSGC 2013a
rs2300746*C/G IMSGC 2013a
rs12141411*G/A IMSGC 2013a
rs12044773*C/A IMSGC 2013a
rs12038673*G/A IMSGC 2013a
rs10924108*T/C IMSGC 2013a
rs10754324*T/C IMSGC 2013a

SNPs: polimorfismos de nucledtido simple
DL: desequilibrio de ligamiento

®En este caso no se especifican los alelos de riesgo ya que aln no se

disponen de estudios de validacion

Los alelos de riesgo rs2300747*A, rs1335532*A y rs6677309*A relacionados
con el gen CD58 se encontraban en homocigosis en todos los sujetos
afectados de EM de la familia estudiada en comparacion con los sujetos
controles en los que se encontraban en heterocigosis en 7 de ellos (p=0,046).
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Basandonos en las observaciones demostradas por De Jager vy
colaboradores (De Jager, Baecher-Allan, et al. 2009) y por la mayoria de
GWAS vy estudios de validacién publicados hasta la fecha (IMSGC 2007;
Rubio et al. 2008; De Jager, Baecher-Allan, et al. 2009; Hoppenbrouwers et
al. 2009; IMSGC 2013a; Torbati et al. 2015; Hecker et al. 2015), se puede
considerar a CD58 como un gen candidato a participar en el desarrollo de EM

en esta familia en particular.

5.6. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO DE
EXOMICA DE LA FAMILIA

La familia en estudio fue analizada mediante un abordaje exémico debido a
los buenos resultados obtenidos por parte de Ramagopalan (Ramagopalan et
al. 2011) y Dyment (Dyment et al. 2012) identificando nuevas variantes de
riesgo para EM asociadas a los genes CYP27B1 y TYK2 respectivamente
usando este método y a la capacidad limitada de los GWAS a la hora de

identificar variantes raras con una frecuencia alélica <5%.

Queremos destacar que en el estudio de exdmica se incluyeron 4 individuos
afectados de EM y también un individuo sano con el objetivo de discriminar
aquellas variantes propias de la familia pero no relacionadas con la
enfermedad. Al tratarse de una familia de etnia gitana y, por tanto, de una
poblacién aislada, sus individuos pueden compartir muchas variantes que los
diferencien de la secuencia consenso definida para caucasicos con EM, pero

gue no tienen porque estar relacionadas con la enfermedad.

5.6.1. El locus CD207

El gen CD207 (OMIM: 604862) se localiza en el brazo corto del cromosoma 2
(2p13). Consta de 5,6 kb y 6 exones (Valladeau et al. 2002). Codifica una
lectina tipo-C conocida como Langerina. Esta proteina actla como receptor

capaz de reconocer el monosacarido manosa que esta presente en los
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agentes patdgenos. Se expresa exclusivamente en las células de Langerhans
y participa en la presentacién de antigenos. (Valladeau et al. 2000). Este gen
también se ha asociado a la deficiencia de granulos de Birbeck (OMIM:
613393) (Mommaas et al. 1994) y al sarcoma de células de Langerhans
(Howard et al. 2015).

La variante rs115727537*T se observé en todos los miembros afectados de
EM de la familia en estudio (6 individuos), mientras que solo se detect6 en 6
de los 15 individuos controles (p=0,019). Se trata de una variante poco
frecuente en la poblacién mundial (MFA= 0,0038) y observada sobre todo en
poblacién africana.

Hasta ahora, no se ha descrito ninguna asociacién del gen CD207, ni su
variante rs115727537*T, con la EM. Sin embargo, en un trabajo realizado in
vivo, Schwarz y colaboradores (Schwarz et al. 2012) demostraron la
implicacion de la Langerina en la produccién de linfocitos T reguladores
inducida por la presencia de 1,25 dihidroxi-vitamina D. En este estudio se
expusieron los ratones a un unguento hecho a base de la forma activa de la
vitamina D (1,25 dihidroxi-vitamina D) observandose un aumento de linfocitos
T reguladores. Esta induccién era mediada por las células de Langerhans
que presentaban a la 1,25 dihidroxi-vitamina D como un antigeno. Aquellos
ratones que no expresaban Langerina eran incapaces de producir linfocitos T
reguladores. Este hallazgo, pendiente de ser validado, nos permite hipotetizar
una posible relacion entre este locus y la susceptibilidad a padecer EM en la
familia del estudio.

5.6.2. El complejo genético KIRy la EM

Las moléculas KIR (“Killer-immunoglobulin-like receptors”) son receptores
altamente polimorficos expresados fundamentalmente por las células NK
pero también por los linfocitos T CD4+. Su funcion es regular, de forma
directa 0 mediada por citosinas, la respuesta inmune en estas células (Biron
1997). Esta respuesta estd estrechamente relacionada a la tolerancia
inmunitaria (Vivier et al. 2012) y esta regulada por una serie de KIR, tanto

237



DISCUSION Estudio EMGypsy

activadores como inhibidores, que interactian constantemente con uno o
mas epitopos de alelos HLA de clase | (HLA-A, HLA-B y HLA-C), mediando y
actuando sobre todo contra virus y células tumorales (Bashirova et al. 2006;
Parham & Moffett 2013) (Figura 68).

