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RESUMEN






La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad cronica,
inflamatoria y autoinmune. Se caracteriza por una inflamacion persistente
de las articulaciones provocando su destruccion y posterior deformidad e
mncapacidad funcional. Aunque se trata de una enfermedad de etiologia
aun desconocida, se sabe que posee un origen multifactorial resultado de
la combinacién de factores genéticos, ambientales e inmunologicos. Se ha
descrito que el componente genético supone el 60% de los factores
predisponentes de la enfermedad. El factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFkB) es considerado
uno de los principales moduladores de la respuesta inmune e inflamatoria,
regulando transcripcionalmente mas de 150 genes implicados en la
respuesta celular a estrés, enzimas mediadoras de la inflamacion asi como
reguladores de la apoptosis, proliferacion e invasion celular. Diversos
estudios en pacientes con AR sugieren que NFxkB es esencial para la
expresion de citocinas pro-inflamatorias y de enzimas que promueven la

destruccion articular,

El objetivo de esta Tesis es contribuir al conocimiento de las bases
genéticas que regulan la aparicion y desarrollo de la AR. Para ello
decidimos estudiar los principales genes involucrados en la regulacion
transcripcional de NFkB a fin de encontrar mutaciones que afecten a la
funcién y varien la capacidad reguladora pudiendo, por tanto, asociarse
gsas variantes bien con la susceptibilidad a padecer AR, o bien con el

pronostico de la enfermedad.

Como punto de partida, se analizaron por medio de técnicas de
secuenciacion de nueva generacion 158 genes reguladores de la via NFkB
en 66 pacientes con AR y en 30 controles sanos, obteniendo un total de
942 variantes génicas. De acuerdo a la presencia de diferencias

estadisticamente significativas en la frecuencia del polimorfismo entre la



poblacién control y los pacientes con AR, el impacto del polimorfismo a
nivel de la proteina, la frecuencia alélica de la mutacion en la poblacioén
general y la funcidn reguladora que estos genes tienen en la ruta NFkB,
seleccionamos cinco variantes en los genes TLR10, TLR8, TLR7, TLRI
y ASCC1. Para estudiar su posible asociacion con la AR el analisis de
estas variantes fue replicado en una cohorte més amplia de pacientes con
AR y controles sanos. A fin de determinar las posibles consecuencias
funcionales tanto de los genes como de las varantes seleccionadas, se ha
analizado el nivel de actividad transcripcional de NFkB mediante ensayos
con el gen de luciferasa dirigido por secuencias promotoras de respuesta
a NFxB (fuciferase reporter assays), umon de NFxB al ADN
(fdectrophoretic Mobility Shift Assay) y la expresion de citocinas pro-
inflamatorias por PCR cuantitativa, ELISA (enzyme linked immunoassay)

y citometria de flujo.

Como resultado, en esta Tesis, demostramos por primera vez que
el gen ASCC1 es un inhibidor de la ruta NFkB. Ademas encontramos que
la variante S78* de ASCCI1 se asocia significativamente a la necesidad de
un mayor niimero de farmacos modificadores de la enfermedad (FAMES)
y una mayor gravedad de la enfermedad. Mediante estudios in virro,
mostramos también como esta mutacién da lugar a una proteina truncada
que bloquea la funcion del gen y por tanto su capacidad inhibidora. Este
resultado indica un aumento de la actividad transcripcional de NFkB en
todos aquellos pacientes portadores de la mutacién, asociandose a un peor

pronostico.

Ademas, mostramos la existencia de cien variantes génicas
presentes en los genes TLRs desde el TLR1 al 10 en pacientes con AR
Describimos una variante en el gen TLR8, la variante M1V, asociada

significativamente a una menor necesidad tanto del nimero de FAMES



como del namero de tratamientos biologicos que los pacientes portadores
de la mutacion necesitan. Aportamos también datos funcionales en los que
se relaciona la presencia de esta variante con una reduccién en la
produccién de proteinas inflamatorias en respuesta a estimulacidn
reforzando asi la idea de una posible asociacién a un mejor prondstico en

pacientes con AR.

Por otro lado, definimos funcionalmente al gen TLR10 como un
inhibidor de la actividad transcripcional de NFkB en células
hematopoyéticas. Ademads, demostramos que la variante génica 1473T es
capaz de modificar esta actividad inhibidora haciendo que los pacientes
portadores de la mutacion presenten una mayor actividad transcripcional
de NFxB. Por dltimo, mostramos como esta variante esta
significativamente asociada a una menor respuesta tanto clinica como
bioldgica al tratamiento con el fairmaco infliximab lo que refuerza la

asociacion de esta variante con un peor pronostico de la enfermedad.

En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral
aportan conocimiento acerca de nuevos posibles marcadores de gravedad
y arrojan luz sobre los mecanismos reguladores de la ruta NFkB abriendo
la posibilidad a desarrollar nuevos tratamientos que actien de forma
selectiva sobre los componentes de esta via y que puedan por tanto influir

en el desarrollo de la enfermedad.






ABSTRACT






Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, inflammatory and
autoimmune disease. It is characterized by persistent joint inflammation
causing destruction and subsequent deformity and functional disability.
Although 1t 15 still a disease of unknown etiology, 1t 1s known to have a
multifactorial origin as a result of genetic, environmental and
immunological factors. 1t has been reported that the genetic component
accounts for 60% of'the factors that trigger the disease. The nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFkB) is considered one
of the major modulators of immune and inflammatory response, which
transcriptionally regulate more than 150 genes involved in cellular
response to stress, enzymes mediating inflammation and regulators of
apoptosis, proliferation and cellular invasion. Several studies in RA
patients suggest that NFkB is essential for the expression of pro-

inflammatory cytokines and enzymes that promote joint destruction.

The aim of this thesis is to contribute to the knowledge of the
genetic basis governing the appearance and development of RA. We
decided to study the main genes involved in transcriptional regulation of
NFkB in order to find mutations that affecting its function and regulatory
capacity, could therefore, associate with susceptibility to RA, or with the

prognosis of the discase.

As a starting point, 158 regulatory genes of the NFkB pathway
corresponding to 66 patients with RA and 30 healthy controls were
analyzed by next-generation sequencing obtaining 942 gene variants.
According to the presence of statistically significant difference in
polymorphism frequency between the control population and RA patients,
the impact of the polymorphism at the protein level, the allelic frequency
of the mutation in the general population and the function goveming these

NF«B genes have on route, we selected five variants in the TLR10, TLRS,



TLR7, and ASCC1 TLR1 genes. In order to study the possible association
with RA, the analysis of these variants was replicated in a larger cohort of
patients with RA and healthy controls. Furthermore, to determine the
possible functional consequences of both the genes and the selected
variants, we analyzed the activity level of NFxB by testing the luciferase
gene directed by promoter sequences NFxB response (fuciferase Assays
reporfer) NFB binding to DNA (Electrophoretic Mobility Shift Assay)
and the expression of pro-inflammatory cytokines by quantitative PCR,

ELISA (enzyme linked immunoassay) and flow cytometry,

As a result, in this thesis, we demonstrated for the first time the
ASCC1 gene 1s an inhibitor of NFxB pathway. We also found that the
variation of ASCC1 S78 * 1s significantly associated with the need for a
greater number of disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDs) and
greater severity of disease. In vitro studies, also showed that this mutation
results in a truncated protein that blocks the function of the gene and
therefore 1ts inhibitory capacity. This result shows an increased
transcriptional activity of NFkB in those patients carrying the mutation,

associated with a worse prognosis.

Furthermore, we also demonstrated the existence of one hundred
genetic variants present in the TLRs genes, from TLR1 to 10 in RA
patients. We described a variant in the gene TLRE, the M1V variant to be
significantly associated with a reduced need for both the number of
DMARDs and the number of biological treatments that patients with the
mutation need. We also provide functional data in which the presence of
this wvariant 1s associated with a reduction in the production of
inflammatory proteins in response to stimulation, supporting the idea of a

possible protective role in RA.



Also, we functionally defined TLR10 gene as an inhibitor of the
transcriptional activity of NFkB in hematopoietic cells. In addition, we
showed that the gene variant 1473T is able to modify this inhibitory
activity causing that the patients with the mutation exhibit greater NFkB
activity. Finally, we demonstrated how this variant is significantly
associated with lower clinical and biological response to the treatment
with the drug infliximab, supporting the association of this variant with a

WOTSE Prognosis.

Overall, the results obtained in this thesis provide new knowledge
about potential markers of severity and shed light on the regulatory
mechanisms of the NFkB pathway, and they open the possibility to
develop new treatments that could act selectively on the components of
this pathway and which may therefore influence the development of the

disease.
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PEST: dominio rico en prolina, glutamato, serina y treonina
PIF: interfaldngicas proximales

PLAS2: fosfolipasa 2

PRR: receptores de reconocimiento de patrones

pTrCP: proteina que contiene repeticiones de transduccién p
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R

RAG: genes de activacidn de recombinacién

RANK: receptor activador para el factor nuclear kB

~ANF™ " ligando de receptor activador para el factor nuclear 1

RANTES: quimoquina expresada y secretada por células T norm: s
reguladas tras la activacion

RHD: dominio de homologia Rel
S
S: serina
SCF: complejo de ligasa de biquitina Skp1/Cull/F-box
SDF1: fa or derivado de células del estroma 1
Ser 32: serina 32
SLC: citocinas del tejido linfoide
SS8Z: sulfasalazina
T: treonina

: dominio de activacién transcripcional
TAKI: factor de crecimiento transformante p
TCR: receptor de antigenos

Thl: linfocitos T colaboradores tipo 1
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Th2: linfocitos T colaboradores tipo 2

Th17: linfocitos T colaboradores tipo 17

TIMP: tejido inhibidor de metaloproteasas

TLR: receptores tipo Toll

TNF: factor de necrosis tumoral

TNFa: factor de necrosis tumoral alpha
TNFa-R: receptor del factor de necrosis tumoral alpha
Treg: linfocitos T reguladores

vV

VCAM-1: moléculas de citoadhesion vascular 1
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
VN: valor normal

VSG: velocidad de sedimentacion globular

Z

ZF: zinc-finger
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una
enfermedad inflamatoria sistémica autoinmune. Se caracteriza por una
hiperplasia sinovial, activacién celular e inflamacién crénica de las
articulaciones (Lefevre et al., 2009). Su inicio comienza con una
inflamacién de la membrana sinovial, que con frecuencia lleva a la
destruccion erosiva del cartilago adyacente y el hueso, lo que provoca una
disminuciéon de la capacidad fisica, pérdida de calidad de vida vy
acortamiento de la supervivencia, siendo una de las enfermedades

reumaticas que mayor grado de incapacidad produce.

1.1.1 Epidemiologia

La AR se caracteriza por ser una enfermedad de patogenia
compleja 1o que dificulta su descripcion epidemiologica al no estar bien
definido el momento de su inicio. Se considera la enfermedad reumatica
mas frecuente, con una prevalencia a nivel mundial de entre el 0,3 y el
1,2% (Carmona et al., 2002) y una incidencia de 20-50 por cada 100.000
casos al afio (Carmona et al., 2010). Es mas habitual en mujeres que en
hombres, con una razén 3:1 pudiendo aparecer a cualquier edad aunque

¢s mas frecuente entre los 40 y los 50 arios.
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A excepcién de algunos estudios en Africa, se encuentra en
cualquier region del mundo, variando su prevalencia segun el pais y el
area geografica (Tobon et al., 2010). Se trata de una enfermedad comun
en el norte de Europa y Norteamérica mientras que aparece con menor
frecuencia en regiones como Africa oriental y Oceania (Kalla and Tikly,
2003). Los paises en vias de desarrollo tienen una prevalencia ain menor,
siendo muy baja en ciertas tribus nativas Africanas mientras que es muy
frecuente en ciertas tribus nativas americanas. En Espafia cinco de cada

mil adultos (0,5%) padece AR (Carmona et al., 2010).

1.1.2 Manifestaciones clinicas

La AR se caracteriza por presentar una gran variedad de signos y
sintomas no especificos de la enfermedad siendo las manifestaciones mas
frecuentes el dolor y la tumefaccién de las articulaciones afectadas,
acompaiiado de una rigidez que se acentia tras periodos de inmovilidad.
Principalmente afecta a las articulaciones periféricas destacando las
pequefias articulaciones de manos (metacarpofalangicas e interfalangicas
proximales) y pies (metatarsofalangicas), pudiendo afectar otras mayores
como rodillas, hombros, codos y caderas asi como la columna cervical y
articulaciones temporo mandibulares. Se trata de una afectacidon
generalmente simeétrica y poliarticular en la que destaca su ausencia en la

columna dorsal y columna lumbar.
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necrosis  rodeado por células inflamatorias, histiocitos vy
fibroblastos.

- Vasculitis: Es la primera de las manifestaciones extra articulares
especificas descritas en los pacientes con AR. Esta relacionada con
valores altos del factor reumatoide y puede causar polineuropatia,
mononeuritis maltiple, necrosis dérmica, gangrena, ulceraciones
etc.

- Manifestaciones pleuropulmonares: Pleuritis, fibrosis intersticial,

nodulos pleuropulmonares, neumonitis y arteritis pulmonar.

- Manifestaciones oculares: Epiescleritis, escleritis y en el 20% de

los pacientes con AR que padecen Sindrome de Sjogren o
queratoconjuntivitis seca.

-  Manifestaciones cardiacas: Pericarditis e insuficiencia cardiaca

congestiva.
- Afeccién renal: Puede aparecer amiloidosis, wvasculitis o
glomerulonefritis.

- Sindrome de Felty: Afecta a menos del 1% de los pacientes con

artritis reumatoide. Se trata de un sindrome mas comun de la AR
de larga evolucién, con presencia de esplenomegalia, neutropenia

y ulcera cutanea.

1.1.3 Patogénesis

De naturaleza autoinmune, la AR es una enfermedad cuya
etiologia permanece desconocida. Se sabe que posee un origen
multifactorial resultado de la combinacion de factores genéticos,
ambientales, e Inmunologicos. Estos mecanismos provocan una alteracion
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de la respuesta inmune que lleva a la perdida de la tolerancia {rente a lo

propio (Rioux and Abbas, 2005).

1.1.3.1 Factores genéticos

La AR es una enfermedad poligénica. Se estima que el
componente genético supone aproximadamente un 60% de los factores
predisponentes de la enfermedad (MacGregor et al., 2000). Mediante
estudios de agregacion familiar se vio que la concordancia de la
enfermedad era mas alta en familiares de primer grado entre 2 y 4%, y en
gemelos monocigoticos entre el 12 y el 15%, que en la poblacidn general
donde oscila entre el 0,5 y el 1% (Bali et al., 1999; Carmona et al., 2010;
Dieude and Comelis, 2005).

