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1. Objetivos
1.1. Objetivo Primario

Llevar a cabo la fase de validacién de moléculas candidatas seleccionadas en sangre periférica durante
la fase exploratoria y distribuidas diferencialmente en pacientes con EMPP respecto a las formas
clinicas EMRR y EMSP, asi como con controles sanos, en una cohorte independiente de pacientes con
EM y controles:

* Confirmar su distribucién diferencial en una cohorte mas grande e independiente

* Evaluar si un patrén de expresion diferencial en el curso de esta enfermedad puede
proporcionar informacién sobre alguno de los mecanismos subyacentes a la patogenia de la
EMPP, a fin de mejorar el diagndstico, predecir la evolucién de la enfermedad y permitir la
monitorizacién de la progresion de ésta.

Los marcadores seleccionados se centraran en los receptores de citocinas o quimiocinas, asi como en
las proteinas implicadas en sus vias de sefializacion, y se validardn a nivel de variantes de
procesamiento alternativo del ARNm mediante PCR en tiempo real, y a nivel de proteinas mediante
citometria de flujo, ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzimas y luminometria.

1.2. Objetivos secundarios

e Validacidn analitica de la metodologia utilizada para la identificacion de aquellos biomarcadores
gue hayan superado las fases de validacién, a fin de facilitar su traslacién a entornos clinicos.
e Profundizar en el estudio de las vias de sefializacion mas afectadas.

2. Resultados
1. Resumen de la fase exploratoria por técnicas protedmicas

Como se menciond en la solicitud, se realizd un andlisis protedmico cuantitativo en el suero de 20
pacientes con Esclerosis Multiple clinicamente definida [7 con formas remitentes-recurrentes (RR), 7
con formas secundariamente progresivas (SP) y 6 con formas primariamente progresivas (PP)], asi como
en 7 sujetos sin enfermedades neurolégicas o inflamatorias que sirvieron como controles sanos (HC).
Estos pacientes no habian recibido tratamiento previo o se habian sometido a un periodo de lavado
con un promedio de 2,5 meses entre el cambio de inmunomoduladores.

Las fracciones de proteinas totales se analizaron mediante cromatografia nanoliquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (nanoLC-MS/MS) en un espectrometro de masas MALDI-TOF/TOF



UltrafleXtreme. El analisis de datos se realizé utilizando 4 motores de busqueda (Mascot, OMSSA, X!
TANDEM y Myrimatch) y una base de datos de destino construida a partir de secuencias en el proteoma
usando "Homo sapiens” en la base Uniprot Knowledge como referencia. Antes de analizar las muestras,
se purificaron para eliminar las proteinas mayoritarias (Top 10), se cuantificaron y se normalizaron a la
misma concentracidn de proteinas. Para el analisis de datos, las proteinas se normalizaron en el modo
"Cantidad total de péptidos" y las proporciones se calcularon utilizando el enfoque basado en la
abundancia de proteinas. La prueba de hipdtesis se llevé a cabo mediante un ANOVA basado en la
abundancia de cada una de las proteinas.

En el andlisis protedmico del suero de los pacientes en fase exploratoria se identificaron 1432
proteinas, de las cuales 393 cumplian con los siguientes criterios:

1) Eran proteinas “Maestras” dentro de su grupo proteico;
2) El porcentaje de falsos positivos era <1;
3) Se detectaron mds de 2 péptidos Unicos en la proteina.

Como se puede observar en la Figura 1, se observé un enriquecimiento diferencial de proteinas
séricas entre los pacientes con EM y los controles sanos, asi como entre las diferentes formas clinicas
de EM.

Data Source: Proteins : Abundances (Grouped)
Distance Function: Pearson

Linkage Method: Complete

Scaling: Scale After Clustering

PP, Sample
PS5, Sample
Control, Gontrol
RR, Sample

Figura 1. Mapa de calor mostrando la abundancia relativa de las 393 proteinas en suero que cumplian los
criterios especificados, en cada grupo de sujetos (EMPP, EMSP, EMRR y controles).



El cociente de abundancia [Abundance ratio (AR)] de las proteinas que diferian significativamente
entre las diferentes formas clinicas de los pacientes con EM y los controles sanos o entre las
diferentes formas clinicas entre si se detalla en las Tablas 1-2 y la Figura 2.

Tabla 1. Proteinas desreguladas en pacientes con EMPP comparado con los controles sanos y con las formas
clinicas EMRR y EMSP

Acceso Gen Descripcion de proteina EMPP vs. HC EMPP vs. EMRR EMPP vs. EMSP
[0S=Homo sapiens] Abundance p-valor |Abundance p-valor lAbundance p-valor
Ratio Ratio Ratio
P06703 S100A6 Protein S100-A6 61.323 0.016 41.870 n.s. 38.541 n.s.
P08246 ELANE Neutrophil elastase 32.889 0.018 9.408 n.s. 36.127 0.009
P30041 PRDX6 Peroxiredoxin-6 11.284 0.037 14.465 n.s. 11.605 n.s.
P18669 PGAM1 Phosphoglycerate mutase 1 4.490 0.004 3.209 0.024 3.557 n.s.
Q10588 BST1 ADP-ribosyl  cyclase/cyclic  ADP-ribose|3.966 0.008 1.556 n.s. 1.354 n.s.
hydrolase 2
Q9BXR6 CFHR5 Complement factor H-related protein 5 |0.422 0.011 0.648 n.s. 0.572 n.s.
P08637 FCGR3A Low affinity immunoglobulin gamma Fc|0.190 0.046 0.849 n.s. 0.582 n.s.
region receptor IlI-A
P13798 APEH Acylamino-acid-releasing enzyme 1.174 n.s. 3.103 0.044 1.477 n.s.
Q8NBP7-1 PCSK9 Proprotein convertase subtilisin/kexin|0.499 n.s. 0.481 0.034 0.557 n.s.
type 9
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Figura 2. a) Gréfica Volcano de los datos obtenidos en la cuantificacion de las proteinas con una abundancia
diferencial entre pacientes con EMPP y controles. b) Abundancia de cada una de las proteinas en los
diferentes grupos de pacientes y controles



Como se puede observar en la Tabla 1 y en la Figura 2, se encontraron 5 proteinas enriquecidas
diferencialmente en las formas EMPP al compararlas con los controles sanos: proteina S100-A6
(S100A6), elastasa neutrofilica (ELANE), peroxiredoxina-6 (PRDX6), fosfoglicerato mutasa 1 (PGAM1)
y ADP-ribosil ciclasa/ ADP ciclico-ribosa hidrolase 2 (BST1). En el caso de la proteina ELANE, uno de
los pacientes con EMPP mostraba valores desorbitadamente enriquecidos, aportando mucha
desviacidn al andlisis. Por el contrario, se encontraron dos proteinas con menor enriquecimiento en
el suero de los pacientes con EMPP que en el de los controles sanos: la proteina 5 relacionada con
el factor H del complemento (CFHRS5) y el receptor de baja afinidad de la fraccion Fc-gamma IlI-A
(FCGR3A).
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Figura 3. Graficas Volcano de los datos obtenidos en la cuantificacidon de las proteinas con una abundancia
diferencial a) entre pacientes con EMRR y pacientes con EMPP; b) entre pacientes con EMSP y pacientes con
EMPP.