El complejo genético que codifica los KIR, se localiza en el brazo largo del
cromosoma 19 (199g13). Consta de =1 Mb que regulan la expresion de un
grupo de entre 4 y 14 genes que muestran una amplia heterogeneidad
(Parham 2005).

Los KIR pueden ser expresados por linfocitos T CD4+ (Van-Bergen et al.
2009) vy, por tanto, la amplia heterogeneidad observada en estos receptores
puede justificar el efecto protector hacia la EM asociado a alelos HLA de
clase I (HLA-A*02:01) o la susceptibilidad asociada a alelos HLA de clase Il
(HLA-DRB1*15:01, HLA-DRB1*03:01 y HLA-DRB1*13:03).

Sin embargo, aunque la mayoria de los efectos predisponentes, protectores y
epistéticos ejercidos por alelos de la region HLA han podido ser validados en
los multiples GWAS realizados e incluso en los estudios con abordaje
mediante Inmunochip, en la actualidad estos abordajes no han sido capaces
de detectar una asociacion directa entre los KIR y la EM. Esto probablemente
se deba a la escasez de marcadores especificos en la mayoria de
plataformas de microarrays disponibles actualmente que evalGan la region

correspondiente a los KIR (Cortes & Brown 2011).

No obstante, otros estudios con marcadores orientados especificamente a la
region KIR (Hollenbach & Oksenberg 2015), han demostrado que la
presencia o0 ausencia de ciertas variantes pueden conferir un efecto

predisponente o protector contra la EM (Tabla 30).
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Figura 68. Funciones del complejo genético KIR (Vivier et al. 2012).

Tabla 30. Resumen de los alelos KIR implicados hasta ahora en la EM
(Hollenbach & Oksenberg 2015).

Alelo o locus Efecto Casos (n) Referencia
KIR2DL3 (ausencia) Predisponente 321 Jelci¢ et al. 2012
KIR2DL5/KIR3DS1 Predisponente 200 Garcia-Leén et al. 2011
KIR2DS1 Protector 121 Fusco et al. 2010
KIR2DS1 Protector 443 Bettencourt et al. 2014
Bw4 (ligando 3DL1) Protector 631 Lorentzen et al. 2009
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El gen KIR2DL1 (OMIM: 604936) codifica el receptor del mismo nombre,
consta de =14,5 Kb y ejerce una funcion inhibitoria al interactuar con epitopos
especificos sobre todo de HLA-C pero también sobre un pequefio subgrupo
de HLA-B (Colonna et al. 2000; Parham 2005; Moretta et al. 2006). Hasta
ahora, no se ha descrito una asociacién entre KIR2DL1 y la EM (Tabla 30).

En el afio 2007, Yeo y colaboradores (Yeo et al. 2007) estudiaron, utilizando
microsatélites y SNPs, un grupo de 480 trios familiares y un grupo de 721
casos esporadicos de EM comparados con 3.660 controles. Observaron una
asociacion residual a un HLA de clase | (HLA-C) y, concretamente, que HLA-

C*05 tenia un efecto protector contra la enfermedad.

HLA-C*05 interacciona especificamente con KIR2DL1 mediante el epitopo
denominado C2 (Colonna et al. 2000; Parham 2005; Moretta et al. 2006; Yeo
et al. 2007). Considerando que HLA-C*05 actlia como protector para la EM y
que KIR2DL1 ejerce una funcion inhibidora sobre las células NK y sobre
linfocitos T CD4+, la presencia de polimorfismos que alteren la funcién de
KIR2DL1 podria afectar la tolerancia inmunitaria mediada por HLA-C*05 v,
por tanto, potenciar la respuesta inmune mediada por estas células contra
antigenos propios. Esta respuesta inmune podria incluso estar
desencadenada por el VEB que es uno de los factores de riesgo ambientales
relacionados con la enfermedad (Figura 69). De hecho, la presencia de
polimorfismos en los KIR puede predisponer a la infeccidbn por este virus
(Qiang et al. 2012; Huo et al. 2015).

Por otro lado, los KIR también participan como mediadores de la respuesta
inmune contra células tumorales (Figura 68). La Torre y colaboradores (La
Torre et al. 2009) observaron una relacién entre polimorfismos de KIR vy
gliomas cerebrales de alto grado en la poblacion de Sicilia. La alta
prevalencia de diferentes tipos de neoplasias en la familia de estudio plantea
la posibilidad de que polimorfismos que alteren la funcion de KIR2DL1
podrian también afectar la respuesta inmunitaria mediada por HLA-C*05
hacia células tumorales, aumentado, por tanto, el riesgo de neoplasias en la
familia. Actualmente, el papel del gen KIR en relacion al cancer no esta claro,

pero es objeto de intensa investigacion (Dutta et al. 2014; Babor et al. 2014;
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Arima et al. 2015; Al Omar et al. 2015; Yeung et al. 2015; Konjevi¢ et al.
2015).

En la familia de estudio, la variante rs670771*C del gen KIR2DL1 mostr6 una
presencia mas elevada entre los sujetos afectados de EM en comparacion a
los sujetos controles, tanto en un modelo de herencia autosémico dominante

como en un modelo autosémico recesivo (p=0,049).