Se ha descrito que el componente genético mas importante a la
hora de determinar la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes reside
en el complejo mayor de histocompatibilida (CMH), una familia de genes
presentes en todos los vertebrados que conforman el sistema HLA
(antigenos leucocitarios humanos). Se trata de los genes mas polimérficos
del genoma habiéndose identificado para alguno de los locus mas de 250
alelos. Segin la organizacién que presenten van a determinar diferentes
tipos de moléculas implicadas en la presentacion de antigenos a los
linfocitos T interviniendo asi en la diferenciacion de lo propio y lo ajeno
en el sistema inmunitario y regulando la respuesta inmune adaptativa
frente a patogenos. En la AR se estima que el 30% de la influencia

genética esta asociada a genes HLA siendo el locus HLA-DRBI1 el que
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mayor asociacion con la enfermedad presenta y por tanto el mejor
estudiado (Stastny, 1976; Viatte et al., 2013).

Sin embargo, a pesar de la importancia de los genes HLA en la
artritis, se ha visto que su influencia no supone el 100% de 1a contribucion
genética (Deighton et al_, 1989). Asi mediante estudios de ligamiento y
estudios de asociacion como instrumentos fundamentales en la
identificacion de nuevos genes, numerosos nuevos locis fuera de la regién
CMH han sido asociados tanto a susceptibilidad como a pronostico en AR.
Hoy en dia, la reciente disponibilidad de estudios de genoma completo
GWAS (genome-wide association studies) ha hecho que los estudio de
asociacion no queden limitados a regiones del genoma con genes
candidatos, sino que puede ampliarse la bisqueda habiéndose 1dentificado
en los ultimos afios numerosos nuevos loci potenciales de susceptibilidad
para la AR. Entre los genes identificados destacan PTPN22, CCRS,
STST4 y TRAF1/CS5 (Cheng et al., 2015; Kochi et al., 2014; Ohmura,
2015; Okada et al., 2014).

1.1.3.2 Factores ambientales

Se sabe que existe una interaccion entre los factores genéticos y
los ambientales, siendo éstos ultimos un pilar clave en el desarrollo de la
AR. Diversos factores ambientales han sido estudiados y relacionados con
la AR, sin embargo su implicacion en la enfermedad sigue sin estar clara.
Se han descrito como mas influyentes en el desarrollo de la patologia, el
polvo de silice, factores socioeconomicos, factores dietéticos como el

alcohol, el café o el aceite mineral, factores hormonales, enfermedad
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Junto a ello sucede | neoformacion de vasos sanguineos
sinoviales que van a provocar la migracion de linfocitos y células
polimorfonucleares a la membrana sinovial y al liquido sinovial. Esto
tiene lugar gracias a la activacién endotelial que provoca un incremento
en la expresion de moléculas de adhesion y quimiocinas responsables de
los procesos de quimiotaxis y migracion transendotelial. En la
fisiopatologia de la AR intervienen muchos tipos celulares pero destaca la
presencia de monocitos, macrofagos, linfocitos B, linfocitos . y células
mesenquimales conocidas como sinoviocitos de tipo fibroblasto,
contribuyendo cada uno de ellos ¢ desarrollo de la enfermedad (Figura 3)
(Mclnnes and S ett, 2011). A continuacion se resumen las principales

contribuciones celulares a la patogenia.
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a su predominancia frente a otros tipos de linfocitos, los linfocitos T
colaboradores tipo 1 (Th1) fueron considerados esenciales en la rotura de
la tolerancia inmune, y, por lo tanto, unos de los pilares fundamentales en
la patogenia de la AR (Skapenko et al., 2005). Cuando se activan, dan
lugar a la produccion de citocinas pro-inflamatorias, entre las que
destacan el interferon y (IFN-v), linfotoxina B (LTB) y el factor de
necrosis tumoral (TNF), colaborando en la activacion de los macrofagos,
la defensa frente a los microorganismos intracelulares y la inflamacion
(Mellado et al., 2015). El papel de los linfocitos T colaboradores tipo 2
(Th2) en AR parece ser importante en las etapas tempranas. Estas células
dan lugar a la produccidn de citocinas anti-inflamatorias como 1L-4 ¢ 1L-
5 regulando negativamente la activacion de los macrdfagos e inhibiendo
la produccién de otras citocina inflamatorias (Abbas et al., 1996; Raza et
al., 2005). Diversos estudios han puesto de manifiesto el efecto de estas
citocinas en AR indicando un papel protector (Schulze-Koops and Kalden,

2001).

En los tltimos afios, sin embargo, cabe destacar el papel crucial
que se ha asignado a los linfocitos T colaboradores tipo 17 (Th17) en la
AR (Kuuliala et al., 2015). Estas células son las responsables de la
produccion de 1L-17, una citocina pro inflamatoria con un posible papel
clave en la AR mediante la activacion de fibroblastos y sinoviocitos. Se
ha descrito como IL-17 seria una activadora del factor de transcripcion
nuclear NFkB que induciria la produccion de IL-6, IL-8, PGE2, IL-22, G-
CSF ¢ ICAM-1 en fibroblastos, asi como la produccién de 6xido nitrico
por el cartilago favoreciendo la inflamacidn y el dafio articular (Kim et al.,

2015; Pacifici, 2010).
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A diferencia de los linfocitos T, los linfocitos B y las células
plasmaticas representan menos del 5% del total de células presentes en el
liquido sinovial (Edwards et al., 2004). Su principal papel en la AR podria
verse vinculado a la generacion de autoanticuerpos que favorecen la
formacion de inmunocomplejos quienes a través de la union a los
receptores Fc y la activacion del complemento, activan la produccion de
factores pro-inflamatorios por los macrofagos (Edwards and Cambridge,
1998). Destaca también suo papel en la presentacion antigénica
funcionando como células presentadoras de antigenos a los linfocitos T,
induciendo su activacion (Takemura et al., 2001) y la produccién de
factores solubles como citocinas con capacidad pro-inflamatoria (Pistoia

and Corcione, 1995).

En la membrana sinovial se produce asi la integracion de la
respuesta inmune innata y adaptativa dando lugar a la remodelacion del
tejido articular. La aparicion de citocinas pro-inflamatorias lleva a la
proliferacion de las células sinoviales, pasando de 1-3 capas de células de
gspesor a 6 0 7 y formandose lo gue conocemos como pannus. La
reorganizacién de la estructura sinovial y la activacion de fibroblastos
hacen asi que la sinovial en pacientes con AR se comporte como un tejido
invasor, que causa destruccion del tejido articular y la aparicion de
erosiones en la unidn del cartilago con la sinovial. (Figura 4) (Mclnnes
and Schett, 2011).
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Figura 4. Modelo r resentativo de los mecanismos inmunolégicos que contribuyen
a la AR. ADAMTS metalopeptidasa con motivo trombospondina tipo 1; DAMP,
patrones meleculares asociades a peligro; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos;
GM-CSF, factor estimulante colonias de granulocitos y monocites; HA, &cido
hialurénico; *N-a / B, interferén-a / ; MMP, metaloproteinasas de matriz; PAMP,
patrones moleculares asocia s a patégenos; RANKL. ligando derec  tor activador para
el factor nuclear kB; TNFu, factor de necrosis tumoral; VEGF, factor de crecimiento
endotelial wvascular; LTCDS&+, linfocites T citotdoxicos; TCD4+, linfocitos T

colaboradores.
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1.1.4 Diagnéstico

Hoy en dia, el diagnodstico de la AR es esencialmente clinico. Dado
que ningun hallazgo es especifico, su diagndstico debe ser efectuado
mediante la caracterizacion y suma de diferentes parametros. La forma de
llevarlo a cabo se realiza en base a los criterios propuestos en 1988 por el
American College of Rheumatology (ACR) para la clasificacion de la AR
(Tabla I) (Amett et al., 1988). Seglin esta clasificacion, se considera que
un paciente sufre AR cuando se cumplen al menos cuatro de los siete
criterios. El objetivo es poder discriminar pacientes de AR establecida de
aquellos que padecen otras enfermedades reumaticas, aportando una
sensibilidad del 91% y una especificidad del 89% (Armett et al., 1988;
Hakala et al., 1993).
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Sin embargo, la aparicién de cambios en el escenario de la AR en
los tratamientos disponibles (aparicién de los farmacos bioldgicos), en los
biomarcadores de la AR (aparicion y estandarizacion de los ACPA), en
los objetivos terapéuticos (bisqueda de la remision o baja actividad de la
enfenmedad), cambios en la estrategia v en las recomendaciones de
tratamiento hacen que estos criterios no resulten Utiles cuando se aplican
a AR de corta evolucion (Combe et al., 2007). En 2010 la EULAR y el
ACR, publicaron los nuevos criterios de clasificacion para la artritis
reumatoide (Tabla IT) (Aletaha et al., 2010). Estos criterios tienen como
objetivo mejorar la clasificacion de la AR de corta evolucion, de manera

que se pueda establecer un tratamiento lo antes posible.
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Tabla II. Criterios de ACR/EULAR 24110 para la clasificacion de la AR

Puntuacién
Afectacién articular
1 articulacidn grande afectada 0
2-10 articulaciones grandes afectadas 1
1-3 articulaciones pequefias afectadas 2
4-10 articulaciones pequefias afectadas 3
> 10 articulacioncs pequeiias afectadas 5
Serologia
FR v ACPA negativos 0
FR y/o ACPA positivos bajos (<3 VN) 2
FR y/o ACPA positvos alto (> 3 VN) 3
Reactantes de fase aguda
V3G y PCR normalcs 0
V5G v/o PCR elevadas 1
Duracion de los sintomas
<6 semanas 0
>6 semanas 1

ACPA, anticucrpos contra péptidos citrulinados; FR, factor rcumatoide; PCR, proteina

C reactiva; VN, valor normal;, VSG, velocidad de sedimentacion globular.
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Teniendo en cuenta estos criterios, se clasificara una enfermedad
como AR definida si se presenta al menos 1 articulacion con sinovitis
clinica no explicable por el padecimiento de « -a enfermedad y si la
puntuacién segun el sistema presentado en la Tabla  es igual o superior
a 6. Esta puntuacién considera la distribucion de la afectacién articu 1,
serologia del FR y/o ACPA, aumento de los reactantes de fase aguda y la

duracion igual o superior a 6 semanas (Aletaha et al., 2010).

1.1.5§ __atami to
1.1.5.1 Objetivos y recomendaciones en el tratamiento de la AR

ebido a la falta de conocimiento en la etiologia de esta
enfermedad, no existe un tratamiento especifico que permita curar la 4.,
siendo el objetivo de las estrategias terapéuticas el intentar conseguir la
remision, y en el peor de los casos, un grado bajo de actividad evitando
asi la progresion del dafio mediante el control temprano de la enfermedad
(Ramiro - al, 2016; Sanmarti et al., 2015). res ideas han sido
consideradas claves en los ultimos afios: la importancia de re¢ cir la
inflamacién para minimizar el dafio en las articulaciones, la importancia
de conocer los mecanismos moleculares implicados en la patogénesis de
la enfermedad v el considerar 1 aplicacién de diferentes tratamientos en

el mismo paciente (Klareskog et al., 2009).
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1.1.5.2 Farmacos utilizados en la AR

Los farmacos que se utilizan para tratar la AR se dividen en cuatro

clases:

1- Antiinflamatorias no esteroideos {AINES)

Se trata de un grupo de farmacos principalmente
antinflamatorios, analgésicos y antipiréticos, que reducen los sintomas
de la inflamacion, el dolor y la fiebre respectivamente. Tienen como
efecto primario inhibir la sintesis de prostaglandinas, a través de la
inhibicidn de la enzima cicloxigenasa. Son farmacos de efecto rapido
a corto plazo pero no modifican el curso de la enfermedad ni evitan la

progresion del dafio estructural (O'Dell, 2004).

2- Glucocorticoides (GC)

Esta clase de farmacos sucle utilizarse en fases iniciales de la
enfermedad habiéndose descrito una mejora de los sintomas asi como
una disminucién del dafio radioldgico en pacientes tras su uso
(Gaujoux-Viala and Gossec, 2014). A pesar de estos resultados no se
recomienda su uso mantemdo dados sus efectos secundarios, siendo
tanto la dosis como la duracion del tratamiento motivo de controversia

(Blanco-Morales et al., 2011).
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procesos celulares como la proliferacion, supervivencia o diferenciacion
celular, la respuesta inmune innata y adaptativa, la reparacion del daiio al
ADN, o los procesos inflamatorios (Karin et al_ | 2002). Forma parte de lo
que conocemos como factores de transcripcion primarios de “accion
rapida” ya que es un factor de transcripcion que esta siempre presente en
la célula de forma inactiva sin necesitar nueva sintesis de proteinas para
ser activados permitiéndole ser la primera respuesta a los estimulos

celulares nocivos.

1.2.1 Componentes de la ruta de seiializacion NFkB

Tres eclementos pueden considerarse como los principales
componentes de la ruta de sefializacion NFxB: los dimeros NFkB, la

familia de proteinas 1B y el complejo IKK (Figura 5).

1.2.1.1 Dimeros NFxB

En vertebrados, NFkB incluye una familia de m4s de una docena
de factores de transcripcion inducibles compuesta por homodimeros v
heterodimeros de cinco proteinas diferentes, p50, p52, c-Rel, Rel A/p65 v
Rel B, codificadas por los genes nfkbl, nfib2, rel, rela y relb (Gilmore,
2006}. Estas proteinas se caracterizan por la presencia en el extremo N-
terminal de una regién conservada de 300 aminoacidos denominada
dominio de homologia Rel (RHD). Esta region incluye los dominios de

union con los motivos kB del ADN y de dimerizacidn entre los distintos
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miembros de la familia NFkB, la sefial de localizacion nuclear (NLS), vy

¢l dominio implicado en la union con las proteinas IkB (Ghosh et al.,

1998).

En funcion a diferencias estructurales, se establecen dos grupos
dentro de la familia de proteinas NFkB. El primer grupo, est4 formado por
las proteinas Rel A (p65), Rel B y c-Rel caracterizado por presentar en el
extremo C-terminal un dominio de activacion transcripeional (TADs) que
confiere la habilidad para iniciar la transcripcion participando en su
regulacion positiva (Hayden and Ghosh, 2008). El segundo grupo,
formado por las proteinas pS0 y p52, se caracteriza por presentar multiples
repeticiones de anquirina en su extremo C-terminal en lugar del dominio

TAD.