Las 5 proteinas enriquecidas en las formas EMPP al compararlas con los controles, también se
encontraban enriquecidas al compararlas con pacientes con formas EMRR, aunque sélo PGAM1
alcanzé la significacion estadistica (Figura 3a), y con las formas EMSP, aunque soélo él
enriquecimiento de ELANE era estadisticamente significativo (Figura 3b). Adicionalmente, la enzima
liberadora de acido acilamino (APEH) se encontraba enriquecida en suero de pacientes con EMPP al
compararlo con pacientes con EMRR (Figura 3a). Las proteinas con un menor enriquecimiento en las
formas EMPP comparadas con los controles, también estaban menos enriquecidas en los pacientes
con EMPP que en los que presentaban las formas EMRR y EMSP, pero estas diferencias no
alcanzaban significacion estadistica. También se encontré una disminucion del enriquecimiento de
la proproteina convertasa de la subtisilina/kesina tipo 9 (PCSK9) en el suero de los pacientes con
EMPP que en los EMRR (Figura 3a).

Las proteinas diferencialmente abundantes (DAP) entre EMPP y controles estaban involucradas en
vias como la “degranulacién de neutréfilos” y la “regulacién de la cascada del complemento”.



Tabla 2. Proteinas desreguladas en pacientes con EMRR comparando con los controles sanos

Acceso Gen Descripcién de proteina Abundance Ratio p-valor
[0S=Homo sapiens] EMRR vs HC
P26927 MST1 o | Hepatocyte growth factor-like protein 2.547 0.009
STK4
P36980-1 CFHR2 Complement factor H-related protein 2 2.470 0.021
P04217-2 A1BG Isoform 2 of Alpha-1B-glycoprotein 0.498 0.007
P01834 IGKC immunoglobulin kappa constant 0.290 0.031
P08637 FCGR3A Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor lll- | 0.224 0.031
A
PODOX7 immunoglobulin kappa light chain 0.149 0.028

En la Tabla 2 podemos observar que se encontraron dos proteinas enriquecidas en el suero de los
pacientes con EMRR cuando se comparaban con el suero de controles sanos: la serin/treonin
quinasa proapoptodtica activada por estrés (MST1) y la proteina 2 relacionada con el factor H del
complemento (CFHR2). Por el contrario, la isoforma 2 de la glicoproteina alfa-1B (A1BG), las cadenas
constantes y ligeras kappa de las inmunoglobulinas y el receptor de baja afinidad de la fraccion Fc-
gamma llI-A (FCGR3A) presentaban un menor enriquecimiento en suero en los pacientes con EMRR
gue en los controles.

Las proteinas desreguladas en los pacientes con EMRR se encontraban implicadas en las siguientes
vias del Reactome: “regulacion de la adhesiéon a matriz celular”, “regulaciéon de la activacion
macrofagica”, “regulaciéon del reciclaje e internalizacion de receptores” y “metabolismo
lipoproteico”.

Tabla 3. Proteinas desreguladas en pacientes con EMSP comparando con los controles sanos

Acceso Gen Descripcion de proteina Abundance Ratio p-valor
[0S=Homo sapiens] EMSP vs. HC

P08637 FCGR3A Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor IlI-A 0.327 0.016

PODOX7 immunoglobulin kappa light chain 0.227 0.029

P01834 IGKC immunoglobulin kappa constant 0.287 0.008

P12814-1 ACTN1 Alpha-actinin-1 0.401 0.004

En la Tabla 3 podemos observar como el suero de los pacientes con EMSP mostraba un menor
enriquecimiento de FCGR3A, cadenas constantes y ligeras kappa de las inmunoglobulinas y alfa-
actinina 1 (ACTN1), que el suero de los controles.

2. Fase de validacion por enzimoinmunoensayos de los marcadores encontrados
diferencialmente enriquecidos en suero en la fase exploratoria, por técnicas protedmicas

La validacién de la determinacién de las proteinas con enriquecimiento diferencial se llevd a cabo
en una cohorte independiente de 75 pacientes con EM no tratados con fdrmacos modificadores de
la enfermedad (34 con EMRR, 21 con EMSP y 20 con EMPP), asi como en 20 controles, mediante
enzimoinmunoensayos comerciales.



Proteinas desreguladas en las formas EMPP

De las 7 proteinas desreguladas en el analisis protedmico en las formas EMPP, sélo se validaron los
resultados por ELISA, al incrementar el tamafio muestral, en el caso de la peroxiredoxina-6 (PRDX6).
Mediante la prueba de Kruskal-Wallis se demostré un enriquecimiento diferencial de esta proteina
entre los diferentes grupos (p=0,004). Al realizar las comparaciones entre parejas, se mostro un
enriquecimiento en las formas EMPP y EMRR comparadas con controles (p<0.001 y p= 0.016,
respectivamente), asi como entre pacientes con formas EMPP y EMSP (p=0.028) pero, al ajustar por
comparaciones multiples, sélo se mantuvo la significacion en la comparacién de las formas EMPP
con los controles (padj = 0.002), como se puede observar en la Figura 4, donde se indican ademas las
medianas y rangos intercuartilicos (RI) para cada grupo de sujetos.
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Figura 4. Distribucién de la abundancia de la peroxiredoxina-6 (PRDX6) en el suero de controles, y pacientes
con formas EMRR, SP y PP.

Cuando se evalud la abundancia de proteinas desreguladas en formas EMPP al compararla con la de
formas EMRR, APEH estaba enriquecida en el suero de todas las formas clinicas de EM al compararlo
con el de controles (p= 0.039 EMRR; p= 0.024 EMSP; p<0.001 EMPP), y también era superior en las
formas EMPP que en las formas EMRR (p=0.027), pero sélo superaba la correccién por
comparaciones multiples en el caso de la forma EMPP vs HC (padj = 0.001), como se puede observar
en la Figura 5.
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Figura 5. Distribucién de la abundancia de la enzima liberadora de acido acilamino (APEH) en el suero de
controles, y pacientes con formas EMRR, SP y PP.

Los resultados de BST1 del estudio proteédmico, en los que esta proteina era mds abundante en las
formas EMPP que en los controles sanos, no se consiguieron replicar por ELISA. Sorprendentemente,
esta proteina se encontré mas elevada en el suero de los pacientes con EMRR que en el de los
controles (p< 0.0001), pacientes con EMSP (p=0.048) y pacientes con EMPP (p=0.005), manteniendo
la significacidn tras correccién por Bonferroni para las comparaciones con controles (psj< 0.0006) y
formas EMPP (p,=0.031).
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Figura 6. Distribucion de la abundancia de la proteina BST1 en el suero de controles, y pacientes con formas
EMRR, SPy PP,

Las otras proteinas desreguladas en pacientes con EMPP en el andlisis transcriptémico: S100A6,
ELANE, PGAM1, CFHR5, y FCGR3A no mostraron enriquecimiento diferencial en el suero de ninguno
de los grupos analizados.