De esta forma, se puede considerar a KIR2DL1 como un gen candidato a
participar en el desarrollo de EM en esta familia en concreto. Ademas,
posiblemente participe en mediar la predisposicion a diferentes tipos de
neoplasias observada en el nacleo familiar principal (Figura 69).

Figura 69. Posible mecanismo por el que KIR2DL1 mediaria la
predisposicion a padecer EM y neoplasias en la familia de estudio.
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5.7. LIMITACIONES

Las limitaciones principales de este trabajo de tesis se pueden agrupar en:

1. Tamano de la muestra

El tamafio de la muestra es reducido ya que se trata de un estudio llevado
a cabo en una familia concreta. Ademas, las caracteristicas étnicas y la
idiosincrasia propias de los miembros de la familia, hicieron ain mas
dificultosa la tarea de reclutamiento de los individuos, de informacion
epidemioldgica y clinica, de obtencibn de muestras biologicas y de

obtencién de estudios de neuroimagen.

. Distribucién geografica de los sujetos de estudio

La distribucién geogréfica de los sujetos incluidos en el estudio se limita al
entorno de la provincia de Girona, por lo que no se puede descartar la
influencia de posibles factores ambientales en los resultados obtenidos.

. Caracteristicas étnicas de la poblacién de estudio

Debido a que esta familia se trata de una poblacion aislada, es decir, con
una elevada endogamia, y por tanto, con poco o nulo intercambio genético
con otro tipo de poblacién, las variantes genéticas asociadas al riesgo de
padecer la enfermedad identificadas en esta familia, puede que no sean
extrapolables a otras poblaciones (incluida la poblacién caucésica).

4. Ausencia de una cohorte de control con caracteristicas comparables

No se dispuso de una cohorte de control sana de etnia gitana comparable
a los miembros de la familia en estudio. Con el fin de minimizar la ausencia
de dichos controles, en el andlisis de resultados referentes al ADN
mitocondrial, comparamos nuestra cohorte con la de individuos de etnia
gitana afectados de EM publicada por Fernandez y colaboradores
(Fernandez et al. 2008) y con la cohorte “europea”’ de etnia gitana no

afectada de EM publicada por Gresham y colaboradores (Gresham et al.
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2001). Asimismo, para el caso del andlisis de la region HLA, se
compararon los resultados observados en la familia con los de un grupo de
108 pacientes afectados con EM de origen espafiol y etnia no gitana y un
grupo de 100 sujetos controles con otras enfermedades neuroldgicas (no
EM) también de origen espafiol y etnia no gitana, ambos procedentes de
una coleccion de muestras propias de la UNIEM. Para el estudio de
exémica hemos utilizado un miembro sano de la familia para descartar

variantes propias de la familia pero no relacionadas con la enfermedad.

5. Disefio del estudio

Al tratarse de un estudio transversal limita los hallazgos clinicos y
radiolégicos (y su posible correlacion con las variables genéticas) que
puedan ir apareciendo si realizdramos un seguimiento prospectivo como

parte de un estudio longitudinal.

6. Estudios de expresion o funcionales

Hacen falta estudios de expresion o funcionalidad, para demostrar los
efectos que los cambios descritos provocan en el funcionamiento de las

proteinas afectadas.
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5.8. PERSPECTIVAS DE FUTURO

En este estudio, hemos podido identificar la existencia de variantes genéticas
relacionadas con varios genes candidatos que podrian estar implicados en el
desarrollo de EM en esta familia concreta. Algunas de estas variantes no

habian sido descritas previamente en la literatura.

Las perspectivas de futuro que se plantean como continuacion de este

trabajo de tesis doctoral son:
1. Seguimiento longitudinal de la familia en estudio

Los miembros de la familia incluidos en el estudio se seguiran de forma
prospectiva tanto desde el punto de vista clinico como radiologico con el
objetivo de analizar el curso clinico de su enfermedad. En este sentido, un
grupo de sujetos con especial interés son aquellos con SRA, ya que
corresponden a una forma presintoméatica de la enfermedad y, por tanto, a
una posible fuente de marcadores de conversion clinica a EM. Aunque en
el presente trabajo de tesis se han considerado como un factor de
confusién dado el bajo numero de sujetos y a la ausencia de vinculo con el
nacleo familiar principal, en el caso de identificar nuevos miembros con
caracteristicas similares, podria tratarse de una cohorte muy interesante a

analizar.
2. Ampliacion del tamafio de la muestra

El seguimiento longitudinal prospectivo de los miembros de la familia
permitird aumentar el reclutamiento de nuevos individuos y, de esta forma,

aumentar el tamafo de la muestra.
3. Obtencién de una cohorte control con caracteristicas comparables

Uno de los requisitos fundamentales para dar consistencia a los resultados
de esta tesis doctoral es poder comparar la familia de estudio con una
cohorte control que posea caracteristicas epidemioldgicas y demograficas

similares. Para ello, se contactard con Ila Unibn Romani
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(http://www.unionromani.org/asosdir _es.htm) (Union Romani. 2015) para

poder dar a conocer este estudio y solicitar su maxima colaboracién.
4. Validacién de los resultados en otras cohortes

Se realizara una validacién de los resultados obtenidos en este trabajo de
tesis doctoral en otras cohortes de pacientes afectados con EM que sean
seguidas por otras Unidades de EM (Red Espafola de EM — REEM -) u
otras a nivel europeo y americano, con el objetivo de confirmar o descartar
gue los resultados obtenidos en este estudio sean especificos de la
poblacién analizada (etnia gitana) o estén influenciados por factores
ambientales o genéticos del entorno inmediato. En el caso de confirmar
gue los resultados observados sean especificos de la poblacién actual, se
intentara la validacion con pacientes de etnia gitana.