Aunque las funciones de los dominios RHD y TAD son muy
distintas, ambos pueden sufrir modificaciones post-traduccionales que
pueden afectar la activacion transcripcional de NFxB asi como su union
al ADN (Hayden and Ghosh, 2004). Inicialmente p50 y p65 son
sintetizadas en su forma inactiva y es necesaria la degradacion del
dominio C-terminal para que puedan unirse al ADN. Mediante un proceso
de protedlisis dependiente de la via ubiquitin-proteosoma el dominio C-
terminal es eliminado dando lugar asi a las formas maduras de p50 a partir
de p105 mediante un mecanismo co-traduccional y de p65 a partir de p100
siendo este procesamiento dependiente de estimulos celulares vy
estrictamente regulado (Karin and Ben-Neriah, 2000). Una vez formadas,
estas proteinas maduras pueden ya unirse a la region TAD de otros

miembros NFxB formando dimeros.
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Las proteinas NFkB pueden asociarse formando una gran variedad
de homodimeros y heterodimeros que se asocian con diferente respuesta
biologica dada su capacidad para regular la transcripcion génica. Los
homodimeros formados solo por p5S0 y p65 se asocian principalmente con
represion transcripcional al unirse a proteinas que contienen dominios
TAD como Becl-3, mientras los heterodimeros con RelA, c-Rel, actian
como dimeros activadores de la transcripcion génica. Rel B a su vez
presenta una gran flexibilidad en la regulacion pudiendo actuar como

activador o represor {Bonizzi and Karin, 2004; Hayden et al., 2006}
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1.2.1.2 Proteinas IxB

Otro componente fundamental en la ruta de sefial’ cion NF1 ™
son los miembros de la familia IxB quienes participan de forma clave en
elp: el de NFxB en los procesos biologicos. La familia IkB esta formada
por las proteinas clasicas, I ™x, I'™3, I ™z e ' ™7, los precursores de
proteinas pl00 y p105, BCL-3 e IkBNS (Hayden and Ghosh, 2012). Las
proteinas precursoras 100 y p105 son consideradas como proteinas tipo
IkB denominadas IxBs y IkBy respectivamente al retener los dominios de
repeticion anquilina manteniendo una funcién equivalente a las proteinas
IxkB (Basak et al., 2007). Todas ellas tienen en comuin su estructura
tridimensional y se distinguen por el nimero de repeticiones de los
dominios de anquirina que presentan en su extremo C-terminal. Estos
dominios son los responsables de la interaccion con los dimeros de NFxB

(Baeuerle, 1998).

El principal papel de estas proteinas es ser inhibidoras de la ruta,
secuestrando el complejo NFt | en el citoplasma e impidiendo su
translocacion al micleo. En condiciones de no estimulacion, estas
proteinas I ™ interaccionan con los dominios F de las proteinas NF1 ™
lo que deja oculta una de las dos secuencias NSL en los factores NFxB
reteniendo a los dimeros en el citoplasma, por ello, el dimero debe primero
disociarse del inhibidor IkB para alcanzar su destino nuclear. El proceso
de separacion de I requiere su fosforilacion y posterior ubiquitinacion

y degradacion por el proteosoma (Ghosh et al., 1998).

Ademds de su papel inhibidor, las proteinas IxB pueden

mmteraccionar con otras proteinas actuando como mediadores entre NFkB
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y las vias de sehalizacion heterologas. Se ha visto que pueden influir
también en el reclutamiento de cofactores y en la respuesta transcripcional
contribuyendo de forma fundamental a los mecanismos que permiten la
participacion de NFkB en los procesos biologicos. Las isoformas mejor
caracterizadas son las IKKa e IKK las cuales se encuentran en casi todos
los tipos celulares y son las responsables de la mayor parte de la regulacion
de la via NFkB. Entre las funciones de los precursores de proteinas p100
v p105 esta la activacion de NFkB y ERK por las subunidades p5( y p65
consecuencia de su procesamiento. En el caso de las proteinas atipicas,
funcionan a nivel de regulacién transcripcional mediante su unién a los
dimeros NFxB asociados al ADN. IkBf} actia aumentando la
transcripcion de los dimeros p65: ¢c-Rel, BCL3 actia como inhibidor o
promotor de la transcripcion dependiendo del PTMs, IkB{ promueve la
transcripcion e IkBNS, a diferencia de la anterior, la inhibe mediante

union a dimeros pS0 (Figura 6)(Hayden and Ghosh, 2012).
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1.2.1.3 Complejo IKK

El tercer miembro clave en la de la ruta de sefializacién NFkB es
un complejo multiproteico de quinasas IkB denominado complejo IKK.
Tres miembros componen el con lejo IKK.  as quinasas IKKa e IKK[3,
dos quinasas serinas/treoninas de 85 y 87 kDa respectivamente,
cataliticamente activas, con una estructura similar compuesta por un
dominio quinasa N-terminal (KD) que funciona modulando la actividad
quinasa IKK, y un dominio de transactivacion RelB (LZ). Este dominio
permite la homo o heterodimerizacon de las quinasas gracias a lo cual son
capaces de fosforilar multiples miembros de la familia [1 ™ in vitro *” indi
etal., 1997). ™ tercer miembro del complejo es una s1 unidad reguladora

sin actividad quinasa llamada NI D (IKKy) de 48 kDa.

A pesar del papel clave de estos componentes en la ruta de
sefial’ ~ci6n NF1™ (Gerondakis et al., “106), el mecanismo exacto de
activacion permanece poco claro. El complejo IKK es activado a través
de fosforilacion de residuos de serina (Ser 177 y 181 para Ik 3y Ser 176
y 180 para IKKa) claves en el procesamiento de IKKa e IKK[( por el
reclutamiento de quinasas IKK (IKK-K) o por autofosforilacion inducida
por oligomerizacion de IKK dependiente de ...vIO. Una vez activo, IKK
fosforila las proteinas It ' llevando a su degradacidn protcosomal

(Oeckinghaus et al., 2011).
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1.2.2 Activacidn de la sefializacion NFkB

En la mavoria de tipos celulares, el factor transcripcional NFkB se
encuentra inactivo, manteniéndose en el citoplasma a través de la
asociacion a la familia de proteinas inhibidoras IkB. Cuando la ruta de
sefializacion es activada, el complejo quinasa IKK lleva a la fosforilacion,
ubiquitinacion v degradacién de las proteinas IkB liberando asi los
dimeros NFkB los cuales se translocaran al nucleo, uniéndose a los sitios
KB del ADN v promoviendo la transcripcion de genes diana (Hayden and
Ghosh, 2012). Dos principales caminos llevan a la translocacion de los
dimeros NFkB desde el citoplasma hasta el nicleo, la via canodnica o

clasica vy la via alternativa o no canonica.

1.2.2.1 Via canonica o clasica

La via candnica es el camino representativo de coémo la ruta NFkB
gs activada. Se trata de la principal via reguladora de la respuesta
inflamatoria e inmunoldgica. La activacion de esta via comienza con el
reconocimiento de ligandos por receptores extracelulares, citocinas pro-
inflamatorias receptoras como el receptor de TNFo (TNFa-R), los
receptores de antigenos (TCR) o el receptor de interlenquina 1 (IL-1R) v
los receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como la

superfamilia de receptores tipo Toll (TLR) (Hayden and Ghosh, 2012).

La via canonica, se caracteriza por ser dependiente de IKK[3 ¥
NEMO. La activacion de IKK[3 por estos estimulos requiere de la proteina

activadora de mitosis cinasa-cinasa-cinasa (MAP-3K), MAPK/ERK-
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cinasa reguladora de sefiales extracelulares (MEKK?3) vy cinasa activadora
del factor de crecimiento transtormante p (TAKI1) las cuales
probablemente forforilan directamente IKK[3 (Guzman et al., 2001). En el
caso de NEMO, se localiza en el nucleo, donde es sumoilizado y
ubiquitinizado en un proceso dependiente de la quinasa ATM.
Posteriormente NEMO y ATM vuelven al citoplasma en donde se activa

de una forma dependiente de IKK.

En esta via, ¢l complejo IKK es activado catalizando la
fosforilacion de las proteinas IkB en residuos de serina (Ser32 y Ser36 de
IkBa y Ser 19 y Ser 23 de IkB[3) permitiendo asi la unién de IkB con el
complejo de ligasa de ubiquitina Skpl/Cull/F-box (SCF) a través de la
proteina que contiene rtepeticiones de transducciéon p (pTrCP). Este
complejo cataliza la poliubiquitinacion en el sitio equivalente a Lys 21 y
Lys 22 de IkBa y la subsecuente degradacion por el proteosoma 265 (Beg
et al., 1993; Bonizzi and Karin, 2004). Una vez degradadas las proteinas
IkB, los dimeros NFkB, principalmente ¢l heterodimero formado por las
subunidades Rel A (p65)/p50, son translocados al nicleo donde se unen
al ADN y activan la transcripcion génica (Figura 7) (Ghosh and Karin,
2002).
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1.2.2.2 ¥Via no-canonica o alternativa

Se trata de una via reguladora principalmente de la respuesta
adaptativa. En este caso la ruta de sefializacidbn NFxB es activada por
miembros de receptores especificos de la familia de citocinas TNF (
TNFR), incluyendo el receptor de CD40, BAFF y CD27 o los receptores
de linfotoxina B (LTAR) y RANK (Basak et al., 2007).

La via no candnica se caracteriza por ser estrictamente dependiente
de IKKa (Senftleben et al., 2001). Se trata de una via independiente de
IKKf e IKKy, donde el blanco de los dimeros IKK« es NFkB2/p100. Esta
ruta comienza por la activacién del homodimero IKKa por medio de
quinasa inductora de NFkB (NIK) el cual da lugar a la fosforilacién y
ubiquitinacién de p100 asociado comuUnmente a Rel B llevando a un
procesamiento parcial de p100 (Oeckinghaus et al., 2011). Al igual que
ocurre con IkBs, la ubiquitinacién mediante fosforilacion de pl0C lleva a
la degradacion parcial de la region inhibidora C-terminal liberandose asi
la porcion N-terminal de NFkB, el polipéptido maduro p52 el cual
contiene la regién RHD (Xiao et al., 2001). Las subunidades p52/RelB se
translocan asi al niucleo donde inician la transcripcidn especifica (Dejardin
et al., 2002). Se considera que la activacion de esta ruta puede ademas
resultar en la activacion de la via candnica o clasica ya que p100 tiene un
papel inhibidor, analogo a las proteinas IxkB impidiendo la unién al ADN
de los dimeros p65-pS0 y RelB-pS0 (Figura 8) (Basak et al., 2007).
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1.2.2.3 Uniéon ADN-Dimeros NFkB

Uno de los principales mecanismos por el cual la actividad NFi ™
es controlada es regulando su capacidad para unirse al AL [. Una vez en
el nucleo, los dimeros de NFkB son capaces de unirse a secuencias
especificas del ADN conocidas como sitios kB. Se trata se regiones de
10pb cuya secuencia comun es 5’- GGGRN W YYYCC-3’ (en donde R
€s una purina, Y es una pirimidina, W es una adenina o una timina y N es
cualquier nucledtido) dentro de los prom« es de los genes diana
regulando su transcripcion mediante la unidén de co-activadores o co-
represores (Hoffmann et al., 2006). De las 15 posibles dimeros de NFkB,

14

al menos son capaces de unirse al /™N. T dios estructurales
mediante rayos-x han revelado que las subunidades p50 y p52 se unen
preferentemente a la regién 5’- GGGRN - 3" mientras que las subunidades
Rel A, c-Rel y Rel B muestran preferencia por la secuencia 5-W
YYYCC-3" (Chen and Ghosh, 1999). Asi mismo se ha visto que

omodimeros de p50 y p52 parecen preferir sitios kB de 11pb mientras
que heterodimeros prefieren sitios de 10pb v que los homodimeros de

RelA y c-Rel se unen a 9pb (Hoffmann et al., “106).

1.2.3 Papel de NFxB en la respuesta inmune e inflamatoria

FkB es considerado uno de los principales reguladores de la
respuesta inmune innata y adaptativa. Mas de 150 genes diferentes
implicados en la respuesta celular a estrés, tanto fisico como quimico,
enzimas mediadoras de la inflamacién o reguladores de | apoptosis,

proliferacidn e invasion celular son regulados transcripcionalmente por la
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familia de factores NFkB (Karin et al., 2002; Pahl, 1999). La mayoria de
las proteinas codificadas por cstos genes se¢ ha visto que estd
principalmente implicadas en el sistema inmunolégico por lo que se
considera a este factor un componente clave de la respuesta inmune e

inflamatoria (Pahl, 1999).

Se ha descrito que la via de activacidén candnica de NFxB es
esencial en numerosos estadios del desarrollo vy funcién del sistema
inmune, teniendo un papel esencial en la respuesta innata desarrollada
frente a microorganismos (Bonizzi and Karin, 2004). En este contexto,
parece ser que IKK[3 es esencial para la activacion de la respuesta inmune
controlando la produccion de quimiocinas como la proteina inflamatoria
de macréfagos 1 (MCP-1) o las quimiocina expresada v secretada por
células T normales reguladas tras la activacion (RANTES}, que permite
el reclutamiento de macréfagos, granulocitos, linfocitos y células
dendriticas. Ademas, esta proteina es también esencial para la expresion
de moléculas de adhesion, como CD44, moléculas de adhesion celular
neural (NCAM), moléculas de adhesién intercelular-1 (ICAM-1},
moléculas de adhesion de leucocitos endoteliales-1 (ELAM-1) o
moléculas de citoadhesion vascular-1 (VCAM-1) (Ghosh et al., 1998)
requeridas para la migracién de las celulas inflamatorias y fagociticas a
los tejidos donde NFkB ha sido previamente activado como respuestaala

infeccion (Bonizzi and Karin, 2004).

Se ha visto también una asociacién entre la activacién de esta ruta
v un incremento de la transcripcion de genes que codifican citocinas pro-
inflmatonas incluidas TNFa/[3, IL-1¢.,/[3, IL-6, IL.-8, IL-11, CCL.2 vy MIP-

1/2 asi como con una regulacion positiva de la expresion de proteinas
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implicadas en la presentacion de antigenos entre las que se incluyen el
MHC clase I y B2-microglobulina e inmunoreceptores como CD80, CD40
0 CD48. Ademas, la activacion de NFxB induce enzimas que contribuyen
a la respuesta inmune y los procesos inflamatorios mediante la | eracion

de radicales oxidativos como la sintasa inducible de 6xido nitroso (iNOS)

y la Ciclooxigenasa-2 (COX2) (Pahl, 1999).