Proteinas desreguladas en las formas EMRR

De las 6 proteinas desreguladas en el suero de los pacientes con formas EMRR en el analisis
protedmico, al analizar los sueros en esta cohorte con mayor tamafio muestral por
enzimoinmunoensayos, sélo se encontré desregulada la MST1. Los valores de MST1 durante la
validacién mostraron tendencias opuestas a las del andlisis protedmico, pues hubo un menor
enriquecimiento de esta proteina en el suero de los pacientes con EMRR que en el de los controles
(paj< 0.001) y en el de los pacientes con formas EMPP (paj<=0.003), como se puede observar en la
Figura 7.
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Figura 7. Distribucidn de la abundancia de la proteina MST1 en el suero de controles, y pacientes con formas
EMRR, SPy PP.

En conclusidn, encontramos un enriquecimiento diferencial de PRDX6 y APEH en el suero de
pacientes con formas EMPP en comparacién con los controles, un enriquecimiento de la proteina
BST1 en el suero de los pacientes con formas EMRR en comparacion con pacientes con formas EMPP
y controles sanos, y una menor abundancia sérica de la proteina MST1 en el suero de los pacientes
con formas EMRR en comparacién con pacientes con formas EMPP y controles sanos. El gran valor
de este estudio es la determinacion de estas proteinas séricas en pacientes no sometidos a
tratamientos modificadores de la enfermedad, descartando una influencia de estos ultimos en las
concentraciones séricas de los mencionados marcadores.

La peroxiredoxina 6 (PRDX6) es una proteina antioxidante que participa en la homeostasis redox, el
recambio de fosfolipidos, el metabolismo de los glicolipidos y la sefializacién celular (1). Su expresion
se ha encontrado marcadamente incremetada en astrocitos de la médula espinal de ratones con
encefalitis autoinmune experimental, en donde parece ejercer un papel a la hora de contener la
inflamacién en el SNC, reducir la desmielinizacion y la neurodegeneracion y potenciar la
supervivencia de los oligodendrocitos ((Yun et al., 2015). Otros autores también han encontrado
niveles elevados de esta proteina en el suero de pacientes con EM y con trastornos de espectro



neuromielitis optica (NMOSD) al compararlo con sueros de pacientes con otras patologias
neuroldgicas, y sugieren que, junto a la PRDX5, ambas proteinas jugarian un papel en la patogénesis
de la EM y NMOSD (Uzawa et al., 2020).

La enzima liberadora de acido acilamino (APEH) también participa en la homeostasis redox,
degradando selectivamente las proteinas oxidadas y actuando como un componente de la respuesta
celular al dafio del ADN (4), pero su papel en la EM no se ha explorado todavia.

La proteina BST1 es una glicohidrolasa que se expresa principalmente en tejidos linfoides y en
intestino y es la responsable de escindir NAD para generar nicotinamida. A través de un estudio de
expresion de miRNA se identificé al gen BST1 como uno de los asociados con disfunciones cognitivas
en pacientes pediatricos con EM (5). Esta proteina también se ha asociado a un mayor riesgo de
enfermedad de Parkinson (6),y se ha correlacionado con trastornos depresivos mayores (Chen et al.,
2022).pero su papel en la EM todavia esta por explorar.

La proteina similar al factor de crecimiento de hepatocitos 1 (MST1 o STK4) es un miembro de la
superfamilia de protein-quinasas activadas por mitégenos (MAPK), que promueve la apoptosis a
través de la fosforilacion de los factores de transcripcidon Forkhead box O (FOXO). En el dafio cerebral
agudo, suprime la expresion de genes antiapoptdticos mediante la inhibicién de la via de
sefializacion MAPK-ERK (8). Su gen se encontré expresado diferencialmente en LCR de pacientes con
EM al compararlos con controles, en un analisis basado en redes de genes y fue uno de los
identificados como posibles genes candidatos para EM (9). Sin embargo, en nuestro estudio, su
abundancia sérica se encuentra disminuida en los pacientes con EMRR frente a controles sanos y
pacientes con formas EMPP. La sefializacion de MST1 a través de su receptor (MST1R) en células
macrofagicas juega un doble papel en la regulacién de la inflamacidn; inicialmente estimula la
quimiotaxis y la fagocitosis (activacién de células de estirpe macrofagica) y luego ejerce amplios
efectos inhibitorios sobre los macréfagos, lo que limita el alcance de las respuestas inflamatorias
(10).

Estas 4 proteinas con enriquecimiento diferencial frente a controles podrian ser potenciales
biomarcadores para la EM, pero necesitan estudios de replicacidn, asi como estudios funcionales
que evallen su papel en la patogénesis de la EM.

3. Resumen de la fase exploratoria por técnicas transcriptomicas

En la fase exploratoria se realizd un analisis detallado de las isoformas solubles y de membrana,
generadas por procesamiento alternativo de ARNm, de receptores de citocinas, receptores de
guimiocinas y proteinas involucradas en sus vias de sefializacidn intracelular, mediante RNAsec con
tecnologia lllumina. Se prepararon bibliotecas de lllumina del tipo "ARNm trenzado" para conservar
la informacién sobre la cadena de origen del ARNm y se secuenciaron las bibliotecas en un kit HiSeq
2000 en modo de extremo emparejado 2x75. Se obtuvo una profundidad de secuencia minima de
65 millones de lecturas por biblioteca, para realizar estudios de empalme alternativo en humanos.
Las lecturas de buena calidad se alinearon con el transcriptoma humano con la herramienta TopHat2
y la expresion diferencial se evalué con CuffDiff. La deteccidon y andlisis de eventos de splicing
alternativo se realizd6 mediante el software RNASeq-Mats. Este estudio se llevd a cabo en 19
pacientes con EM; 7 con formas EMRR, 7 con formas EMSP y 5 con formas EMPP, asi como en un
grupo de 7 individuos control sin patologia neuroldgica o inflamatoria conocida y 2 individuos con



otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias (OIND). Todos los pacientes con EM estaban sin
tratamiento modificador de la enfermedad en el momento de la extracciéon de la muestra, bien
porque no lo habian recibido nunca o bien porque habian completado su periodo de lavado para
proceder a un cambio de tratamiento.

En el analisis transcriptémico de variantes de procesamiento alternativo mediante RNAseq en
células mononucleares de sangre periférica, encontramos 1475 isoformas expresadas
diferencialmente en pacientes con EM frente a controles (387 subexpresadas y 1088
sobreexpresadas), correspondientes a 960 genes diferentes. Cuando se analizaron por forma clinica,
los pacientes con EMRR mostraron 1182 variantes expresadas diferencialmente (VED) con respecto
a los controles, los pacientes con EMSP mostraron 8347 VED vy los pacientes con EMPPS mostraron
52 VED.