5. Estudios de expresion o funcionales

Uno de los siguientes pasos en el que estamos trabajando actualmente en
la familia de estudio, son estudios de expresién o funcionalidad, para
demostrar los efectos que las variantes descritas provocan en el
funcionamiento de las proteinas afectadas.
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Las conclusiones derivadas del estudio realizado en esta tesis doctoral son:

1. Los sujetos incluidos en el presente estudio (30 sujetos en total)
pertenecen a una extensa familia de etnia gitana con una forma
hereditaria de EM. Aquellos sujetos afectados (10 sujetos en total)
mostraron una amplia variabilidad clinica, presentando diferentes
formas de la enfermedad (SRA, SCA, EMRR y EMSP) ademas de
una alta carga lesional en la RM, cumpliendo 3 o mas de los criterios
de Barkhof para diseminacién en espacio.

2. El origen ancestral de los sujetos incluidos en el presente estudio se
ubica probablemente en la zona correspondiente al Medio Oriente,
ya que se observaron los 4 principales haplogrupos descritos para
poblacion gitana en aquella region M5, H, J y U3, sobre todo el
haplogrupo U3. El haplogrupo J mostré una mayor presencia entre
los individuos afectados de la familia respecto a los no afectados,
comparado con otras cohortes de etnia gitana afectados y no
afectados de EM descritas en la literatura.

3. Los alelos HLA-DRB1*03 y HLA-DQB1*02 fueron los mas
frecuentemente observados en los sujetos de la familia en estudio.
En todos los casos analizados, estos dos alelos se heredaron juntos
como parte de un mismo haplotipo, por lo que dicho haplotipo
DRB1*03-DQB1*02 se considera en parte responsable de la
susceptibilidad genética a padecer la enfermedad dentro de esta

familia. Ningun sujeto mostré el alelo de riesgo HLA-DRB1*15.
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4. De los 12 principales locus no HLA asociados a la EM, el gen CD58

se propone como candidato a participar en el desarrollo de EM en la
familia de estudio. En concreto, los SNPs rs2300747*A,
rs1335532*A y rs6677309*A, se observaron en homocigosis en

todos los sujetos afectados de EM.

. Mediante el abordaje exdmico, por un lado, el modelo autosémico

recesivo identificd el gen KIR2DL1 (rs115727537*T) como candidato
para el desarrollo de EM en la familia de estudio. Por otro lado, el
modelo autosomico dominante identific6 los genes KIR2DL1
(rs115727537*T) y CD207 (rs670771*C) como candidatos para el
desarrollo de la EM en la familia de estudio.
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8.1. ANEXO 1: Escala ampliada de discapacidad de Kurtzke
(EDSS) (traducida de Kurtzke 1983).

SISTEMAS FUNCIONALES (SF)

Piramidal
0. Normal.
1. Signos anormales sin discapacidad.

2. Discapacidad minima.

3. Paraparesia o hemiparesia leve o moderada. Monoparesia grave.

4, Paraparesia 0 hemiparesia grave. Monoplejia o tetraparesia
moderada.

5. Paraplejia o hemiplejia. Tetraparesia severa.

6. Tetraplejia.

Cerebelo

0. Normal.

1. Signos anormales sin discapacidad.

2. Ataxia leve.

3. Ataxia moderada de las extremidades o del tronco.

4. Ataxia severa de todas las extremidades.

5. Incapaz de realizar movimientos coordinados por ataxia.

Tronco del encéfalo

0.

1.

Normal.
Solamente signos.
Nistagmos moderado o cualquier otro tipo de discapacidad.

Nistagmos severo, pardlisis extraocular severa 0 moderada
discapacidad debida a otros pares craneales.

Disartria severa o cualquier otro tipo de discapacidad.

Incapacidad para tragar o hablar.
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Sensibilidad

0. Normal.

1. Alteracion de la sensibilidad vibratoria o grafestesia en 1 o 2
extremidades.

2. Disminucion leve de la sensibilidad tactil, dolorosa o de la posicional
y/o disminucion leve de la vibratoria en una o dos extremidades, o de
la vibratoria o grafestesia en 3 6 4 extremidades.

3. Id. moderada, incluida alteracion propioceptiva en 3 6 4 extremidades.

4, Id. intensa, o bien grave alteraciébn propioceptiva en mas de 2
extremidades.

5. Pérdida de la sensibilidad en 1 6 2 extremidades o bien disminucion
moderada de la sensibilidad tactii o dolorosa y/o pérdida de la
sensibilidad posicional en mas de 2 extremidades.

6. Pérdida de sensibilidad practicamente total por debajo de la cabeza.

Vejiga e intestino

0.

1.
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Funcién normal.