La posterior respuesta inmune adaptativa parece ser a su vez,
dependiente de la ruta altemativa. Esta via estd implicada
fundamentalmente en el desarrollo de los érganos linfoides secundarios,
el desarrollo, seleccion y supervivencia de los linfocitos T vy B, y en la
diferenciacion de las células presentadoras de antigeno como células
dendriticas (DCs) y las células epiteliales timicas medulares (mTECs)
(Bonizzi and Karin, 2004; Brown et al., 2008; Hayden and Ghosh, 2004).
La migracién de las células presentadoras de antigenos a los o6rganos
linfoides es asi regulada por quimiocinas organogénicas como
quimiocinas del tejido linfoide secundario (7" ), 0 quimioatrayente de

linfocitos B (BLC), cuya produccion es d endiente de IKKa (Figura 9).
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IL-1p
TNFa

Citoquinas IL-6, = 'roteinas

IL1-, TNFa, GM- aflamatorias
CSF (IL-4, IL-5) \
T | Citoquinas

/ BAFF/Blys

Quimiocinas [L-8, RANTES,

MIP-1a, MCP-1
Enzimas iNOS,
COX-2, PLA2
Moléculas de Quimiocinas BLC,
adhesion VCAM-1, SLC, SDF-1, ELC
ICAM-1, E-selectina

Figura 9. Papel de NFxB en la respuesta inflamatoria. iBAFF, factor activador de
célula B perteneciente a la familia del TNF: BLC, quimioatrayente de linfocitos B;
CD40L, ligando CD40; COX-2, ciclooxigenasa 2; GM-CSF, factor estimulante de
colonias de granulocitos y monocitos; PLAS2, fosfolipasa 2; VCAl 1, molécula de
citoadhesion vascular ICAM-1, molécula de adhesién intercelular-1; MCP-1, proteina
quimioatrayente de monocitos 1; SDF-1, Factor deriva  de ¢céh s del estroma 1; SLC,
quimiocina del teji . linfoide secundario; iINOS, éxido nitrico sintasa inducible; LT,
linfotoxina; 7 Fa factor de necrosis tumoral; MIP-la, proteina inflamatoria de
macréfagos la; IL-1[, interleuquina 1B; IKK, quinasa IkB; NIK, quinasa inductora de
I...B.
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1.2.4 Papel de NFkB en Artritis reumatoide

Como mencionamos, la prncipal caracteristica de las
articulaciones en pacientes con AR es la inflamacion cronica provocada
por la infiltracion de células del sistema immune en el sinovium. Este
sinovium contiene un 30%-40% de macréfagos, un 30% de células T y
fibroblastos asi como células B y células dentriticas entre otras (Mullet-
Ladner et al., 2005). En los mamiferos, NFkB es un factor clave para la
diferenciacion, activacion y supervivencia celular, relacioniandose de
multiples formas con enfermedades autoimunes como la AR. En este
sentido, destaca su papel en la activacion y desarrollo linfocitario, asi
como en la morfogénesis de los organos hinfoides (Claudio et al., 2006).
Defectos en su regulacion llevan a una mala seleccion de células B
autorreactivas asi como células T en el timo iniciando asi los procesos
patogénicos caracteristicos de las enfermedades autoinmunes (Brown et

al., 2008).

En el caso de las células B, cuando el BDR expresado durante el
desarrollo es autorreactivo es eliminado por los genes de activacion de
recombinacion (RAG) quienes a su vez son regulados negativa vy
positivamente por NFkB. Defectos en el bazo y medula 6sea en la
regulacion de NFkB llevan a una falta de seleccion negativa de estas
células (Milne et al., 2004; Thomas et al., 2005). Por otra parte, durante el
desarrollo de las células T en el timo, ocurre igualmente una regulacion
positiva y negativa en la que NFkB estd fuertemente implicada siendo
tanto las células reguladoras (Treg) como las natural killer (NKT)

positivamente seleccionadas por el reconocimiento de antigenos propios
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regulado por NFkB durante el desarrollo (Schmidt-Supprian et al., 2003;
Sivakumar et al., 2003},

Ademas de las caracteristicas observadas a nivel celular, el liquido
sinovial contiene una gran variedad de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas, MMPs y proteinas metabolicas que interaccionan juntas
provocando la emision de sefiales pro-inflamatorias que llevan a una
inflamacidén cronica y persistente (Simmonds and Foxwell, 2008). Como
hemos visto, NFkB es posiblemente el principal modulador de la
respuesta inflamatoria y por ello su activacion es también considerada un
factor clave en el desarrollo de la AR (van Loo and Beyaert, 2011}. Unos
de los principales datos que indican la relevancia de NFkB en AR es su

implicacién en la regulacion de la expresion de TNF, IL-1, IL-6,

?

quimiocinas, sintasas y MMPs (Simmonds and Foxwell, 2008).

Algunos de los tratamientos biologicos mas eficaces en AR va
dirigido a bloquear los inductores de la ruta NFkB (QGartlehner et al.,
2006). Ademas, se ha detectado la activacion de este factor transcripcional
en tejido sinovial de pacientes con AR (Marok et al., 1996), asi como una
prevencién de la recurrencia con inhibidores de NFkB en modelos
animales de artritis (Tas et al., 2006). Otros estudios han mostrado la
presencia de ambas proteinas pS0y p65 en nticleo de macrofagos y células
de la membrana sinovial (Benito et al., 2004). A nivel genético, se ha
demostrado que existe un aumento en la representacion de genes
implicados en la sefializacién de TNF y en la via de NFkB en el desarrollo
de la AR, incluyendo CD40, TRAF1, TNFAIP3 y Rel, entre otros
(Ohmura, 2015; Okada et al., 2014} asi como una asociacién de diversas

variantes génicas de los genes reguladores de la ruta NFkB, como NLRP3,
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NLRP4, NOD2 y NOD1 con enfermedades inflamatorias cronicas (p.gj.,
enfermedad de Crohn) o sindromes autoinflamatorios (p.¢j., sindrome de

Muckle-Wells o sindrome de Blau) (Criswell, 2010).

A parte de su papel en la expresion de genes pro-inflamatorios,
destaca también la implicacion de NFxB en la regulacidn de la
osteoclastogénesis, una de las mayores causas de erosidn Osea en AR,
mediante la activacion del ligando de receptor activador para el factor
nuclear kB (RANKL)(Wada et al., 2006). Su papel en la hiperplasia
sinovial es otra evidencia de su participacidon en esta enfermedad al
promover la proliferacion e inhibicion de la apoptosis a través de la
mhibicidén de c-Myc en los sinoviocitos tipo fibroblastos (FLSs) (Figura
10) (Makarov, 2001).
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Defectos en la regulacién células inmunes

. l Citocinas y quimiocinas

RANKL = Thl'y Thi7

Hiperplasia sinovial *~ | \‘L Activacifin macréfagos
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-(1t0cmas . \\ RANKL -(.uocmas .
pro-inflamatorias pro-inflamatorias
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Figural Efecto dela activacion de NFkB en distintos tipos celulares involucrados

en ¢l desarrollo de 1a AR,
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2. OBJETIVOS

NFxB es uno de los principales moduladores de las respuestas
inmune e inflamatoria. Diversos estudios en pacientes con artritis
reumatoide sugieren que NFxB es esencial para la expresion de citocinas
pro-inflamatorias y de enzimas que promueven la destruccidn articular,
Nuestra hipotesis de trabajo es que pueden existir mutaciones en los
principales genes imnvolucrados en la regulacion de NFkB que pueden
tener consecuencias funcionales relevantes y por tanto asociarse bien con
la susceptibilidad a padecer AR, o bien con el prondstico de la

enfermedad. Para esta Tesis se han planteado los siguientes objetivos:

1.- Identificar por medio de secuenciacion gendmica de nueva
generacidn variantes génicas relevantes de la via de NFkB en pacientes

con AR.

2.- Confirmar en una serie amplha de pacientes la asociacion de las
mutaciones encontradas con la susceptibilidad a padecer AR o su posible

influencia en el prondstico de la enfermedad.

3.- En aquellas variantes génicas identificadas como relevantes,

determinar las consecuencias funcionales de dichas mutaciones.
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3. RESULTADOS

Como resultado de ésta Tesis Doctoral se describe el papel de dos
genes, ASCC1 y TLR10 en la ruta de sefializacién NFxB arrojando luz a
los posibles mecanismos de regulacién de esta via. Ademas se reporta la
existencia de tres varantes génicas presentes en los genes ASCCI1, TLRS
y TLR10 como marcadores de gravedad en pacientes con AR abriendo la
posibilidad a desarrollar nuevos (ratamientos que actien de forma
selectiva sobre los componentes de esta via y que puedan por tanto influir

en el desarrollo de la enfermedad.

Articulo 1. A truncated variant of ASCCI, a novel inhibitor of
NFxB, is associated with disease severity in patients with rheumatoid
arthritis (2015); Silvia Torices, Lorena Alvarez-Rodriguez, Lara
Grande, Ignacio Varela, Pedro Mufioz Cacho, Dora Pascual,
Alejandro Balsa, M Lopez-Hoyos, Victor Martinez-Taboada, José L.
Fernandez-Luna; J Immunol 195: 5415-5420.

Articulo 2. High-throughput variant analysis of 1oll-like
receplors in rheumatoid arthritis (2016); Silvia Torices, Lorena
Alvarez-Rodriguez, Ignacio Varela, Pedro Muiioz, Alejandro Balsa,
M Lopez-Hoyos, Victor Martinez-Taboada, José L. Fernandez-Luna;

enviado a publicacion,
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Articulo 3. A funciional variant of TLR10 modifies the activity of
NIE&B and may help predict a worst prognosis in patient with rheumatoid
arthritis (2016);. Silvia Torices, Antonio Julia, Pedro Muiioz, Ignacio
Varela, Alejandro Balsa, Sara Marsal, Antonio Fernandez-Nebro,
Francisco Blanco, M Lépez-Hoyos, Victor Martinez-Taboada, José L.

Fernandez-Luna ; Arthritis Res Ther 4;18(1):221.
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A Tru cated Variant of ASCC1, a Novc Inhibitor of NF-kB,
Is Associated with Disease Severity in Patients with
Rh( m: oid Arthritis

Silvia Torices,*" Lorena Alvarez-Rodriguez,* Lara Grande,’ Ignacio Varela,’
Pedro Mufioz,§ Dora Pascual. Alejandro Balsa,"l Marcos L()pez-Hoyos,"
Victor Martinez-Taboada,*” and Jose ~ Ferndndez = na'

Loss of the regulatory mechanisms that avoid excessive or constitutive activation of NF-«xB may be associated with chronic
inflammatory disorders, including rhenmatoid arthritis (RA). After massive sequencing of 158 regulators of the NF-«B pathway
in RA patients, we focused on a scarcely known gene, ASCCI1, and showed that it potently inhibits the expression of NF-kB target
genes (TRATL, TNF-w, cIAP-1, TL8) and blocks activation of a NF-x wiferase reporter construct in five different human cell
lines. Therefore, ASCC1 may contribute to avoiding a pathologic activation of this transcription factor. A truncated variant of
ASCC1 (p.578%) was found in RA patients and control individuals, Functional in vitro studies revealed that truncation abrogated
the NF-xB inhibition capacity of ASCC1. In contrast with full-length protein, truncated ASCC1 did not reduce the transcriptional
activation of NF-xB and the secretion of TNF-« in response to inflammatory stimuli. We analyzed the clinical impact of p.S78*
variant im 433 patients with RA and found that heterozygous carriers of this variant needed more disease-modifying antirheu-
matic drugs, and more patients with this genotype needed treatment with corticoids and biologic agents. Moreover, the truncated
allele-carrier gronp had lower rates of remission compared with the full-length variant carriers. Overall, our findings show for the
first time, to our knowledge, that ASCC1 inhibits NF-kB activation and that a truncated and inactive variant of ASCC1 is
associated with a more severe disease, which could have clinical value for assessing the progression and prognosis of RA. The

Journal of Immunelogy, 2015, 195; 5415-5420,
heumnatoid arthritis (RA) is an autcimmune disease char-
p acterized by progressive joint destruction caused by the
chronic inflammation of the synovial tissue (1, 2} Al-
though several genes have been suggested to be associated with
RA, the genetic regulation that contributes to the development of
disease in these patients remains unclear (3, 4).
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There is increasing evidence that NF-kB is a major, if not the
main, transcription factor controlling inflammation (5). Activation of
the NF-kB pathway is involved in the pathagenesis of chronic in-

nmatory disorders, including RA and inflammatory bowel disease
(6, 7). NF-kB proteins are regulated by the inhibitor of NF-kB ki-
nase (IkB) complex formed by inhibitor of NF-k kinase (TKK)w
and IKK{ and the regulatory subunit IKK-~. This kinase complex
phosphorylates IkB, which is subsequently ubiquitinated and de-
graded, thus leading to the activation of NF-xB (8, 9). In addition,
some members of the nucleotide-binding domain and leucine-rich
repeal containing (NLR) family including NODI1, NOD2, NLR
pyrin domain containing (NLRP)3, and NLRP2 regulate the activity
of NF-xB (10, 11). Aberrant NF-«B signaling has been described
in vadous cancers and immune diseases. Gene varants of IKKB
have been associated with colorectal cancer (12), lymphomas, mul-
tiple myeloma (13}, and combined immunodeficiency {4). Previous
work has also identified vanants of MYDS8 and TNFRS| A that
promote constitutive activation of NF-kB (15, 16). Our group has
previously described that a truncating variant that abrogates the ca-
pacity of CARDS 1o inhibit the NI-kB rranscriptional activity is
associated with disease severity in RA patients (17).

ASCCI encodes the p50 subunit of a protein complex, which
includes ASCC2, ASC(C3, and TRIP4 (also known as ASCI),
among others (18) involved in transcriptional regulation. TRIP4
contains a transactivation domain with a putative zinc finger motif,
which serves as a binding site for TATA-binding protein, TFIIA,
SRC1, CBP/p300, and nuclear receptors {19). It also interacts with
a wide range of transcription factors including serum response
factor, NF-«B, and API1, and has been shown to be part of a
coactivator complex that links these Factors to the transcriptional
machinery (18). Overexpressed TRIP4 has been normally local-
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ized in the nucleus but accumulates in the cytoplasm under serum-
deprived conditions {19). Thus, it is suggested that TRIP4 plays
an imporant role in establishing distinct eoactivator complexes
under different cellular conditions (19). Ver»  tle is known about
the association hetween other members of tne ASCC1-containing
complex and disease. A recent study described a germline missense
mulation in exon 8 of ASCC1 (p.N290S) in patients with Barrett
esophagus and esophageal adenocarcinoma (20), but no functional
studies were shown.

A number of siudies suggest that NF-«kB is essential for the
expression of both inflammatory cytokines and tissue-destructive
enzymes in RA (21, 22). Consistently, activation of NF-xB has
been shown in synovial tissue from RA patients, and this appears
to be related to clinical manifestations {23). In this study, we
describe that ASCCL potently inhibits NF-xB signaling, which
may limit a constitutive activation of this transcription factor, a
feature of many chronic inflammatory disorders, including RA.
We also showed that a wuncating variant (p.S78%) abropates the
capacity of ASCCI to inhibit the NF-kB transcriptional activity,
and that this variant is associated with the severity of RA.