En los mapas de calor de agrupacion de las isoformas de procesamiento alternativo o “splicing”, los
pacientes con EMPP se agruparon de manera diferente a los controles (Figura 8), a los pacientes con
OIND (Figura 9) y a los pacientes con EMSP (Figura 10). Sin embargo, cuando se analizaron las
variantes splicing entre pacientes con EMRR y EMPP, se encontré una heterogeneidad llamativa de
los pacientes con EMRR: aquellos pacientes con EMRR clinicamente activa, muestreados al final del
periodo de lavado vy listos para cambiar su tratamiento debido a una respuesta subdptima, se
agruparon en un lado, mientras que los pacientes con EMRR que nunca habian recibido tratamiento
se agruparon junto con los pacientes con EMPP (Figura 11).
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Figura 8. Mapas de calor de las 50 variantes de splicing con mayor expresién diferencial en la comparacién de
pacientes con EMPP y controles.

Cuando se analizaron las VDE entre Controles y EMPP por Reactome, las vias mas afectadas fueron las
involucradas en la "reparacion del ADN"



1 groun

F
M

-2

Figura 9. Mapas de calor de las 50 variantes de splicing con mayor expresidn diferencial en la comparacién de
pacientes con EMPP y OIND.

Cuando se analizaron las VDE entre EMPP y OIND por Reactome, las vias mas afectadas fueron las
involucradas en la " "transcripcidn estimulada por NGF (factor de crecimiento nervioso)"
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Figura 10. Mapas de calor de las 50 variantes de splicing con mayor expresiéon diferencial en la comparacién de
pacientes con EMPP y EMSP.

Cuando se analizaron las VDE entre EMSP y EMPP por Reactome, las vias mas afectadas fueron la
“via endosomal/vacuolar”, la “via del interferén gamma”, la “via de presentacién de antigenos”, la
“sefializacion de interferdn alfa/beta” y la “sefializacién por IL-10”.



-1

Figura 11. Mapas de calor de las 50 variantes de splicing con mayor expresion diferencial en la comparacion de
pacientes con EMPP y EMRR.

Cuando se analizaron las VDE entre EMRR y EMPP por Reactome, las vias mas afectadas fueron “Via
endosomal/vacuolar”, “Via del interferon gamma”, “Sefializacion de interferén alfa/beta”,
“Sefializacion de IL-10”, “Via de presentacion de antigenos”, “Sefalizaciéon de IL-4 e IL-13”, “Unidn
de receptores de quimiocinas a quimiocinas” y “Sefializacién de la familia IL-1”.

3.1. Isoformas desreguladas de pacientes con EM frente a sujetos control en el analisis
protedmico

Como primera aproximacion para reducir el nUmero de variantes seleccionadas para trasladarlas al
proceso de validacién, elegimos todos los genes desregulados en el conjunto de pacientes con EM
(RRMS, SPMS y PPMS) con respecto a los controles y agrupamos las variantes génicas en funcién de
los procesos biolégicos comunes en los que intervienen, encontrado un conjunto de isoformas con
alto valor discriminativo para pacientes con EM, que estan implicadas en la via de sefializacion del
inflamasoma NLRP3, que decidimos trasladar al estudio de validacién. Entre ellas, caben destacar
las siguientes:



Tabla 4. Isoformas de procesamiento alternativo sobreexpresadas en pacientes con EM frente a controles e
implicadas en la via del inflamasoma NLRP3.

EM vs HC EM vs HC EM vs HC
Isoforma p adj. Isoforma p adj. Isoforma p adj.
IL-1B-201 9,0E-06 NF-kB1-214 4,6E-04 | NF-kBIZ-206 3,8E-04
IL-1B-206 8,5E-05 NF-kB2-203 5,6E-04 | NF-kBIZ-209 0,035
ILLRN-202 1,3E-04 NF-kBIA-204 0,021 NLRP3-203 4,1E-05
ILIRN-205 2,8E-04 NF-kBIA-205 0,009 TNF-208 1,1E-04
IL1R1-205 0,036 NF-kBIA-206 0,007 CASP1-205 0,006
IL-18-206 0,026 NF-kBIA-207 0,037 CASP1-213 0,045
ICAM1-201 0,003 NF-kBIA-208 0,003 PLAUR-214 8,8E-04
ICAM1-203 0,002

Dentro de estas isoformas, en el grupo de pacientes, algunas presentaban una expresion mas
elevada en las formas clinicas EMSP, que en las formas EMRR, lo que nos hacia pensar no sélo que
pueden ser potenciales marcadores diagndsticos, sino que ademas podrian estar jugando un papel
importante en la evolucion de la enfermedad.

Tabla 5. Isoformas de procesamiento alternativo sobreexpresadas en pacientes con EMSP frente a EMRR e
implicadas en la via de sefializacion del inflamasoma NLRP3.

Isoforma RR vs SP (p adj.)
IL-1B-205 0,028
IL-1B-207 0,035
NLRP3-04 2,3E-%
NF-kBIZ-203 0,006
NF-kBIZ-205 0,014
NF-kBIZ-210 0,024




3.2. Isoformas desreguladas de pacientes con EMPP frente a sujetos control en
el analisis protedmico

En la Tabla 6 se muestran las 20 variantes splicing mas desreguladas entre pacientes con
EMPP y controles. Como se puede observar, la mayoria de las variantes sobreexpresadas
codificaban proteinas.

Tabla 6. Las 20 variantes de splicing con mayor expresion diferencial en la
comparacion de pacientes con EMPP y controles.

Entrada Isoforma Biotipo Gen Shrunken FC p adj.
ENST00000586113.1  FOSB-205 retained_intron FOSB 2,9185 0,0005
ENST00000371279.4  PARS2-201 protein_coding PARS2 1,6646 0,0501
ENSTO0000494066.1 NMRK1-207 nonsense_mediated_decay NMRK1 1,6489 0,0396
ENST00000324787.10 MRPS33-201 protein_coding MRPS33 1,5141 0,0045
ENST00000240055.8 NFYB-201 protein_coding NFYB 1,5017 0,0264
ENST00000219207.10 PLLP-201 protein_coding PLLP 1,4428 0,0296
ENST00000474802.1 PREB-209 retained_intron PREB 1,4026 0,0249
ENST00000283122.8 CETN3-201 protein_coding CETN3 1,4008 0,0408
ENST00000392232.7 ZNF181-201 protein_coding ZNF181 1,3559 0,0408
ENST00000333926.6  CISD1-201 protein_coding CISD1 1,3005 0,0466
ENST00000438666.7 SPART-202 protein_coding SPART 1,2377 0,0460
ENST00000332349.5  JRKL-201 protein_coding JRKL 1,2158 0,0466
ENST00000331327.5 PURA-201 protein_coding PURA 1,1640 0,0301
ENST00000227349.7  JHY-201 protein_coding JHY 1,1454 0,0396
ENST00000231948.8 CRBN-201 protein_coding CRBN 1,1396 0,0494
ENST00000358812.9 MANEA-201 protein_coding MANEA 1,1324 0,0398
ENST00000269466.8 ELAC1-201 protein_coding ELAC1 1,1146 0,0264
ENST00000367559.7 RNASEL-201 protein_coding RNASEL 1,0804 0,0006
ENST00000264689.11 UFSP2-201 protein_coding UFSP2 1,0688 0,0264
ENST00000368636.8 BNIP3-201 protein_coding BNIP3 1,0058 0,0249