Ligero goteo al inicio de la miccion, urgencia miccional o retencion
urinaria. Estrefiimiento leve sin incontinencia.

Moderado goteo al inicio de la miccidén, urgencia miccional, retencion
urinaria 0 incontinencia urinaria poco frecuente. Estrefiimiento
moderado sin incontinencia.

Incontinencia urinaria o fecal de menos de 1 episodio semanal.

Incontinencia urinaria o fecal de varios episodios semanales pero no
diarios.

Incontinencia urinaria o fecal diaria.

Pérdida total del control urinario o fecal.
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Vision

0. Normal.

1. Escotoma con agudeza visual (corregida) superior a 20/30.

2. El ojo peor con un escotoma de agudeza entre 30/30 y 20/59.

3. El ojo peor (por escotoma o alteracion de campo) con agudeza

maxima entre 20/60 y 20/99.

4, Id. entre 20/100 y 20/200; o bien igual que un grado 3 ademas de una
maxima agudeza en el mejor ojo de 20/60 o inferior.

5. Id. en el 0jo peor con agudeza inferior a 20/200; o bien igual que un
grado 4 ademas de una maxima agudeza en el ojo mejor de 20/60 o
inferior.

6. Grado 5 ademas de una maxima agudeza visual en el ojo mejor de

20/60 o inferior.

Funciones mentales

0. Normal.

1. Unicamente alteracion del estado de animo (no afecta al EDSS).
2. Ligera alteracion cognitiva.

3. Moderada alteracion cognitiva.

4. Marcada alteracion cognitiva.

5. Demencia.
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EDSS
0 Examen neuroldgico normal (todos los SF son de cero).
1.0  Ninguna discapacidad, signos minimos en un SF (grado 1).

1.5 Ninguna discapacidad, signos minimos en mas de un SF (mas de un
SF con grado 1). Excluye funcién mental grado 1.

2.0 Minima discapacidad en un SF (un SF grado 2, el resto 0 0 1).
2.5 Minima discapacidad en dos SF (dos SF grado 2, el resto 0 0 1).

3.0 Moderada discapacidad en un SF (un SF grado 3, elresto 0 0 1) o leve
discapacidad en tres o cuatro SF (tres o cuatro SF grado 2, el resto 0 0
1) aunque plenamente ambulante.

3.5 Totalmente ambulante pero con moderada discapacidad en un SF (un
SF grado 3) y uno o dos SF grado 2; o dos SF grado 3 (el resto 0 o0 1);
o cinco SF grado 2 (el resto 0 0 1).

4.0 Completamente ambulante sin ayuda, autosuficiente durante 12 horas
diarias pese a una discapacidad relativamente grave consistente en un
SF grado 4 (el resto 0 o 1) o combinaciones de grados menores
excediendo los limites de los grados previos. Capaz de caminar sin
ayuda o descanso unos 500 metros.

45 Completamente ambulante sin ayuda, autosuficiente la mayor parte del
dia, capaz de trabajar durante la jornada completa pero tiene ciertas
limitaciones para una actividad plena, o bien requiere un minimo de
ayuda. El paciente tiene una discapacidad relativamente grave, por lo
general consistente en un SF grado 4 (el resto 0 0 1), o combinaciones
de grados menores excediendo los limites de los grados previos.
Capaz de caminar sin ayuda o descanso unos 300 metros.

5.0 Ambulante, capaz de caminar sin ayuda o descanso 200 metros;
discapacidad suficientemente grave como para impedir las actividades
de la vida diaria (por ejemplo, trabajar una jornada completa sin
medidas especiales). Los equivalentes habituales son un SF grado 5
(el resto 0 0 1), o combinaciones de grados menores, generalmente
excediendo las especificaciones del apartado 4.0.

5.5 Capaz de caminar 100 metros sin ayuda ni descanso, discapacidad
suficientemente grave como para impedir las actividades de la vida
diaria que incluyan el dia completo. Los equivalentes habituales son un
SF grado 5 (el resto 0 o 1), o combinaciones de grados menores,
generalmente excediendo las especificaciones del apartado 4.0.

6.0 Requiere ayuda unilateral intermitente o constante (baston, muleta)
para caminar 100 metros, sin o con descanso. Los equivalentes
habituales son combinaciones de mas de dos SF grado 3.

6.5 Necesita ayuda bilateral constante (bastones, muletas) para caminar
20 metros sin descanso. Equivale a combinaciones de mas de dos SF
grado 3+.
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7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

9.5

10

Incapaz de caminar més de 5 metros, incluso con ayuda. Basicamente
dependiente de la silla de ruedas. Capaz de trasladarse en la silla de
ruedas unas 12 horas al dia. Equivale a combinaciones de dos o0 mas
SF grado 4+ y muy raramente grado 5 en el SF piramidal.

Incapaz de caminar mas de unos pasos. Basicamente dependiente de
la silla de ruedas; puede necesitar ayuda para trasladarse con la silla
de ruedas; es capaz de mover las ruedas de una silla estdndar, pero
no puede hacerlo durante todo el dia; puede necesitar una silla
motorizada. Equivale a combinaciones de mas de un SF grado 4+.