[aterials and Methods

Fatient samples

A total of 433 patients with RA, diagnosed according to the 2010 American
Callege of Rheumatology classibication criteria (24). were included in this
study. The study cohon consisted of unsclected RA patients followed ar
Hospital Universitario Marques de Valdecilla (HUMY) (5S¢ -~ 1der, Spain}
and Hospital Universitario La Paz (Madrid, Spain). Clinic nformation,
including demographic data, disease characteristics, and ucalment, was
summarized in Table 1. As a control population, 214 sex- and age-matched
individuals who had no known histery of serious disease, including au-
Inimmune or chronic infectious disorders. were also genotyped. The study
was approved by the HUMV Rescarch Ethics Commitice, and informed
consent was obtained from all subjects.

Cell lines

HEK293T and US7 cells were maintzined in DMEM-GlutaMAX medivm
(Life Technologies, Paisley, U.K.) supplemented with 10% FBS (Lonza,
Verviers, Belgium), MCF7 and HELA cells were incubated in RPMT 1640
medium (Lite Technologies) supplemented with 10% FBS. HCT116 cells
werte mainlained in McCoy's 3A medium (Lonza} supplemented with 10%
FBS. Cell lines were obtained from Aumerican Type Culture Collection
(Middlesex, U.K.).

Sequencing anafvses

A iotal of 158 regulator genes of the NF-xB pathway have been analyzed by
nexi-generation sequenciog (NGS) in 66 patients from the HUMV patient
population and 3() healthy control subjects. DNA libraries were processed
for hybrid enrichment using a custom SeqCap EZ design (Roche Nim-
blegen. Basel, Switzerland) containing the coding sequences of the se-
lected genes. Then. double-barcoded libraries were sequenced by using
a MiSeq NGS platform (Illumina, Madison, WT). A polymorphism in
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ASCCI was selected and analyzed in the other 367 patients with RA and
184 age-maiched control individuals. DNA was extracted from whole
blood by using the QlAamp DNA blood kit (Qiagen, Hamburg, Germany)
and amplified with primers for iuman AS77': 5 -TGAGGACTCATGG-
CAACAGC-3" and 5'-ACTTGATAGCCCT ATGGC-3". Sequence anal-
ysis of amplified fragments was carried ont by Sanger sequencing.

Expression analvses of NF-x8 target genes

Te axsess the expression of individual genes, we penermed and amplified 4 cDNA
by using primers for humuan TNF-a (5'-CAATGGCGTGGAGCTGAGAG-Y
and 5'-GGCTGATGG™ " GGTGAGG-3"), CCL2 (5'-CTCGCTCAGCCA-
GATGCAAT-3" and 5'- [TCGGAGTTIGGGTTTGC-3), IL-8 (5'-CTGG
CCGTGGCTCTCTTG-3 and 5'-TCTTTAGCACTCCTTGGCAAAAC-3),
TRAIL (5"-GAGCTGAAGCAGATGCAGGAC-3" and 5'-TGACGGAGTTGC
CACTTGACT-3), clAP-1 {5'-TGAGCATGCAGACACATGC-3 and 5"-TGA
CGGATGAACTCCTGTCC-3), and B-Actin (5'-GCTGOCTCAACACCTCA
AC-3" and 5'-GATGGAGTTGAAGGTAGTTTCGTG-3'). Quantitative real-
time PCR was performed in a 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems. Foster City, CA). The ratio of the abundance of differenti-
ation markers o that of B-Actin transeripts was caleulated as 2r, where n
is the threshold cycle value of - Actin minus the threshold cycle value of
the corresponding mRNA and normalized by the value of the sample
with the lowest expression level of these genes. Specificity of the desired
PCR products was determined with melting curve analysis.

The quantitative determination of TNF-a in culture medium was per-
formed by an ELISA kit (eBioscience, Vienna, Ausiria) following the
manufaciurer’s instructions,

Transfections and gene reporter assays

ASCC! ¢DNA cloned into pCMV6 was abrained from Origene {Rockville,
MD). Site-dirceted mutagenesis of the pPCMV6-ASCCI vector was con-
ducted by using the QuickChange Site-Directed Mutagenesis kit {Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) with the following primers: 5'-CACTT-
GAACACATGAAACGACTGTGGG-3' and 5'-CCCACAGTCGTTTCA-
TGTGTTCAAGTG-3'. The modified insert was sequenced to verify the
mutation. HEK293T, U&7, HCTI1 16, HELA, and MCF7 cells were
cotransfected with 5 pg wild type and mutant ASCCI constructs, unless
otherwise indicated, | g reperter plasmid pBVIx-Luc, containing six
tandem repeats of the NF-kB recognition sites within the promoter region
linked to the luciferase gene (23), and 0.2 pg pRSV-[(-gal by using
Lipofectamine 2006 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO} or X-fect Trans-
fection Reagent (Clontech, Palo Alto, CA). As a positive control of NF-
kB inhibition, cells were transfected with 4 pg of a vector containing a
mucated form of IkBa (mut IkB) (Clontech). After 24 h of ransfection,
MCF7 cells were incubated with 10 ng/ml TNF-a tor 16 h: then cell
exiracts were prepared and analyzed tor the relalive luciterase activity by
2 dual-light reporter gene assay system (Applied Biosystems}. Resulis
were normalized for rransfection efficiency with values obrained with
pRSV—[-gal.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using SPSS 20 program (IBM,
Armonk. NY). Differences in quanlitative variables between groups of
patients were compared with the Mann-Whitney  test. and the x* statistic
was used for categorical variables. Statistical significance between groups

in in vitro analyses was performed by using the unpaired two-tailed Stu-
dent 7 test. The significance level was set at p << 0,05,

An allelic variant of ASCCI leads 1o a truncared prorein

The impuct of NF-«B regulators on inflammatory diseases has
been d through the identification of sequence variants that

modify the activity of the protein, Thus, we analysed 158 regu-
latory genes of the NF-kB pathway {Tehl= [I) by NGS in & pa-
tients with RA and 30 healthy contr subjects. We s :ted
variants in protein coding regions with hign functional impact and
found four single nucleotide polymorphisms (SNPs) in TLRS,
RIPK3, CARDS, and ASCCI that give rise to truncated proteins
(Table 11I), The TLR5 SNP rs3744168 truncates the protein at
position 392 within a lcucine-rich region. The resulting protein
larks the transmembrane and cytoplasmic domains that lack sig-

Results
Table 1. Main features of the patients
Cohort (N = 433)

Femule sex. % 73.1
Mean age = 5D, ¥ 65.60 £ 14.5
Mean duratien of follow-up = SD. me 1238 = 91.5
Exira-aricular manitestations, % 222
Erosive disease. % 57.1
RF positive, % 64.8
Patients (%) treated with:

DMARDs 99.5

Corticoid therapy 58.8

Biologic therapy 36.6
Mean no. of DMARDs * 5D 22x15
Mean no. of biclogics + SD 1.8+ 12

RF, rheumatoid fuctor.

n g capucity, The RIPK3 SNP rs146886719 introduces a stop
codon at position 422, within the proline-rich region, but main-
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Table II. NF-xkB regulatory genes analyzed by NGS

(rane Name

Pt L AP |
ASCC2
ASCC3
BCLI10
BCL3
BLNK
BRE
BST2
CARDIO
CARDII
CARDI4
CARDI6G
CARDI(8
CARDG6
CARDS
CARD9
CASPBAP2
CD14
CDI1%
cD27
D28
CD40
CD70
CD8A
CHUK
COPS3
DAPPL
DEDD2
ECSIT
EDAZR
EDAR
FADD
FAS
FASLG
FOX03
FUSs
GNB2LI
GRB2
HSFBI
IFIH]
IKBKAP
IKBKB
IKBKE
IKBKG
IL10
IL13
ILITA
IL17B
IL18
IL1A
IL1B
ILIR1
124

Gene Name

F I P |
IL4
IL7
IL9

IRAKI
LTA
LTB

LTBR
MAGIZ
MAYS
MYD&S
NDFIPI
NFKB |
NFKB2
NFKBIA
NFKBIB
NFKBIE
NFKBIZ

NKAP

NLRC4

NLRPL

NLRPILO
NLRPI2Z

NLRP2

NLRP3

NLRP4

NLRP&

NLRPT

NODL

NOD2Z

PYDCI
PYDC2

REL

RELA

RELB

RELT

RIPKI

RIPK2

RIPK3

SH2DI1A
SH3RF1
SIGIRR
SPPL
SQSTMI
TAB2
TAB3
TANK
TDP2
TICAMI
TICAM2
TIRAP
TLRI
TLRILO

Gene Nume

LR
TLR3
TLRA4
TLR5
TLRG
TLR7
TLRY
TLRY

TNF

TNFAIP3
TNFRSF1(A
TNFRSFIH)B
TNFRSFLIA
TNFRSFI13B

TNFRSF14
TNFRSF17
TNFRSF18
TNFRSF19
TNFRSF1A
TNFRSFIB
TNFRSF21

TNFRSF25

TNFRSF4

TNFRSF3

TNFRSFY

TNFSF10

TNFSF11

TNFSF12

TNESF13

TNFSF13B
TNFSF14
TNEFSF15
TNFSF8
TNFSF9
TNIPL
TNIP2
TNIP3
TRADD
TRAF1
TRAF2
TRAF3
TRAF31P2
TRAF4
TRAFS
TRAF6
TRAF7?
TRIPG
TRPC4AP
TSC22D3
VAV
ZDHHC13
ZNF675

tains the protein kinase demain. The CARDS SNP 1520432

codes for a protein of only 1€ aa from the N terminus and has been
previously associated with disease severily in RA patients (17).
Finally, ASCC1 SNP rs11000217 introduces a stop coden at
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amino acid position 78 {p.378*) that deletes all predicted domains
of the protein (Fig. 1A, 1B). Based on alleli~ frequencies., pre-

dicted impact on protein function, and nov

t, we focused on

ASCCI fer further functional and clinical association studies. The
genotype distribution was found to be similar in both control and
RA populations (Fig. 1C). which was in line with the genotypes
described for the European population in HapMap database
{Fig. 1D}. Therefore, these data indicate that the ASCC]1 variant is
nol associated with disease suscepiibility.

ASCC1 inhibirs NF-xB activity

It has been shown that ASCCl-containing protein complex is a
transcriptional coactivator of NF-xB (19). Te investigate whether
ASCCI has influence on NF-kB activation, we cotransfected MCF7
cells with ASCCI and a luciferase reporter gene driven by a pro-
maoter sequence containing six NF-kB-responsive elements. The
expression of ASCCI reduced the NF-xB transcriptional activity in
a dose-dependent manner (Fig. 2A). Moreover, ASCC1 consistently
reduced (>>2-fold) the expression of NF-xB target genes TRAIL,
TNF-a., cIAP-1, and IL3 (Fig. 2B}. To demonstrate that this effect
is not cell line dependent, we transfected different cell models,
6, with ASCC1 and found a sig-
nificant reduction of luciferase activity in all cases (Fig. 2C).

p.578% variant of ASCCI lacks NF-xB inkibition activity

We decided to continue with the analysis of the truncated ASCCI
scause of the predicted functional ronsequences, the fre-
quency of the rare allele in 1he studied pop
data of this variant in RA. .

MCF7, UR7, HELA, and HC

varian

ASCH

(Fig. 3B}. We studis

ion, and the lack of

domains described for ASCCH are
deleted in the Iruncated vanant. To analyze the function :on-
sequences of this deletion on the activity of NF-kB, we introduced
the rare nucleotide in a construct comaining ASCCI by site-
directed mutagenesis and studied the capacity of this variant to
inhibir nninduced NF-kB activity. As shown in Fig. 3A, wild type
but not the truncated variant, reduced the NF-kB tran-
scripional aclivity compared with the control (emply vector).
Moreover, activation of NF-kB by TNF-a was drastically reduced
in the presence of wild type ASCCI1, but no inhibition was ob-
served when cells were transfected with the truncated variant

he eflect of ASCC1 allelic variants on the

formation of NF-k B-DNA complexes by using EMSA and ob-
served consistent but slight differences between wild-type and
mutant varants {data not shown). However, consistent with our
previous functional results, at least a 4-fold reduction in the levels
of clAP-1 and CCL2 was shown in cells transfected with ASCC1
after activation of NF-kB (Fig. 4A). On the contrary, transfection
of the same cells with the truncated ASCCI did not significantly
medify the expression of the NF-«B target genes compared with
the contrel, empty vector-transfected cells (Fig. 4A). The func-
tional effect of the truncated variant was further confirmed by
analyzing the release of an NF-kB target, TNF-a, into the ¢ 1re
medium by using an ELISA system. As expected, only the wild
type variant reduced the secretion of TNF-a (Fig. 4B),

Table I Truncating variants of NF-kB regulatory genes in control and RA patients

AF
Gene i) REF ALT Control Subjects Patients P AA Change
TLR3 5744168 C T 0.01667 0.007576 0.5652 R392#
ASCCI] rs11000217 C G 0.01667 0.0303 0.5824 §78%
RIPK3 5146886719 cC T 0 0.007576 0.4991 R422¢
CARDS 2043211 T A 0.4 0.3712 0.7033 C10*

AF. allelic frequencies: ALT. alternative allele:

REF. reference allele.
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Table 1. Allelic variants of T1
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. genes in control and RA populations.

Gene | ID number | MAF? N \F P AAP Impact
controls | cases vé 1e change

TLR1 | rs113706342 |0 0,007576 | 0,4991 H720P | MODERATE
TLRI | rs41311400 0 0,007576 | 0,4991 G676G LOW

TLR1 | rs151036585 |0 0,007576 | 0,4991 D605Y | MODERATE
TLRI1 | rs5743618 0,4333 0,3333 0,1821  S6021 MODERATE
TLR1 | rs5743614 0,3929 0,25 0.05834 85068 LOW

TLRI1 | rs201398822 0,01667 )] 0,137 L371F MODERATE
TLR1 | rs184548723 0 0,007576 | 0.4991 T363M MODERATE
TLRI1 | rs3923647 0,01667 0,01515 0,9375  H305L MODERATE
TLR1 | rs4833095 0.4333 0,303 0,07807 N248S MODERATE
TLR1 | rs5743611 0,05 0,09091 0,3276 R80T MODERATE
TLRI1 | rs145135062 0] 0,007576 | 0,4991 I57TM MODERATE
TLR1 | rs5743610 0,01667 | 0,01515 0,9375 H38H LOW
TLR2 | rs5743697 0] 0,007576 | 0,4991] G38G LOW

TLR2 | rs200686000 0 0,007576 | 0,4991  TI138I MODERATE
TLR2 | rs3804099 0,5167 0,4621 0,4831 99N LOW

TLR2 | rs5743698 0 0,007576 | 0,4991 L213L LOW

TLR2 | rs3804100 0,06667 0,08333 0,69 54508 LOW
TLR2 | rs5743700 0,05 0,02273 0,31 F541F LOW

TLR2 | rs5743704 0,01667 0,02273 0,7852  P631H MODERATE
TLR2 | rs5743708 0 0,007576 | 0.4991 R753Q MODERATE
TLR3 | rs3775291 0,4333 0,3409 0,2188 LI135F MODERATE
TLR3 | rs3775290 0,3333 0,3258 0.9175 FI182F LOW
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Table 2. Genotype trequencies of selected TLR variants in controls and

RA patients.