Los resultados significativos en la comparacién de los distintos transcritos de splicing
alternativo de los pacientes con EMPP frente a sujetos control tras el analisis RNA-seq,
se analizaron en la plataforma Reactome para identificar las rutas biolégicas sobre las
que actuan dichas isoformas, encontrando la ruta de “Reparacion de ADN” vy, en
concreto, la de “Reparacién de escision de bases defectuosas asociadas con
MUTYH”como la mas involucrada. La variante génica que aparece involucrada en mas
rutas es MUTYH. Uniprot recoge 21 isoformas splicing para MUTYH y Ensembl recoge 47
isoformas diferentes, 18 de ellas codificantes de proteina. La isoforma infra-expresada
de forma significativa en nuestro analisis de RNA-seq es la MUTYH-209, una variante con
1706 pares de bases, que codifica proteina. Ademas de MUTYH, otras variantes
involucradas en las rutas con mayor nivel de significacién son: PTPN12-206, ERCC4-201,
RAD52-202, PREB-209, NFYB-201, CPNE8-204, PURA-201, GMIP-207, TIAM2-205, STK10-
216, RPL15-210, y RNASEL-201.

3.3. Isoformas desreguladas de pacientes con EMPP frente a EMRR en el andlisis
protedmico



Las vias de sefializacion de las isoformas sobre expresadas en pacientes con EMPP
frente EMRR con mayor representacién se agrupan en los procesos biolégicos del
sistema inmune adaptativo, transduccién de seiial y respuesta celular a estimulos
(Figura 12), en concreto, en respuesta celular a estrés, sefializacidon de citoquinas,
degradacion de neutrodfilos, disolucion del coagulo de fibrina y sefializacién por
receptores acoplados a proteina G.
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Figura 12. Representacion del analisis Reactome. Vias de sefializacion de las isoformas sobreexpresadas
significativamente en pacientes con EMPP frente EMRR.

4 Fase de validacion de las técnicas transcriptomicas por PCR a

tiempo real
Después la fase exploratoria con métodos -6micos, iniciamos una replicacién de

estos resultados para validar un panel de candidatos a biomarcadores seleccionados
durante la fase exploratoria. Se realizd en una cohorte independiente de 132
pacientes con EM (70 RR, 44 SP, 18 PP), 42 HCy 7 OIND, para confirmar la distribucién
diferencial de los candidatos a biomarcadores y evaluar cual de ellos podia ayudar a
mejorar el diagndstico, y predecir la evolucion de la progresion de la enfermedad

4.1 Seleccion de Pacientes
Se realizd una seleccion de pacientes con Esclerosis Multiple Clinicamente

Definida, que no hubieran sufrido brotes en los 3 meses previos a la extraccién y que
no estuvieran tratados con farmacos modificadores de la enfermedad, bien porque



el paciente no hubiese estado sometido nunca a tratamiento o porque hubiera
completado el periodo de lavado después de un tratamiento.

4.2 Toma de muestras y extraccion de ARN total
A cada sujeto incluido en el estudio se le extrajeron 6 ml de sangre venosa

periférica en 2 tubos Tempus, que se criopreservaron hasta la extraccién de ARN
mediante el kit de aislamiento de ARN Tempus Spin (Applied Biosystems). Se
cuantifico la cantidad de ARN extraida mediante espectrofotémetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific®) y la integridad con Qubit™ RNA 1Q Assay Kits (Invitrogen).

4.3 Obtencidon de ADN complementario mediante retrotranscripcion inversa
(RT-qPCR)
La retrotrascripcion a ADN complementario (ADNc) de estas muestras se llevd
a cabo con la enzima MMLV, ajustando a una concentracion final de ADNc de 50

ng/ul.

4.4 Validacion por qPCR a tiempo real.

4.4.1 Disefio de primers

Nuestro estudio se basd en la validacién de isoformas de procesamiento
alternativo de ARN mensajero, por lo que era muy importante disefiar primers
especificos para esas isoformas, que no hibridaran con ninguna otra, para no perder
sensibilidad en el analisis.

Paraello, se emplearon las herramientas informaticas disponibles en la red. Se
buscaron los transcritos de interés en http://www.ensembl.org y se accedié a

sus secuencias y alineamiento. Se disefiaron los primer exclusivos de cada isoforma
con la herramienta Primer Blast, del Nacional Center for Biotechnological Information
(NCBI) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.

Una vez disefiados, se comprobé mediante estas mismas herramientas, que
los primers hibridaban en una region concreta y eran especificos y exclusivos de la
isoforma que queriamos amplificar.

El disefio de los primers especificos de isoforma ha sido una de las mayores
dificultades del proyecto y, en algunas ocasiones hemos tenido que diseiar hasta 3
parejas de primers diferentes por isoforma y no hemos conseguido una amplificacion
con un Unico pico de melting y una adecuada eficiencia, por lo que, para evitar
sesgos, esas isoformas no se han incluido en el analisis.

Hubo un grupo de isoformas de splicing, desreguladas significativamente en la
comparacion entre pacientes con EMPP y los controles, que no se han podido incluir
en el estudio de validacidn ya que no se han conseguido disefiar primers exclusivos que
amplificaran un fragmento con un Unico pico de melting y una adecuada eficiencia.
Entre ellos cabe mencionar: MUTYH-209 (47 isoformas diferentes), CETN3-201 (en el


http://www.ensembl.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

fragmento exclusivo no se pudieron disefar primers adecuados), FAM200B-201 (22
isoformas diferentes), FBLN2-201 (La temperatura de melting era demasiado baja),
JHY-201 (No se pudieron disefiar primers exclusivos), NFYB-201 (No se pueden disefiar
primers exclusivos) y AGK-212 (25 Isoformas diferentes)

4.4.2 gPCR atiempo real

La cuantificacién de la expresiéon relativa de las diferentes isoformas de
procesamiento alternativo por PCR a tiempo real se realizd, en duplicado, en un equipo
Light Cycler 480, de Roche mediante la soluciéon SsoFastTM EvaGreen® Supermix.
Ademas del ciclo de preincubacién a 952C durante 5 min y los 40 ciclos de Amplificacion
(desnaturalizaciéon a 95 °C durante 5 seg + hibridacién a 60 °C durante 5 seg +
elongacién a 729C durante 25 segs), se afiadid una curva de melting con adquisicion
continua de la senal de fluorescencia para discriminar los productos no especificos
(primer-dimers o cualquier otro producto no buscado) de los amplicones especificos.
Asi mismo, se analizaron por electroforesis los productos de amplificacion de PCR en
gel de agarosa al 2%, para comprobar que el tamafio del amplicén se correspondia con
el esperado. Para la cuantificacion relativa de la expresidn de estas variantes de splicing
se utilizaron 2 genes constitutivos: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) y
la Enzima conjugadora de la ubiquitina E2D2 (UBE2D2).