Basicamente limitado a la cama o a una silla de ruedas, aunque puede
mantenerse fuera de la cama gran parte del dia; es capaz de realizar
gran parte de las funciones de auto-cuidado personal; generalmente
conserva el uso efectivo de las extremidades superiores. Equivale a
combinaciones de varios SF grado 4+.

Bésicamente confinado en cama la mayor parte del dia, puede utilizar
parcialmente las extremidades superiores y realizar algunas funciones
de auto-cuidado personal. Equivale a combinaciones de varios SF
grado 4+.

Paciente postrado en la cama; puede comunicarse y comer. Equivale a
combinaciones de varios grados 4+ en la mayor parte de los SF.

Paciente totalmente imposibilitado; incapaz de comunicarse ni comer.
Equivale a combinaciones de varios grados 4+ en casi todos los SF.

Defuncion por EM.
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8.2. ANEXO 2: Criterios de Barkhof (traducidos de Barkhof et al.
1997).

- 29 lesiones hiperintesas en T2 0 = 1 lesion en T1 realzada con
Gadolinio.

- 23 lesiones periventriculares.
- 21 lesion infratentorial.

- 21 lesion yuxtacortical.
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8.3. ANEXO 3: Consentimiento informado para los sujetos

incluidos en el estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PARTICIPACION

ESTUDIO: EMGypsy

INVESTIGADOR: René Robles Cedefio
Unidad de Neuroinmunologia y Esclerosis Mdltiple
Servicio de Neurologia
Hospital Universitario Dr. Josep Trueta
Avda. de Franca s/n
17007- Girona

APEIIIOS:. oo s
Nombre: . Fecha: .o,
COAIgO: e

1. INFORMACION AL SUJETO PARTICIPANTE

1.1. INFORMACION GENERAL

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio que esta llevando a
cabo la Unidad de Neuroinmunologia y Esclerosis Mdltiple del Hospital
Universitario Dr. Josep Trueta, al cual se le invita a participar. El estudio ha
sido ya revisado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
(CEIC) de este hospital.

La colaboracibn que le solicitamos consiste en un examen clinico
neuroldgico, una resonancia magnética tanto cerebral como medular y la
recogida de una muestra de sangre, pero ante todo, necesitamos su
consentimiento libre y voluntario. Por eso queremos proporcionarle la
informacion correcta y suficiente por que pueda valorar si quiere 0 no
participar en el estudio. Por tanto, lea esta hoja informativa con atencién y
nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir. Puede consultar la
decision con las personas que considere oportunas.
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1.2. PARTICIPACION VOLUNTARIA

Tiene que saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que
puede decidir no participar o cambiar su decisiéon y retirar el consentimiento
en cualquier momento, sin que por eso se altere la relaciébn con su médico ni
se produzca ningun perjuicio en su tratamiento.

En cualquier momento puede solicitar informacion complementaria al René
Robles Cedefio o0 en su caso al Dr. Lluis Ramié i Torrenta mediante el
teléfono: 972 940 200 extension: 2661 o a uniem.girona.ics@gencat.cat

1.3. DESCRIPCION Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

Usted esta siendo estudiado (a) porque pertenece a una extensa familia en la
cual hemos observado una alta prevalencia de una de las principales
enfermedades inflamatorias desmielinizantes del sistema nervioso central,
llamada Esclerosis Multiple. La causa de dicha enfermedad es desconocida
hasta la fecha y aunque existe cierta predisposicion genética, hasta ahora no
se ha podido identificar ninglin gen o grupos de genes que expliqguen en su
totalidad esta predisposicion. Por eso, nuestro objetivo es llevar a cabo un
extenso estudio clinico, radioldgico y genético sobre la Esclerosis Multiple
para tratar de identificar nuevos factores que puedan explicar la heredabilidad
de la enfermedad.

Para cualquier estudio cientifico no solo se necesita la valoracion clinica y/o
radioldgica, sino también la extraccion de muestras bioldgicas para poder
confirmar la especificidad de los resultados obtenidos. Es por eso, que le
pedimos su consentimiento para recoger toda esta informacion ademas de la
realizacion de una resonancia magnética y una extraccién de sangre a partir
de la cual obtendremos suero, plasma y material para estudios genéticos.
Estas muestras seran debidamente procesadas y guardadas. El material
biolégico no utilizado en este estudio, se almacenara para utilizarlo en futuros
estudios si aparecen nuevos datos sobre esta enfermedad o nuevas técnicas
de analisis y diagndstico, tanto en nuestro centro como por terceros, siempre
con el visto bueno de la Unidad de Neuroinmunologia y Esclerosis Multiple y
del Comité Etico de Investigacion Clinica.

1.4. METODO DE OBTENCION DE MUESTRAS Y PROCEDIMIENTOS

La muestra se obtendrd mediante una extraccion de sangre rutinaria con el
riesgo asociado a toda extraccion (por ejemplo, dolor de menor importancia,
hematoma, infeccion).