Genotype | Controls  Cases 'val OR* (95% C )

N2 3Svi antol ..RI

TT 0,35% 0,36%

TC 0,46% 0.48% 0,900 1,032 (0.636-1.672)

cC 0,18% 0 1% 0, »l1 0,788 (0,417-1,487)

¢ 1L variant ¢ TLR7

AA 0,64% 0,69%

AT 0.29% 0,20% 0,906 0,660 (0,399-1,095)

TT 0,05% 0,09% 0,350 1,539 (0,620-3,822)

M V wvariant¢ LRR

AA 55.7% 55.7%

AG 30.6% 30.1% 0.941 0.982 (0.608-1.585)

GG 13.9% 1.2% 0.957 1.018(0.539-1.923)

30R, odds ratio; °CI, confidence interval
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Background

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic autoimmune
disease characterized mainly by chronic inflammation of
the synovial lining and Thl activation, which lead to
progressive joint destruction. It has been suggested that
viruses and bacteria may contribute to initiation or ex-
acerbation of RA by binding to Toll-like receptors
(TLRs) [1, 2].

TLRs belong to a family of transmembrane proteins that
constitute one of the primary defense mechanisms in in-
fectious and some noninfectious diseases in mammals [3].
Inappropriate activation of TLR-mediated pathways has
been implicated in the loss of self-tolerance, leading to
autoimmunity and chronic inflammation [4, 5]. TLRs are
type | transmembrane glycoproteins with extracellular
leucine-rich repeats (LRRs} and an intracellular Toll/
interleukin (IL)-1 receptor (TIR) homology domain [6].
Signaling by TLRs involves interaction with TIR domain-
containing adaptors, including MyD88, TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-f (TRIF), TRIF-
related adapter molecule (TRAM), TIR-related adapter
protein {TIRAP), and sterile alpha and TIR motif-
containing protein 1 (SARMI) [7]. These interactions
promote nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells (NFkB) activation, among other func-
tions. TLR-dependent activation of NFkB drives the pro-
duction of proinflammatory chemokines, cytokines, and
cell adhesion molecules [7, 8]. There is increasing evi-
dence that NFkB is a major, if not the main, transcription
factor controlling inflammation [9].

TLR10 remains the only orphan member among the
human TLRs because its ligands remain unknown and
there are discordant data about its function [10, 11]. The
expression of TLR10 has been reported mainly in B
cells, dendritic cells, eosinophils, neutrophils, and non-
immune cells such as trophoblasts [11-14]. In mam-
mals, TLR10, TLR1, and TLR6é share a common locus
on chromosome 4pl4 and are structurally similar to one
another [11]. Despite interacting with MyD88 [11],
TLR10 differs from other TLRs by the lack of a classic
downstream signaling pathway [15]. Phylogeny supports
the idea that TLR10 arose before the gene duplication
that generated TLR1 and TLR6 [16, 17]. TLR1l and
TLR6 are able to form a protein complex with TLR2 and
TLR10 [11, 14], although the individual contribution of
each protein to the function of the complex is largely
unknown.

Genetic variants in TLR family members have been as-
sociated mainly with disease susceptibility in patients
with RA with variable levels of significance and even dis-
cordant results [18-21]. In a previous study, researchers
investigated the association between TLR10 variants and
RA susceptibility, but no statistical significance was
found [20]. Although single-nucleotide variants of the
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TLRI10 gene have been associated with other auto-
immune [22] and tumor [23] diseases, the functional ac-
tivity of this protein and the clinical significance of its
gene variants are still controversial [11, 24].

In this article, we report that TLR10 is able to inhibit
NFkB signaling in hematopoietic cells, which may limit
the activation of this transcription factor that is involved
in many chronic inflammatory disorders, including RA.
We analyzed the association of a missense variant of
TLR10, 1473T, with RA and show that this amino acid
substitution in an LRR domain gives rise to a protein lack-
ing the NFKB inhibition activity that is associated with
more severe disease and lower response to infliximab.

Methods

Samples

In this work, we included two cohorts of patients with
RA, a first cohort of 453 unselected patients followed at
Hospital Universitario Marques de Valdecilla (Santander,
Spain) and Hospital Universitario La Paz (Madrid,
Spain), and a second one of 1201 patients recruited by
the Immune-Mediated Inflammatory Disease Consortium
(Spain) [25]. Clinical information, including demographic
data, disease characteristics, and treatments, are summa-
rized in Table 1. All patients were diagnosed according to
the American College of Rheumatology classification cri-
teria [26]. As a control population, 1702 healthy individ-
uals from the same pgenetic background were also
genotyped [27]. All control individuals had been screened
for the presence of an autoimmune disease or a family his-
tory of autoimmune disorders, and excluded in case of a
positive result.

Cell lines

K562 and U937 cells were maintained in RPMI 1640
medium (Life Technologies, Paisley, UK) supplemented
with 10 % FBS (Lonza, Verviers, Belgium). The medium
was replaced every 2-3 days.

Sequencing analysis

By next-generation sequencing (NGS), the coding exons
and flanking regions of the TLRI0 gene were sequenced
in 66 selected patients with severe RA, rheumatoid fac-
tor and/or antibodies to citrullinated protein antigens
(ACPA) positivity, erosive disease, and resistance to at
least one disease-modifying antirheumatic drug, as well
as in 30 healthy control subjects. DNA libraries were
processed for hybrid enrichment using a custom
Nimblegen SeqCap EZ design (Roche Sequencing, Basel,
Switzerland) containing the coding sequences of TLRIO.
Then, double-barcoded libraries were sequenced by
using a MiSeq NGS5 platform (Illumina, San Diego, CA,
USA). Sequencing reads were aligned against the human
reference genome (hgl9) using BWA [28]) with the
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endpoint fluorescence readings were performed using
an ABI PRISM 7900 HT sequence detection system
{Applied Biosystems). The genotyping error was esti-
mated by genotyping 20 % of samples in duplicate
{error <1 %} [33].

Transfections and gene reporter assays

TLR10 complementary DNA (cDNA) was cloned into a
pCMV6 vector (OriGene, Rockville, MD, USA). The
1473T variant was generated by site-directed mutagenesis
using the QuikChange mutagenesis kit (Agilent Technelo-
gies, Santa Clara, CA, USA) with the following primers:
5'-GGCCTTACGAGAACTAAATACTGCATTTAATTT
TCTAACTGATC-3° and 5'-GATCAGTTAGAAAAT
TAAATGCAGTATTTAGTTCTCGTAAGGCC-3". The
modified insert was sequenced to verify the mutation.
K562 and U937 cells were cotransfected with 2 pg of
wild-type or mutant TLR10 constructs, 1 pug of reporter
plasmid pBVIx-Luc, containing six tandem repeats of
the NFkB recognition sites within the promoter region
linked to the luciferase gene [34] and 0.2 pg of respira-
tory syncytial virus-p-galactosidase plasmid (pRSV-f-gal)
by using Lipofectamine 2000 reagent (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). After 24 h of transfection, cell viabil-
ity was greater than 80 %. Then, K562 and U937 cells
were incubated with 10 ng/ml and 20 ng/ml tumor ne-
crosis factor-o (TNFa) in the presence or absence of
200 pg/ml infliximab, and, after 24 h, cell extracts
were prepared and analyzed to measure relative lucif-
erase activity by using a dual-light reporter gene assay
system (Applied Biosystems). Results were normalized
for transfection efficiency with values obtained with
pRSV-B-gal.

Expression analyses of NFkB target genes

To assess the expression of individual genes, cDNA was
generated and amplified by using primers for human
TNFa (5 -CAATGGCGTGGAGCTGAGAG-3" and 5'-
GGCTGATGGTGTGGGTGAGG-3"), chemokine (C-C
motif) ligand 2 (CCL2) (5'-CTCGCTCAGCCAGATG
CAAT-3" and 5'-GTCTTCGGAGTTTGGGTTTGC-3'),
TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) (5°'-
GAGCTGAAGCAGATGCAGGAC-3' and 5'-TGACG
GAGTTGCCACTTGACT-3'), and p-actin (5'-GCTG
CCTCAACACCTCAAC-3" and 5'-GATGGAGTTGAA
GGTAGTTTCGTG-3"). Quantitative real-time PCR was
performed using the ABI PRISM 7000 Sequence Detec-
tion System (Applied Biosystems). The ratio of the abun-
dance of differentiation markers to that of B-actin
transcripts was calculated as 2n, where # is the threshold
cycle value of B-actin minus the threshold cycle value of
the corresponding messenger RNA (mRNA) and nor-
malized by the value of the sample with the lowest ex-
pression level of these genes. The specificity of the

Page 4 of 9

desired PCR products was determined by performing
melting curve analysis.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the SPSS 20
software program (IBM, Armonk, NY, USA}) and the R
statistical software package (version 3.2.0). Differences in
categorical variables between groups of patients were
compared using Fisher’s exact test. Statistical signifi-
cance between groups in in vitro analyses was deter-
mined by using an unpaired, two-tailed Student’s ¢ test
or the Mann-Whitney I test. The significance level was
set at p<0.05. Genetic association analyses were per-
formed using linear and logistic regression models. The
significance of the P regression coefficient was deter-
mined using the Wald test. As described previously, co-
variates in these genetic analyses included the years of
disease evolution and the basal Disease Activity Score in
28 joints (DAS28) for the association of 1511466657
genotype with the level of joint damage [33] and the
change in DAS28 at 12 weeks [35], respectively.

a NZ41H
L167P V288
1 A163S M326T

b Thus Study Genotype
Population A G GG
HC 0880 0118 0004
RA 0331 o117 0002
c Haphap Genotype
Population A G GO
CEU 092 008 000
HCB 100 000 000
JPT 100 000 000
YRI 100 060 000
TSI 083 0.13 004

Fig. 1 TLR10 gene variants. a Schematic representation of TLR10
protein that llustrates the positien of the missense variants identified by
next-generation sequencing. b Genotype distribution of the 1473T variant
in the independent cohort of 1493 healthy control subjects (HC) and
1201 patients with rheurnatoid arthritis (RA). € TLR1G gencrype
frequencies in HapMap populaticns. The following population samples
waere Included: CEU {Urah residents with Northern and Western
European ancestry from the Centre d'etude du Polymorphisme Humain
[CEPH] collection), HCB {Han Chinese in Beijing), JPT {Japanese in Tokye,
Japan), YRl {¥oruba in lbadan, Nigeria), TSI (Tascani in Italy). LRR Leucine-
rich repeats, TR TollHike receptor, TM Transmembiane domain, TR Toll/
interleukin-1 receptar domain
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[19-21, 41]. However, TLR10 genetic variants have not
yet been associated with RA, but they have been associ-
ated with susceptibility to infectious and inflammatory
diseases such as extrapulmonary tuberculosis and
asthma [42, 43]. We found that the [473T variant signifi-
cantly associates with the presence of ACPA and erosive
disease, both in the total RA cohort and in female pa-
tients. It is well established that TNFa inhibitors help
control disease activity, However, not all patients re-
spond adequately to initial anti-TNFa treatment [44]. In
line with this, we have demonstrated that patients with
the [437T variant showed 2 significant lower response to
infliximab, and this effect was also demonstrated in
vitro. Thus, this TLR10 variant may be a good candidate
marker of response to infliximab or other anti-TNFa
treatment in patients with RA, which should be vali-
dated by replicating this study in other populations with
different genetic backgrounds. Although there were no
differences in penotype distribution between patients
with RA and healthy control subjects, our data show
that a TLR10 genetic variant selects a group of patients
with a more severe and refractory disease. This variant
has been described only in previous work associated
with a decreased risk of meningioma [45]. The 1473T
variant leads to a reduced capacity of TLRIO to inhibit
activation of NFkB in response to inflaimmatory stimuli.
This effect may be explained by the amino acid change
decreasing the hydrophobicity of an LRR domain, which
may alter the interaction with TLR proteins needed for
TLR10 signaling [37].

Conclusions

Overall, our observations identify an allelic variant,
1473T, in TLR10 that is significantly associated with
more severe disease, Our data also indicate that the
TLR10 variant lacks the capacity to inhibit NFkB tran-
scriptional activity in hematopoietic cells and reduces
the clinical and biclogical response to infliximab, which
support the association between the 1473T variant and
disease outcome in patients with RA.
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4. DISCUSION

La AR es una enfermedad inflamatoria cronica, especialmente
relevante por su alta frecuencia (Carmona et al., 2002) y por las
consecuencias socioeconomicas que provoca (Schoels et al., 2010). Se
estima que tras 15 afios de la aparicion de la enfermedad, solo el 40% de
los enfermos puede trabajar lo que supone un coste socioecondomico anual
por paciente de mas de 10.000 Euros (Lajas et al., 2003). Hasta la fecha,
la falta de conocimiento exacto de la patogenia de la enfermedad hace que
no exista un tratamiento eficaz que permita curarla. Sin embargo se sabe
que esta patologia comprende un fuerte componente genético (MacGregor
et al., 2000). La identificacién de genes que puedan influir en la
susceptibilidad a padecer AR ha sido por tanto durante los ultimos afios
uno de los principales retos de esta enfermedad. Mediante estudios de
ligamiento y estudios de asociacion, se han conseguido grandes avances
en la identificacion de genes potencialmente relevantes para su desarrollo.
A excepcion de casos puntuales en los que se ha visto una posible
asociacion, la regulacion genética que contribuye al desarrollo de la
enfermedad en estos pacientes permanece desconocida (Maksymowych

and Brown, 2009).