El calculo de la ratio de expresién se calculé mediante dos métodos: el método
2 delta-delta Ct (2-AACt) y el método E, que incluye la eficiencia (E) de la reaccion de
PCR como factor de correccion. Para calcular la eficiencia de la reaccidn con los primers
disefiados para cada isoforma, se realizaron curvas estandares a partir de 7 diluciones
seriadas (8 puntos), con 3 réplicas por dilucién. Sélo se incluyeron en el andlisis
aquellas isoformas cuyos primers mostraban una eficiencia de reaccién en torno a 2.
Adicionalmente, como calibrador de las placas se incluyé un ADNc formado por un

III

“pool” de muestras, que permitia corregir los efectos causados por las diferencias de

amplificacién entre placas.

Las diferencias de expresion de las variantes entre las distintas formas clinicas de
EM, controles y OIND, se realizaron mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis.
Para establecer las diferencias entre dos grupos de individuos se utilizé la comparacién
por pares y se ajustaron para pruebas multiples con la correccion de Bonferroni (p adj.).
En este caso, el andlisis estadistico se realizé con el software GraphPad Prism version 6.
Los niveles de significacion se establecieron como * p < 0,05, **p <0.01, ***p < 0.001y
**%%p < 0.0001.

En las tablas 7 y 8 se muestran las caracteristicas de los primers disefados para 42
isoformas hasta la fecha. Bajo observaciones se indican las isoformas para las que no se
han conseguido disefiar primers especificos porque o bien hibridaban con otra isoforma
del mismo gen, o bien en otra zona del genoma.



Tabla 7. Disefio y puesta a punto de los primers disefiados para las isoformas implicadas en la

via de sefnalizaciéon del inflamasoma NLRP3.

Autohibridacién 3' Longitud Amplificacién de
Isoforma Biotipo Autohibridacién producto otras zonas no | Observaciones Electroforesis
desadas
protein_coding 60,18 2 0 CNP, longitud 2446 .
201 59,75 3 0 113 o 113 pb 1 picoa 82,4
206 tained_int 60,49 4 0 78 N 78 pb 1 pico a 80,5
retained_intron 60,31 P o o p pico a 80,
18 207 d_t 61,33 4 1 175 N 175 pb 1 pi 80
processed_transcr - "o r 5 o p pico a
60,59 4 2
208 retained_intron 99 No 99 pb 1 pico a 81,5
60,04 3 1
205 tein_codi oo 3 0 541 541 pb N lificé
IL1IR1 protein_coding 59,96 2 ° pl o amplificé
202 protein_coding ’::cﬁj::c:srs
ILIRN 59,48 4 2
205 protein_coding 263 No 263 pb 1 pico a 81,6
60,11 4 2
IL18 206 tained_int 0025 : 2 174 N 174 pb N lificd
retained_intron 59,96 2 ° o p o amplifico
NF-kB2 203 tei dif 60,82 3 0 92 N 92 pb 1 pi 86,4
- protein_coding 6143 ) o o p pico a 86,
58,24 5 2 120 pb y band:
NF-kB1 214 nonsense_mediate 120 No . P ‘/' .an @ 1 pico a 80
59,97 4 2 inespecifica
No ori
201 protein_coding ejcl’ﬂ:’::;s
204 tained_int o6 2 0 71 N 71 pb 1 pi
retained_intron 58,77 7 3 o p pico
205 tained_int 60,27 3 0 88 N 88 pb 1 pi 79,7
retained_intron 57,73 2 2 o p pico a 79,
206 tained_int 5933 3 1 70 N 70 pb 1 pi 80,1
retained_intron 59,87 2 ° o p pico a 80,
NF-kBIA 57,5 5 3
207 processed_transcr 103 No 103 pb 1 pico
59,52 3 3
208 tei di 5951 5 3 155 N 155 pb 1 pit 84,7
protein_coding 60,11 3 T o p pico a 84,
209 tein_codi 60,39 4 ! % N 90 pb No pi
protein_coding 60,46 ry T o p o pico
60,42 4 0
210 retained_intron 129 No
- 58,22 4 1
202 protein_coding ’::CITSIEZS”
203 tei di 61,18 > 0 263 N 263 pb No pi
protein_coding 6273 6 6 o p o pico
60,61 4 0
206 protein_coding 167 No 167 pb 1 picoa 81
60,32 5 2
NF-kBIZ i codi 58,43 2 0 .
209 protein_coding 58,96 2 2 109 No 109 pb 1 picoa 76
201 teil di 555 & 0 205 N 205 pb Ny lifico
protein_coding 58,31 3 ? o p o amplifico
59,51 4 2
205 retained_intron 72 No 72 pb 1 picoa 77,7
60,3 3 2
210 tained_int 281 4 0 86 N 86 pb 1 pi 78,2
retained_intron 59,1 3 ) o p pico a 78,
ICAM1 N . 60,61 4 0 150 pb y banda ’
201 protein_coding 60,33 2 0 150 No inespecifica 2 picos
60,61 4 0
205 retained_intron 153 No 153 pb 1 picoa 75,5
58,21 5 0
. 58,76 5 0
208 protein_coding 112 No
CAsP1 60,07 4 1
57,37 4 0 No pico
213 protein_coding 141 No S6lo a baja
59,86 3 0 concentracion.
TNF 208 tein_codi 6018 4 2 177 N 177 pb 1 picoa 81,8
protein_coding 59,68 5 1 o p pico a 81,
201 protein_coding ’::cms:?
202 protein_coding ’::cms:?
203 protein_coding Z:cﬂr;;czgs
204 protein_coding ’::Cﬁ::;‘z?
NLRP3 205 protein_coding Ne(;jl:::“:?
206 il dif 28,64 4 3 106 N 1 pi 80,2
protein_coding 57,77 2 2 o pico a 80,
208 retained_intron ':::I’: rslir\r":f
59,51 2 [ A baja
209 nonsense_mediate 291 No 291 pb concentr. salen
59,96 3 N :
2 picos.
204 retained_intron Zgﬁﬁg:’cﬁ;s
PLAUR 206 protein_coding Muchas
14 i cod 62,63 6 0 2 SLC2A11, longitud 5o 1 oo 795
rotein_codin, icoa 79,
proteincocing 60,11 5 1 2849bp P P

Ta es la temperatura de hibridacion de los primers y Tm es la temperatura de melting, ambas en grados centigrados. En

la columna de Electroforesis se indica el tamafo de la banda amplificada, en pares de bases.






Tabla 8. Disefio y puesta a punto de los primers disefiados para las isoformas diferencialmente

expresadas en pacientes con EMPP.