Las muestras obtenidas seran etiquetadas con un cédigo para mantener la
confidencialidad del sujeto participante en el estudio. Por la Ley de
Biomedicina del 2007 (ley 14/2007 de Investigacion Biomédica) la muestra
sobrante del estudio sera utilizada para futuros proyectos relacionados con
este proyecto o bien destruida, segun su voluntad.
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1.5. BENEFICIOS

Probablemente usted no reciba ningun beneficio directo con su participacion
en este proyecto, pero si la satisfaccion de haber colaborado en un proyecto
de investigacion que puede mejorar el bienestar y el tratamiento a pacientes
afectados de Esclerosis Mdltiple. Cualquier hallazgo que se pueda aplicar al
curso de su enfermedad, le ser& indicado.

Usted tiene derecho a conocer los resultados de los estudios que se
obtengan a partir del andlisis de las muestras dadas. Y también tiene derecho
a la no informacién de estos resultados.

En el caso de resultados genéticos relevantes para usted o su familia nos
comprometemos a ofrecerle consejo genético.

1.6. CONFIDENCIALIDAD

Los datos recogidos seran estrictamente confidenciales. Sélo se autorizara
para la recogida de datos de su historial médico a personas sometidas al
secreto profesional siempre con el previo conocimiento del Dr. Lluis Ramio i
Torrentd. Las muestras serdn codificadas para respetar el anonimato. En
ningln caso su nombre aparecera en la publicacién de los resultados.

Su privacidad esta protegida por las leyes nacionales (LO15/1999,
LGC5/2002 y por la ley 14/2007 de Investigacion Biomédica) y europea
(95/46/CE). Estas leyes ayudan a los investigadores a evitar accesos
involuntarios a informacion que podria exponer a los pacientes 0 a sus
familias a efectos adversos econdémicos, legales, psicolégicos y/o sociales.

De acuerdo con la ley LO15/1999, usted puede ejercer su derecho en el
acceso, modificacion, oposicién y cancelacion de sus datos. Y también puede
solicitar la destruccion de sus muestras.

1.7. COMPENSACION ECONOMICA

La donacién y la utilizacion de muestras biol6gicas humanas son gratuitas.
Por lo tanto, por su participacion en el estudio no recibira ninguna
compensacion econdémica.

En el supuesto de que se produjera un desarrollo comercial de los
conocimientos generados, los posibles beneficios que se podrian recibir irian
integramente a cubrir los objetivos cientificos del grupo de investigacion.

Firmando este consentimiento usted renuncia a los derechos sobre cualquier
uso comercial con la informacién o muestras que usted esta cediendo.
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2. CONSENTIMIENTO INFORMADO

* He leido la hoja informativa que se me ha entregado.

» He podido hacer preguntas sobre el estudio.

« He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

* He hablado con (nombre del investigador)........c.ccooviiiiiiiiiiiiie

e Comprendo que mi participacion es voluntaria.

e Comprendo que las muestras obtenidas seran etiguetadas con un cédigo
para mantener la confidencialidad de mis datos y que, de acuerdo con la Ley
de Biomedicina de 2007 (ley 14/2007 de Investigacion Biomédica) la muestra
sobrante del estudio serd utilizada por futuros proyectos relacionados con

este proyecto o con su enfermedad o bien destruida, segin mi voluntad.

» Comprendo que puedo revocar mi consentimiento en cualquier momento, sin
tener que dar explicaciones y sin que esto altere mi asistencia sanitaria.

¢Accede a que el investigador principal del proyecto (René Robles Cedefio) pueda
contactar con usted en un futuro si lo considera oportuno?

Si No

&Y libremente expresa su conformidad para participar en el estudio mediante la
realizacion de un examen neuroldégico, de una resonancia magnética craneal y
medular ademas de la donacién de una muestra de sangre para estudios genéticos?

Si No

Permito que mis muestras sean utilizadas en investigaciones futuras relacionadas
con la enfermedad por el grupo o por terceros.

Permito la utilizacién de las muestras en proyectos futuros y/o por terceros

No permito la utilizacibn de las muestras en futuros proyectos y/o per

terceros
Firma del sujeto: Firma del investigador:
Fecha: [/ / Fecha: [/ /

Firma de los padres o tutores en caso de menor de edad:

Fecha: [/
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8.5. ANEXO 4: Protocolo de realizacion de la RM

Los estudios de RM se realizardn en el Instituto de Diagnostico por la Imagen
(IDI) del Hospital Universitario Dr. Josep Trueta con un equipo de 1,5 Teslas
marca Philips®, modelo Intera (releasel?) implementado con las
actualizaciones mas avanzadas. Las exploraciones se realizaran con la
antena de cabeza emisora-receptora de radiofrecuencia. La exploracion

tendra una duracién estimada de 40 minutos.

Preparacion:

El paciente se colocara de la manera mas confortable sobre la camilla del
equipo de RM en posicién decubito supino, la union nasofrontal se situara en
el centro de la antena que se llevara al isocentro del iman. Una vez en el
interior se obtendran unas imagenes de baja resolucion en los tres planos del
espacio (sagital, axial y coronal). A partir del plano coronal se registrara una
imagen de alta resoluciéon del plano sagital medio ponderada en T1 que sera
utilizada como referencia para obtener una imagen oblicua axial ponderada
en T1 para que todos los participantes sean estudiados con un
posicionamiento similar y para facilitar el reposicionamiento en los estudios

de control.