Como se ha comentado anteriormente en esta Tesis, NFkB es
posiblemente el principal modulador de las respuestas nmune e
inflamatonia por lo que su papel en la AR, una enfermedad inflamatoria,
podria ser clave. Diversos estudios han mostrado asociaciones previas que
relacionan esta ruta con ¢l posible desarrollo de la enfermedad (van Loo
and Beyaert, 2011). Asi, se ha demostrado que existe un aumento en la

representacion de genes implicados en la sefializacion de 1a via NFxB en
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el desarrollo de 1a AR, inc yendo CD40, TRAF1, NFAIP3 y Rel, entre
otros (Criswell, 2010) (K rko et al., 2013) (Ruiz-Larranaga et al., 2016).

iversas variantes génicas de los genes reguladores de esta ruta, también
se han asociado con enfermedades inflamatorias cronicas o sindromes
auto-inflam: >rios (Hoffjan et al., 2015) (Jurjus « al,, 2016). Ademas,
alteraciones en esta ruta de sefializacion han sido descritos en varios
canceres y enfermedades autoinmunes (Wang et al., 2014c¢). Variantes en
IKKp se asocian con cancer colorectal (Seufert et al., 2013), linfoma y
mieloma multiple (Kai et al., 2014). En relacién con la AR, nuestro grupo
ha desct > otras variantes como la presente en el gen CARDS asociada
con una mayor severidad en aquellos pacientes portadores de la mutacion
(Fontalba et al., 2007). En este contexto, consideramos que el estudio de
los genes implicados en la activacién de la via NFxB en el escenario de la
AR, podria proporcionar informacion sobre los mecanismos patogénicos
que median esta enfermedad asi como dar la posibilidad de identificar

nuevos marcadores prondsticos.

Los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral aportan
conocimiento acerca de nuevos posibles marcadores de gravedad y arrojan
luz sobre los mecanismos reguladores de la ruta NFkB abriendo la
posibilidad a desarrollar nuevos tratamientos que actuen de forma
selectiva sobre los componentes de esta via y que puedan por tanto influir

en el desarrollo de la enfermedad.

Mediante técnicas de secuenciacion de nueva generacion,
decidimos estudiar los principales genes implicados en la regulacion de la
via NFkB en aquellos pacientes que presentaban un peor prondstico para

la AR ya que la probabilidad de encontrar en ellos una mutacién
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determinante es mayor. Se identificaron un total de 942 variantes génicas

presentes en un total de 158 genes.

Dada la cantidad de informacion obtenida, decidimos seleccionar
aquellas variantes que pudieran ser mas relevantes a la hora de influir en
el desarrollo de la patologia mediante dos caminos que dieron lugar a los
diferentes articulos que se han presentado en esta Tesis. Por un lado
decidimos centrarmnos en analizar cuales de las variantes encontradas
daban lugar a un truncamiento de la proteina y con ello a una posible
modificacion de su funcién. Consideramos este requisito una
caracteristica fundamental a la hora de iniciar nuestra seleccién ya que
aquellos cambios que mas probabilidad de afectar a la estructura y la
funcidn de la proteina presentan, son los que mas interés suscitan a la hora
de modificar la actividad NF«B y por tanto la respuesta inflamatoria que
se genere en las personas portadoras de la mutacion. Esta primera
aproximacion dio como resultado el primer articulo basado en el gen

ASCCI.

Por otro lado, una vez estudiadas las variantes que afectaban mas
directamente a posibles cambios funcionales, decidimos centrarnos en
analizar los genes que mayor relevancia en vista a la evidencia cientifica
tenian en el sistema inmune y en el desarrollo de otras enfermedades
inflamatorias incluyendo la propia AR. En este caso, bien por los
resultados obtenidos en nuestro laboratorio o por los descritos en otros
estudios, nos centramos en analizar las distintas variantes que obtuvimos
paratoda la familia de genes TLRs. Esto dio como resultado la publicacién
de los articulos 2 y 3 en los que encontramos dos variantes en los genes

TLR10 y TLR8 asociadas con ¢l pronostico de esta enfermedad.
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ASCCI

Derivado del estudio de este gen, encontramos tres resultados
interesantes descritos previamente en el articulo y que discutiremos a

continuacion.

Como primer resultado r¢ :vante describimos por primera vez ¢
gen ASCC1 como un regulador negativo de la actividad transcripcion:
de NFkB, lo cual implica . una menor respuesta inflamatoria. La
informacién acerca de este gen en la literatura es escasa y poco clara.
Parece ser que se trata de una subunidad de un complejo proteico que
interacciona con factores de transcripcion entre los que destaca NF«B,
funcionando como un co-activador de la ruta. Sin embargo, tan solo dos
articulos tratan de describir este complejo proteico (Jung et al., 2002)
(Kim et al., 1999). Con respecto a ASCC1, solo existe un articulo donde
se describe e incluso estudia su posible funcion en la ruta [FxB (. ng et
al., 2002). En este artic lo, a diferencia de nuestros resultados, se describe
ASCC1 como un activador de la via de sefializacion [FkB. Esta
discrepancia en los re: ltados obtenidos en ambos casos puede e Ir

basada en diferencias metodolégicas a la hora de abordar el estudio.

En el caso del es dio realizado por Jung et al donde describen
ASCC1 como un potencial activador, su resultado es fruto de un unico
experimento en el que mediante 1 iferasa se analiza la actividad de M. <B
en células -ansfectadas con ASCC1 y con una variante mutada que
provocaria la perdidade ncidn de este gen. Sus resu 1dosr estran un
aumento de la actividad transcripcional de NFi™ de forma dosis

dependiente a medida que aumenta la cantidad de ASCC1 transfectada a
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las células. Vistos estos resultados, decidimos inicialmente corroborarlos
en nuestro laboratorio v ante las discrepancias encontradas rebatir la
informacion aportada. A continuacion discutiremos varios aspectos que
podria explicar las diferencias existentes entre ambos estudios asi como

apoyar los resultados obtenidos en nuestro laboratorio frente a los suyos.

En primer lugar, se lleva a cabo el estudio de la actividad NFkB
unicamente bajo activacion de la ruta, co-transfectando las células junto
con el factor de trascripcion p65, conocido activador de la ruta NFkB,
como va describimos anteriormente. Utilizar la sobreexpresidon de p65
podria ser uno de los motivos por los que sus resultados parecen indicar
un papel activador en ASCC1 ya que parece ser que este gen interacciona
estrechamente con otras proteinas formando el complejo proteico descrito
anteriommente, siendo dependientes unas de otras asi como de los
estimulos que las activan. Parece ser que p65 interacciona con estas
proteinas, como bien se describe en el propio articulo, por lo que podria
estar influyendo en el resultado tinal mediante la activacion del complejo
principal, conocido activador de la ruta NFkB, mas que con el gen de
estudio por separado. En vista a estos datos, para rebatir sus resultados
decidimos realizar varios experimentos en los que estudiamos la actividad
NFxB. En primer lugar decidimos replicar e intentar el mismo
experimento realizado por Jung et al/, aplicando diferentes
concentraciones de ASCC1. En nuestro caso sin embargo, vimos como la
actividad transcripcional de NFxB disminuye de forma dosis dependiente
a diferencia de lo descrito por Jung er al. Por otra parte estudiamos
también la actividad luciferasa en células sin estimular y estimuladas con
dos de los activadores mas conocidos de la ruta NFxB, el LPS y el TNF,

obteniendo los mismos resultados que habiamos visto anteriormente.
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Ademads de las técnicas de luciferasa, para apoyar nuestros resultados,
estudiamos la expresion de citocinas pro-inflamatorias observando que
efectivamente este gen provoca una menor produccion de dichas

proteinas.

En segundo lugar, cabe mencionar que en este articulo tan solo se
realizan experimentos en una Onica linea celular. Para poder rebatir los
datos ya publicados y dar fuerza a nuestros resultados, decidimos llevar a
cabo nuestro estudio en cinco lineas celulares de diferentes tipos, incluidas
las utilizadas por Jung er g/, observando en todos los casos como la

actividad NFkB parece disminuir en las células transfectadas con ASCCI.

Por tltimo, cabe mencionar con especial atencion que al
comprobar el tipo de gen con el que estdbamos trabajando, vimos la
existencia en la actualidad de 4 posibles variantes descritas para el gen
ASCCI1. En nuestro caso trabajamos con la variante 1 de 2925 pb,
mientras que para nuestra sorpresa, en el caso de Jung er @/, parece que
trabajan con la variante 2 del gen de 2644pb pudiendo esta version
acortada del gen estar afectando al domino KH de la proteina induciendo
un cambio conformacional que afecte a su funcién. Por lo tanto, puede
que el hecho de estar trabajando con diferentes variantes que pueden
afectar diferencialmente a la estructura v por tanto funcién de la proteina,
sea uno de los motivos de la controversia encontrada entre los resultados

obtenidos por ambos laboratorios.

El segundo resultado relevante para la Tesis, obtenido en este gen,
lo encontramos al estudiar in vifre las consecuencias funcionales de la
variante S78% encontrada. En este caso, como ya comentamos

previamente, para estudiar las variantes que pudieran ser mas relevantes
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para la patologia, decidimos centrarnos en aquellas que pudieran afectar
la actividad de la proteina. Como resultado de esta seleccion, vimos una
mutacion en el gen ASCCI, la variante &,J*. Nuestros resultados
indicaron en este caso que la variante S78* da lugar a una prc ina
truncada la cual parece perder los dominios funcionales lo que hace que
ASCC1 pierda la capacidad de inhibir la actividad transcripcional de
NFkB. Al igual que para demostrar la actividad del gen, se llevaron a cabo
diversos estudios en los que comprobamos la actividad transcripcional de
NF«B mediante luciferasa, la expresién de citocinas pro-inflamato s
tanto 11 -acelulares como en ¢ sobrenadante asi como la union de NFxB
al ADN mediante EMSA. En todos los casos vemos como en aquellos
modelos po 1dores de la mutacion la capacidad inhibitoria de ASCC] se
perdia, haciendo por tanto que NFkB recuperase su actividad norm:

pudiendo dar lugar asi a un mayor proceso inflamatorio.

Una v~ comprobadas las consecuencias funcicnales de la
mutacién decidimos comprobar si efectivamente se asociaba
significativamente con la susceptibilidad o con un peor prondstico en
aquellos pacientes con AR. En primer lugar estudiamos la posible
novedad del hallazgo ya ¢ e existen muy pocos estudios que relacionen a
alguno de los componentes del complejo proteico al que pertenece ASCC1
con enfermedades. Hasta la fecha, en lo que a este gen se refiere, tan solo
un articulo menciona una posible asociacion en una variante de ASCCI,
diferer : a la encontrada en nuestro caso, en pacientes con
adenocarcinoma esofagico y eséfago de Barret (Orloff et al., 2011}). La
novedad por lo tanto de encontrar una variante que asocie este gen por
primera vez con una enfermedad inflamatoria, junto con la posible

afectacion a nivel proteico, hizo que ampliaramos el estudio de este SNP
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a una muestra mayor paraana ar su posible papel en la AR. Los estudios
estadisticos revelaron ausencia de asociaciéon con susceptibilidad.
ecidimos estudiar entonces la posible asociacion de esta variable con ¢
pronoéstico de la enfermedad atendiendo a las carac risticas
demograficas, actividad de la enfermedad, manifestaciones extra-
articulares, autoanticuerpos, dafio radiolégico, necesidad de protesis
articulares, nimero de tratamientos recibidos, remisiéon de la enfermedad
y muerte. Vimos entonces que esta variante se asociaba positivamente con
un peor pronodstico de la enfermedad estando asociada a pacientes en los
que la enfermedad se manifiesta de forma mads severa. En concreto, los
pacientes con AR portadores de esta mutacion necesitan una mayor
cantidad de FAMES y mas pacientes portadores de este alelo necesitan ser
tratados con tratamientos biolégicos y con corticoides. Ademas, también
comprobamos que otros dos ¢ erios importantes para el prondstico como
son la remision clinica y la presencia de ACPA variaban en los pacientes

portadores de la mutacién en comparacion con los que no la presentaban.

A pesar de que el andlisis estadistico mostrd una asociacion
significativa en relaciéon al nimero de FAMES que los pacientes
portadores de esta mutaciéon necesitan, el resto de variantes no parecen
estar asociadas de forma significativa. Sin embargo, con los datos
funcionales encontrados, nosotros creemos que dado que todos los analisis
estadisticos parecen indicar la misma tendencia hacia un peor prondstico
y que esta variante segun los estudios in vifro promueve la inflamacién, la
falta de significancia puede ser debida a una escasez tanto en el nimero
de muestras como en el tipo de muestra. Este polimorfismo parece ser
excepcionalmente raro por lo menos en la poblacién europea, encontrando
para nuestra cohorte de estudio que solo el 1,8% presentaban la variante
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de estudio, por lo que consideramos que el hecho de obtener solo datos
tendenciales debe tenerse en cuenta y mas cuando todos ellos parecen
inclinarse en una misma direccién va que obtener significancia en un
estudio estadistico de una “n” tan pequefia es muy complicado. Ademas
de este bajo nimero muestral hay que tener en cuenta que no hemos
podido realizar el estudio estadistico en pacientes que fueran homocigotos
para la mutacion ya que no pudimos encontrar ningin caso en nuestra
cohorte, estando basados todos los analisis en pacientes heterocigotos. En
funcién a estos datos, consideramos que este polimorfismo podria
presentar una mayor fuerza estadistica si se estudiara en una cohorte
mayor de pacientes con AR en la que pudiera asi mismo compararse tanto
portadores heterocigotos para la mutacion como homocigotos para ambos
tipos genéticos obteniendo datos mas claros que den fuerza al valor de esta

variante no solo en la patologia de la AR si no en otras patologias

inflamatorias dado el papel que desempefia a nivel de la ruta NFxB.

Como va cometamos anteriormente, la segunda aproximacion que
realizamos en esta Tesis a fin de seleccionar los datos que pudieran ser
mas importantes fue de acuerdo a la importancia de los genes desde un
punto de vista biologico. Decidimos asi centrarnos en estudiar la familia

de genes TLRs.

Los TLRs constituyen una familia de proteinas transmembrana
involucradas en el reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMP) vy ligandos endogenos. Su papel en la respuesta
inmune es clave regulando la respuesta inflamatoria innata v la iniciacién
de larespuesta adaptativa (Takeda et al., 2003). Tras la union a los PAMP,

estos receptores se activan iniciando una cascada de transduccion de
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sefiales que termina en la activacion de NFkB y la consiguiente
produccion de citocinas pro-inflamatorias y moléculas de adhesion
(Drexler and Foxwell, 2010} (O'Neill and Bowie, 2007). Su activacion ha
sido implicada en la pérdida de tolerancia hacia lo propio conduciendo al

desarrollo de enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Wagner, 2006).

En la AR, diversos estudios han indicado la asociacién de
multiples variantes genéticas en estos receptores tanto a nivel de
susceptibilidad como en el pronéstico de la enfermedad, sin embargo, los
resultados obtenidos son variables (Enevold et al., 2010; Etem et al., 2011;

Zheng et al., 2010}.