Nombre oligo Sl Belive roasitng Observaciones
compl. compl. producto
C20rf88-202-F protein_coding 59.19 48 6 1 193 Curva de melting con
C20rf88-202-R 59.10 55 3 0 hombros
RPL15-210-F retained_intron 60.27 52 4 1 225 Tm 1 pico a 75,6
RPL15-210-R 60,68 60 2 0
ELAC1-201-F protein_coding 60,32 55 4 0 80 Tm 1 pico a 76,6
ELAC1-201-R 56,59 50 4 1
PURA-201-F protein_coding 60.03 55 2 1 138 Tm 1 pico a 77,6
PURA-201-R 58,96 55 3 2
SLC35A5-206-F protein_coding 58.81 46 3 0 206 Primer-Blast los alinea con
SLC35A5-206-R 59.44 52 4 0 otros genes
CCL4-202-F . .
protein_coding
CCL4-202-R No primers exclusivos
ICAM1-201-F 60,61 52 4 0 .
protein_coding 150 Tm 1 picoa 79,0
ICAM1-201-R 60,33 55 4 0
ICAM1-203-F 57.95 50 4 1
processed_transcript 199 Tm 1 pico a 79,5
ICAM1-203-R 60.06 57 4 2
CCL3-204F 60.34 52 4 3
protein_coding 191 Tm 1 pico a 81,7
CCL3-204R 60.07 52 3 2
CCL3L3-203-F i i 60.41 57 4 4
prme'"—;"g'”gdws 107 Tm 1 pico a 82,2
CCL313-203-R not define 60.32 55 3 1
CXCL8-202-F 60.12 47 4 1
protein_coding 89 Tm 1 picoa 77,0
CXCL8-202-R 60.43 50 6 2
CXCL2-202-F 57.49 41 3 1
protein_coding 76 Tm 1 picoa 73,4
CXCL2-202-R 57.20 37 5 2
CXCL2-203-F 60.38 57 3 2
retained_intron 119 Tm 1 picoa 79,1
CXCL2-203-F 60.35 50 5 2
CXCL3-204-F i i 60,08 57 5 2 .
prme'"—;"g'”gdws 231 Tm 1 pico a 77,1
CXCL3-204-R not define 61,60 48 5 3
CXCL3-201-F protein._coding 60.20 52 4 1 77 No amplifica en nuestras
CXCL3-201-R 59.22 48 3 2 condiciones
IL1A-201-F . . 59.44 52 3 0
protein_coding 71
IL1A-201-R 60.16 45 6 2 Salen distintas Tm
CXCL1-201-F 60.27 52 4 1
protein_coding 112 Tm 1 pico a 73,9
CXCL1-201-R 59.96 50 4 0
PLAU-201-F protein_coding 60.49 75 7 1 120 No amplifica en nuestras
PLAU-201-R 58.00 45 3 0 condiciones
IL1B-205-F 7.1 4 1
05 retained_intron 57.19 50 86 Tm 1picoa 77,7
IL1B-205-R 59.96 50 4 0
RNASEL-201-F 17 4 4 2
SEL-20 protein_coding 59, > 242 Tm 1 pico a 78,4
RNASEL-201-R 59,87 52 2 0

Ta es la temperatura de hibridacidn de los primers y Tm es la temperatura de melting, ambas en grados centigrados



4.5 Resultados
Los resultados de la validacién hasta la fecha se presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados de validacién de aquellas variantes diferencialmente expresadas entre
pacientes con EM y controles en el andlisis RNAseq dentro de la via del inflamasoma NLRP3, o
dentro de las vias de sefializacién por quimioquinas, asi como de aquellas variantes que se
encontraban desreguladas en los pacientes con formas EMPP al compararlas con controles o
con pacientes con formas EMRR.

Kruskal-Wallis Comparacion por parejas corregida para comparaciones multiples (p adj.)
HC vs HC vs HC vs RRvs PP vs PP vs

Isoforma p RR SP PP HC vs OIND SP SP RR OIND vs SP | OIND vs PP
IL1B-201 0,147
IL1B-205 0,0002 rkk
IL1B-206 0,0011 * *x * *
IL1B-207 0,0004 xx * ok
|LlB_208 < 0'0001 *k *kk *kkk *kkk
ILLRN-205 0,0016 *x ki
NF-kB2-203 0,0018 *x
NF-kBIA-204 0,2543
NF-kBIA-205 0,0876
NF-kBIA-206 0,0006 * el
NF-kBIZ-206 <0,0001 *x HhAk
TNF-208 0,0001 * * * * b
NLRP3-206 0,8789
PLAUR-214 <0,0001 ok * i Hohk
ICAM1-201 <0,0001 rkkk * *
ICAM1-203 0,0065 xx
CCL3-204 <0,0001 Fkkdk *hk
CCL3L3-203 0,0391
CXCL1-201 <0,0001 *x * *
CXCL2_202 <O'0001 *kkk *kk Kkkk *kkk *%
CXCL2-203 <0,0001 * * ko ek
CXCL3_204 <O'0001 *% *kkk *kkk *% *kkk *kk
CXCL8-202 0,0004 *x * *
RNASEL_ZOl <O'0001 *kkk *kkk *kk *kkk
RPL15_210 <O‘0001 *kkk *kkk *k Kkkk *kkk * *k
ELACl_zOl 0’0001 *kk *kkk *kk Kkkk *kkk *kkk
PURA-201 <0,0001 rkk *rx

* paj< 0.05, ** paj< 0.01, *** paj< 0.001, **** paj< 0.0001




Entre las variantes de procesamiento alternativo implicadas en la via del inflamasoma
NLRP3 también son numerosas las diferencias encontradas en el estudio de replicacién
por enzimoinmunoensayo.

Variantes de procesamiento alternativo de la IL1 y asociados

Encontramos diferencias de expresion en todas las isoformas estudiadas salvo en la
IL1B-201. Estas isoformas, en general, se encuentran infraexpresadas en las formas
clinicas con mayor tiempo de evolucién (EMSP). Asi, la IL1B-205 esta infraexpresada en
las formas EMSP en comparacion con las formas RR. Las variantes IL1B-206, ILB1-207 e
ILB1-208 se encuentran infraexpresadas en los pacientes con EMSP en comparacién
con los controles (HC), los pacientes con EMRR y las OIND y la IL1B-206 e ILB1-208
también estdn infraexpresadas en la forma secundariamente progresiva al compararlas
con las formas EMPP.

Ademas, la isoforma 205 del antagonista del receptor de la IL1 (IL1IRN-205) se
encontraba sobrexpresada en las dos formas clinicas de inicio en brotes (EMRR y
EMSP) en comparacién con los HC.

Variantes de procesamiento alternativo del complejo factor de transcripcion nuclear-
kappa-B y asociados

La variante 203 de la subunidad 2 del factor nuclear-kappa-B (NF-kB2-203) también se
encontraba significativamente sobreexpresada en las formas EMRR frente a las formas
EMSP.