RM cerebral:

Una vez obtenida la imagen axial de referencia, se iniciara la adquisicién de
imagenes de alta resolucion con diferentes ponderaciones. Se practicara una
secuencia spin-echo (SE) ponderada en T1 y otra turbo spin-echo ponderada
en T2 y densidad protonica (DP). Se realizaran también secuencias FLAIR.
Posteriormente se repetird la secuencia SE ponderada en T1 entre 5-20
minutos tras la administracién de contraste paramagnético (gadolinio-DTPA)
por via intravenosa a dosis de 0,1 mmol/Kg. Las diferentes imagenes se
registraran con cortes de 6 mm, que permitiran una cobertura anatomica
completa de todo el craneo. Se utilizaran matrices rectangulares con un

campo de vision de 250 mm que obtendran pixeles cuadrados de 1 x 1 mm.
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Técnica de RM cerebral:

Secuencias de localizacion utilizando técnica de reposicionamiento.
Secuencia transversal SE ponderada en DP y T2 obtenida con técnica
fast/turbo.

Secuencia transversal fast-FLAIR (altamente recomendable en el
diagnéstico inicial y opcional en los estudios de seguimiento).

Secuencia transversal ponderada en T1 con técnica SE convencional.
Secuencia sagital fast-FLAIR (opcional en los estudios de seguimiento)*.
Secuencia transversal ponderada en T1 con técnica SE convencional tras

inyeccion endovenosa de contraste paramagnético**.

Grosor de corte = 6 mm.

Resolucién en plano =1 x 1 mm

Orientacién = oblicua transversal (linea subcallosa)
Secuencia DP TE< 30m s; T2 TE >80 ms

*La secuencia sagital fast-FLAIR puede obtenerse inmediatamente después de la
administracion de contraste (se aprovecha el tiempo de espera requerido para la
obtencién de la secuencias T1 con contraste).

**La secuencia T1 con contraste debe realizarse 5-10 minutos después de su
administracion intravenosa.

PARAMETROS PLIED T2 T1 FLAIR Tt
proténica Gadolinio
Tipo de secuencia |[SEoFastSE |SEoFastSE |SE Fast FLAIR |SE
TR (ms) 2800-4000 2800-4000 450-650 |8000-12000 |450-650
TE (ms) 14-20 80-120 <25 80-120 <25
Tl (ms) - - - 2200-2800 -
Orientacion Axial Axial Axial Sagital/Axial | Axial
Numero de cortes |20 20 20 20 20
Adquisiciones 2 2 1-2 2 2
FOV (mm) 250 x 250 250 x 250 250 x 250 | 250 x 250 250 x 250
Matriz adquisicion | 256 x 256 256 x 256 256 x 256 | 256 x 256 256 x 256
Grosor (mm) 6mm 6 mm 6 mm 6 mm 6 mm
Gap (mm) 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
ﬁgjrgpensacmn = Opcional Opcional No Si Si
(0.2 cc/kg)
. obtezlé?sdee tras Adg: 5-20
L administracién | " trg:s
de Gadolinio | !nY&ccIon de
Gadolinio
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Técnica de RM espinal:

a. Secuencias de localizacion.
b. Secuencia sagital ponderada en T1 con técnica SE convencional.
c. Secuencia sagital ponderada en STIR/T2 obtenida con técnica fase SE.
d. Secuencia transversal ponderada en T1 obtenida con SE convencional
sobre la lesion en la que se identifica realce en la secuencia sagital T1.
e. Secuencia transversal ponderada en T2 obtenida con técnica eco de
gradiente (EG) (segmento cervical) o con eco largo obtenida con técnica
Fast (segmento dorsal) sobre la lesion/es identificadas (0 sospechosas)
en la secuencia sagital T2, o bien sobre el segmento medular en el que
existe alta sospecha clinica de lesion.
Grosor de corte = 3mm. Resolucién en plano =1 x 1 mm
Bobinas = “phase-Array” de columna
Secuencia T2 de doble eco; eco corto < 30ms; eco largo >80 ms
Las secuencias en plano sagital deben abarcar toda la extension medular. De forma
adicional pueden realizarse secuencias con campos de vision reducidos para estudios
de segmentos medulares con alta sospecha clinica de lesion o para confirmar lesiones
no bien definidas identificadas en la secuencia holomedular.
" T2 T2 T1
PARAMETROS | STIR T2 TL | (axial cervical) | (axial dorsal) | Gadolinio
Tipo de secuencia | Fast SE Fast SE SE EG Fast SE SE
TR (ms) 1829 2800-4000 | 450-650 700-900 2800-4000 450-650
TE (ms) 10 80-120 <25 20-30 80-120 <25
Orientacion Sagital Sagital Sagital Axial Axial Sag';allI/AXI
Numero de cortes 13 11 11 variable variable variable
Adquisiciones 3 2-4 2 2 2 2
FOV (mm) 300x400 300x400 300x400 250 x 250 180 x 180 variable
Matriz adquisicion | 256X256 | 256X256 | 256X256 256 x 256 256 x 256 256 x 256
Grosor (mm) 3mm 3 mm 3mm 3mm 3 mm 3 mm
Gap (mm) 0,3 0,3 0,3 variable variable O/variable
(0.2 cc/kg)
. Adqg: 5-20
Gadolinio min. tras
inyeccion
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