La variante 206 del inhibidor Alpha del factor NF-kB (NF-kBIA-206) se encontraba
significativamente sobreexpresada en las formas EMRR y SP en comparacién con
controles y la variante 206 del inhibidor Zeta del factor NF-kB (NF-kBIZ-206) estaba
intensamente expresada en los pacientes con formas EMRR al compararlos con los HC
y las formas EMSP.

Otras variantes relacionadas con el inflamasoma

La variante 208 del factor de necrosis tumoral (TNF-208) se sobreexpresa en las formas
EMPP y OIND frente a controles y en las formas EMRR, EMPP y OIND frente a las
formas EMSP. La variante 214 del receptor de plasminégeno (PLAUR-214) se
sobreexpresa en las formas EMPP frente a HC y a las otras dos formas clinicas de EM.
También lo hace en las OIND frente a los HC.



Variantes de procesamiento relacionadas con moléculas de adhesion o quimioquinas

La isoforma 201 de la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM1-201) se encontraba
infraexpresada en los pacientes con formas PP en comparacion con HC, RR y OIND. Sin

embargo, la variante ICAM1-203 sélo se encontraba infraexpresada en las formas SP
frente a las RR.

La variante 204 del ligando 3 de quimioquinas o MIP1-alpha (CCL3-204) presenta una
expresion preferencial en las formas PP y RR comparada con las formas SP, al igual que
la variante 201 del ligando 1 de quimioquinas con motivo CXC (CXCL1-201). En el caso
de la isoforma CXCL2-202 tanto las formas EMRR como las PP mostraban una mayor
expresion que los controles y las formas SP. Los pacientes con otras enfermedades
neuroldgicas inflamatorias también tenian una expresion significativamente mayor que
las formas SP. En la variante CXCL2-203 también se producia una menor expresién en
las formas SP que en el resto de los grupos (HC, RR, PP y OIND). De forma similar, la
variante CXCL3-204 se encontraba sobreexpresada en las formas RR y PP, asi como en
las OIND al compararlas con controles y con formas SP. Por ultimo, dentro de las
quimioquinas, la variante CXCL8-202 se sobreexpresaba en las formas PP en
comparacion a formas RRy SP y en las OIND en comparacién con las formas EMSP.

Variantes que se encontraban sobreexpresadas en el estudio transcriptomico en
formas Primarias Progresivas
En este caso se replica que la maxima expresion de la variante 201 de la ribonucleasa L

(RNASEL-201), una proteina con funciones antivirales y antiproliferativas que participa
en la cascada de sefializacién de los interferones, se produce en las formas PP siendo
estas diferencias significativas con HC y formas SP. Las formas RR la expresan en menor
medida, pero también de forma significativamente superior a los HC y formas SP.

Algo similar ocurre con la variante 210 de la proteina ribosémica L15 (RPL15-210) cuya
maxima expresidon también ocurre en las formas PP y en las OIND, siendo estas
diferencias significativas con HC, formas RR y formas SP. Adicionalmente, las formas RR
también presentan una mayor expresién que las formas SP.

La variante 201 de la ribonucleasa Z1 (ELAC1-201) también se expresa en menor medida
en los HC y las formas SP que en las formas RR, PP y en las OIND.

Por el contrario, la variante 201 de la proteina A de unidén a elementos ricos en purina
(PURA-201) que se encontraba sobreexpresada en el RNAseq en las formas PP, en los
estudios de validacién sdlo se sobreexpresa en las formas RR con respecto a controles y
formas SP.

Es dificil adelantar conclusiones, porque aun no hemos finalizado la replicacion de todas
las variantes seleccionadas, pero podemos resumir que existen algunas variantes que se
perfilan como biomarcadores adecuados para las formas primarias progresivas, entre



ellos PLAUR-14, ICAM1-201, RPL15-210 y RNASEL-201, no sélo porque se expresen
diferencialmente con los controles, sino porque lo hacen con las otras formas clinicas de

la EM. Tres de estos genes estan implicados en mecanismos de regulacién del sistema
inmune (ICAM1, RNASEL y PLAUR), en concreto ICAM-1 y RNASEL en la sefializacion por
interferones tipo | y tipo Il y en cascadas de sefializacidn de otras citoquinas. Por otra
parte, RPL15 parece jugar un papel en la elongacién de las cadenas peptidicas y en la
traduccién del ARN viral

Como ya mencionamos en la memoria de solicitud, mas del 90% de todos los genes
humanos producen transcritos primarios (11,12) que se someten a un proceso de
procesamiento o splicing alternativo, especialmente en los genes expresados en los
sistemas nervioso e inmunolégico (13). Muchos de estos genes pertenecen a familias o
grupos funcionales, y pueden ser puntos de control en la respuesta inmunitaria
mediante cambios en la maduracién del ARN hacia formas que codifiquen proteinas o
isoformas que no lo hagan. Son varios los grupos que han evaluado el papel de las
variantes de procesamiento alternativo en la EM

McKay y colaboradores demostraron una disminucion en la proporcion de la expresion de
la isoforma transmembrana frente a la soluble de IL7R en muestras de sangre de pacientes
con PPMS y RRMS, y que la sobreexpresion de sIL7R se correlacioné con un haplotipo
particular de IL7R que era mas comun en los pacientes con PPMS, lo que respalda el
desarrollo de una hipétesis en la que una sefializacion aberrante a través de rIL7R, y por lo
tanto, la supervivencia y proliferacion de células T, contribuyen a la etiologia de la EM (14).

Por otra parte, otros autores han demostrado que los niveles plasmaticos de TNF estan
relacionados positivamente con el diagndstico de EM vy, lo que es mas interesante, se ha
demostrado que los niveles elevados de receptor 1 de TNF soluble (solTNFR1) y los bajos
niveles del receptor de TNF 2 soluble (solTNFR2) son buenos marcadores prondsticos de la
progresiéon de la enfermedad en PPMS. Los niveles de TNF en sangre periférica estdn
incrementados en PPMS y se correlacionan con la progresion de la enfermedad (15-17). En
nuestro estudio, la variante TNF-208, se sobreexpresa en las formas PP y estd
infraexpresada en controles y formas SP.

Esperamos que el estudio posterior de las isoformas de procesamiento alternativo
expresadas diferencialmente en este estudio pueda arrojar luz sobre la patogenia de la EM
primaria progresiva.

Difusion de resultados

Los resultados del analisis protedmico: exploracion y validacién, se presentaron en el
XXIX congreso anual Charcot, en noviembre de 2021, con la defensa del péster titulado



“Analysis of serum protein biomarkers in clinical forms of Multiple Sclerosis”.

Las primeras variantes analizadas en el estudio transcriptdmico: exploracién y
validacidn, se presentaron en el XXX congreso anual Charcot, en noviembre de 2022,
con la defensa del pdster titulado “Alternative spliced genes in peripheral blood
mononuclear cells of Multiple Sclerosis patients”.
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