En ¢l trabajo de esta Tesis Doctoral obtuvimos un total de 100
polimorfismos asociados a la region codificante de los diez TLRs
estudiados, desde el TLR1 hasta el TLR10. En el TLR1 observamos un
total de 13 polimorfismos, habiendo 9 en el TLR2, 4 en el TLR3, 9 en el
TIR4, 12 enel TIR5, 12 enel TI.R6, 7enel TLR7, 7enel TI.RS, 11 en
el TLRY y 16 en el TLR10. Dada la cantidad de informacion decidimos
seleccionar aquellos polimorfismos que presentaran una mayor
probabilidad de influir en ¢l desarrollo de la enfermedad. Nos centramos
en aquellas variantes que presentaban diferencias estadisticamente
menores de 0,1 {p.valor <0,1) en la frecuencia del polimorfismo entre la
poblacidn control y los pacientes con AR. De las 100 variantes iniciales,
seleccionamos un total de seis, de las cuales nos centramos en aquellas
que presentaban un posible impacto a nivel de la estructura proteica, junto
con la posible relevancia de esas variantes en cuanto a la novedad que

pudieran presentar en la AR.
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Encontramos cuatro polimorfismos en cuatro genes diferentes que
cumplian los requisitos anteriores, la variante N248Senel TLR1,1aQ11L
en el TLR7, la M1V en el TLRS vy la variante 1437T en el TLR10. Al
igual que mencionamos anteriormente para ASCC1, decidimos estudiar
estas cuatro variantes genéticas en una cohorte mas amplia, a fin de
confirmar una posible asociacion con la AR. El estudio de asociacion en
esta nueva cohorte mostrd que ninguno de los SNPs presenta diferencias
significativas entre los pacientes con AR y los controles sanos indicando
que ninguno de los casos esta implicado en la susceptibilidad a AR.
Decidimos estudiar entonces la posible asociacion de estas variables con
el pronostico de la enfermedad atendiendo a los mismos parametros
aplicados para ASCC1. En funcién a estos resultados encontramos dos

interesantes variantes presentes en los genes TLRE y TLR10.

TLRS

En el caso de la variante M1V en el gen del TLRS, a pesar de
mostrar una falta de asociacion con susceptibilidad a padecer AR, estudios
estadisticos de asociacion con el pronostico de la enfermedad mostraron
que la variante estd asociada con aquellos grupos de pacientes que
presentan una enfermedad menos severa. Nuestros resultados mostraron
que la presencia de la variante alélica M1V muestra una correlacion
tendencial con una menor presencia de autoanticuerpos, una menor
necesidad de tratamientos bioldgicos asi como una mayor remision clinica
en los pacientes portadores de esta mutacion. Ademas de estos datos
tendenciales, nuestros resultados indican que existe una asociacion

significativa entre la presencia de la variante v la necesidad de un menor
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nimero de FAMES asi como la necesidad de un menor ntumero de

tratamientos biologicos por parte de estos pacientes.

Numerosas variantes presentes en el gen TLRS8 han sido asociadas
con enfermedades autoinmunes como lupus, sin embargo no existe aun
ninguna variable del TLR8 que haya sido asociada con la susceptibilidad
a padecer AR. Hasta la fecha solo un polimorfismo ha sido asociado con

el prondstico de la AR (Lee et al., 2013).

En esta Tesis se describe por primera la asociacidon a un mejor
prondstico de la variante M1V en aquellos pacientes con AR portadores
de la mutacion. Aunque esta variante ya ha sido descrita y estudiada
previamente en enfermedades inflamatorias sus resultados no son
concluyente en cuando al papel que desempeiia. Mas de diez articulos han
estudiado las posibles consecuencias de esta variante en diferentes
enfermedades, viéndose que su papel es especialmente relevante en la
tuberculosis donde la presencia de la variante se asocia principalmente
con una disminucion de la susceptibilidad (Sun et al., 2015) (Dalgic et al.,
2011; Davila et al., 2008) y en lupus donde se asocia a un mayor riesgo
(Wang et al., 2014a). Sin embargo, los resultados que se¢ obtienen
muestran controversia en cuando al posible papel protector o de riesgo de
esta variable tanto entre diferentes enfermedades todas ellas inflamatorias
como dentro de una misma enfermedad. Nuestros resultados acerca de una
asociacion a un mejor pronostico de la variante M1V de TLR8 concuerdan
con los de la investigacion llevada a cabo por Oh ef a/ donde describen
como este genotipo confiere proteccion en paciente con VIH (Oh et al.,
2008} ,asi como ¢l articulo de Davila ef af, donde se asocia esta variante a

una menor susceptibilidad a padecer tuberculosis (Davila et al., 2008).

114



Discusion

Una vez vista su asociacion estadistica, decidimos estudiar las
consecuencias funcionales de esta mutacién. Consideramos que
probablemente esta varante da lugar a un cambio conformacional de la
proteina ya que altera el coddn de inicio, convirtiendo el ATG en un GTG
y haciendo que la proteina comience en la siguiente meteonina, dando
lugar a un péptido mas corto y un TLRS8 truncado que probablemente vea
afectado su funcién nomal. Diversos articulos apoyan esta teoria donde
afirman que esta diferencia en la longitud podria afectar a la funcion de la
proteina (Choo et al., 2005; Kozak, 1986; Wang et al., 2014b).

En vista a lo descrito previamente, decidimos estudiar el posible
papel de esta mutacion en la inflamacién mediante experimentos in viiro.
Nuestros resultados muestran como los pacientes portadores de la variante
presentan una menor produccion de citocinas pro-inflamatorias tras
estimulacién con su agonista en comparacion con los portadores del
genotipo wild fype. Solo dos estudios han investigado el posible papel
funcional de esta variante y de nuevo los resultados son variables. A
diferencia del nuestro, uno de los estudios parece sefialar un papel pro-
inflamatorio de la variante indicando una activacion de la ruta NFxB tras
estimulacién con su agonista (Wang et al., 2014b). El otro estudio, sin
embargo, describe este receptor como un modulador negativo que da lugar
a una disminucién de la actividad transcripcional NF«B in vitro,
mostrando ademas una menor produccidn de citicinas pro-inflamatornas

(Benito et al., 2004).

En nuestro estudio concluimos que la variante M1V se asocia con
un mejor pronostico de la AR, ademas creemos que esta variante afecta a

la funcion de la proteina. TLR8 es un conocido activador de la ruta NFxB,
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por lo que esta mutacion podria afectar a la actividad transcripcional
NFkB, explicando asi la menor produccion de citocinas pro-inflamatorias

dando lugar por tanto a una menor respuesta inflamatoria.

TLR10

En el caso de TLRI10, los resultados de este estudio nos
permitieron publicar el tercer articulo de esta tesis, en el que se describen

tres hallazgos relevantes.

En primer lugar, al igual que anteriormente decidimos estudiar
simplemente el papel de este gen en la ruta NFxB. En esta Tesis
describimos a TLR10 como un posible inhibidor de 1a ruta NFxB en lineas
hematopoyéticas tras tratarlas con estimulos inflamatorios indicando un
posible papel inhibidor de la inflamacion. Sin embargo, los estudios
descritos previamente muestran cierta controversia al respecto. Hasta la
fecha el papel a nivel funcional de este gen ha sido muy poco estudiado
siendo el Unico miembro de la familia de los TLRs sin una funcion
biolégica claramente establecida. Algunos articulos describen un posible
papel activador en los procesos inflamatorios. A nivel de regulacion de la
actividad transcripcional de NFxB, solo ha sido investigado en dos
articulos y a diferencia de nuestros resultados, afirman que actia como un
receptor pro-inflamatorio activando la seiializacién NFkB (Hasan et al.,
2005; Regan et al., 2013). No obstante, también existen articulos que
describen como TLL.R10 falla al activar 1a ruta de sefializacion tipica de los
receptores tipo Toll (Guan et al, 2010). Apoyando nuestros resultados
existen asi mismo resultados que, a diferencia de los anteriores, muestran

a TLR10 como un modulador con efectos inhibitorios (Stappers et al.,
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2015). Ademas se ha descrito que el bloqueo de TLR10 aumenta la
produccion de proteinas pro-inflamatorias (Oosting et al., 2014). Otro dato
que respalda nuestros resultados es el posible papel apoptotico de este gen
ya que NFxB es un factor de transcripcion antiapoptotico y por tanto la
posible inhibicién de su actividad por TLR10 podria explicar este aumento
de la apoptosis (Kuuliala et al., 2006). Esta controversia en los resultados
entre los datos recogidos anteriormente y los obtenidos en nuestra Tesis

puede ser debida a varios motivos.

En primer lugar, TLR10 sigue siendo un TLR cuya estructura
ademas de su funcidn siguen sin estar claras (Hasan et al., 2005; Oosting
et al., 2014). Se encuentra en la superficie de las células donde forma un
complejo proteico con el TLR1 y el TLR6, sin estar clara la contribucién
de cada proteina al complejo. Asi, esta controversia puede ser resultado
de la compleja regulacion a la que este gen es sometido, siendo hoy en dia
el imico TLR que no parece activarse por la via clasica de activacion de
los TLRs (Guan et al., 2010). Por otro lado, es el unico TLR para el que
no se conoce aun un ligando especifico por lo que la estimulacién
especifica no es posible. Por tanto, la discrepancia en los resultados
obtenidos en cuando a la funcion que desempenia TLR10 a nivel de la
activacion transcripcional de NFkB entre nuestro laboratorio, donde
trabajamos con células hematopoyéticas y los resultados obtenidos en
otros laboratorios llevados a cabo en otros tipos celulares, pueden ser fruto
de una diferente via de sefializacion que pueda ser dependiente de linea

celular.

Una vez estudiado el papel de este gen a nivel transcripcional asi

como su relevancia en la ruta NFkB, estudiamos la posible asociacion de
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la variante seleccionada con la AR En este caso, aunque no encontramos
diferencias significativas, en los pacientes portadores de la mutacion,
numerosas variables estudiadas presentaban diferencias con respecto a los
pacientes que presentaban el TLR10 wild {ype. Encontramos que todos los
pacientes homocigotos para la mutacion presentaban un mayor namero
de manifestaciones extra-articulares asi como una mayor presencia tanto
de FR como de ACPA en comparacion con los homocigotos para el alelo
no mutado. Ademads se observo también una mayor necesidad de cirugia
asi como un mayor niumero de pacientes tratados con farmacos biologicos.
Estos datos indicaron una clara tendencia hacia un peor pronostico de la
enfermedad en aquellos pacientes portadores de la variante. Pensamos que
la falta de significancia en estos resultados podria ser consecuencia de una
muestra pequefia por lo que decidimos ampliar el estudio a una cohorte
mayor donde corroboramos que este polimorfismo se asociaba de forma
fuertemente significativa a un peor pronodstico de la enfermedad. En este
caso, vimos que aquellos pacientes portadores de la variante se asociaban
positivamente con una mayor presencia de erosiones y ademas vimos que
los pacientes portadores de la mutacidén tenian una menor respuesta al

tratamiento con el farmaco miliximab.

En wvista a estos datos estadisticos, decidimos comenzar
experimentos i# vifro a fin de evaluar tanto el efecto funcional de este
cambio a nivel de la proteina como la respuesta in vifro al tratamiento con
infliximab. Nuestros datos mostraron por primera vez que la vanante
1473T del gen TLR10 modifica la funcién del gen haciendo que el efecto
inhibidor de la actividad transcricional NFkB se pierda, estando en estos
pacientes aumentada la actividad NFkB asi como la produccion de

citocinas pro-inflamatorias. Este efecto ademas es corroborado al estudiar
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la estructura 3D de la proteina donde se observa la isoleucina en uno de
los dominios LRR del TLR10, en el interior de un bolsillo formado por
laminas beta. En este caso el SNP provoca un cambio de esta isoleucina,
que es un aminoacido apolar, hidrofobico, a una treonina, que a diferencia
del anterior se trata de un aminoacido polar lo que disminuye la
hidrofobicidad. Esto puede afectar a interacciones del TLR10 tanto con el
ligando como con otras proteinas lo que refuerza los datos que
observamos in vifro en los que efectivamente la variante provoca una
pérdida de funcidén del gen. Fstos resultados describen asi la primera
variante de TLR10 que se asocia con el prondstico de una enfermedad

inflamatoria.

Dada la asociacion significativa a una menor respuesta ante el
farmaco infliximab, decidimos también probar ir virro la actividad
transcripcional NFkB al tratar las células con dicho farmaco tras
transfectarlas bien con el vector TLR10 wild {ype o bien con la variante.
Confirmando los resultados observados en el andlisis estadistico, parece
que las células portadoras de la variante 1473T presentan una menor
respuesta al tratamiento. Como ya comentamos el tratamiento de la AR
con farmacos inhibidores del TNF como puede ser el infliximab es una de
las terapias mas utilizadas hoy en dia habiéndose descrito que no todos los
pacientes responden adecuadamente al tratamiento {(Alten and van den
Bosch, 2014). Estas diferencias en la respuesta personal a los tratamientos
aplicados se han visto en diferentes tipos de farmacos. En el caso del
infliximab, no existe una explicacion, pudiendo ser la presencia de este

polimorfismo una posible causa.
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Discusion

En esta Tesis aportamos asi conocimiento a cerca de una variante
en el gen TLR10 que puede ser responsable de la menor respuesta ante
farmacos biologicos como el infliximab en pacientes con AR. Ademads
este fArmaco es ampliamente utilizados en otras patologias inflamatorias
como la enfermedad inflamatoria intestinal de Crohn (Pallone and
Calabrese, 2016) por lo que hemos iniciado el estudio de este
polimorfismo en pacientes con esta patologia a fin de determinar si
también en este caso se encuentran diferencias significativas que puedan
asociar el polimorfismo a una menor respuesta al farmaco o un posible

peor prondstico de la enfermedad en estos pacientes también.
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5. CONCLUSIONES

1. Se han identificado un total de 942 vanantes génicas en 158 genes

reguladores de la ruta NFkB en pacientes con AR.

2. De acuerdo a los criterios de seleccion, elegimos como relevantes
las variantes génicas S78* del gen ASCCI, 1473T del gen TLRI10,
M1V del gen TLRE&, N248S del gen TLR1 y Q11L del gen TLR7.
Ninguna de ellas se asocio significativamente con la susceptibilidad a

padecer AR.

3. Los estudios funcionales muestran por primera vez el gen ASCCI1

como un regulador negativo de la actividad transcripcional de NFkB.

4. La vanante S78* da lugar a una proteina truncada que pierde los

dominios funcionales.

5. La variante S78* del gen ASCC1 estd asociada positivamente con
un peor pronéstico de la enfermedad. Pacientes con AR portadores de
esta mutacion necesitan un mayor namero de FAMES y mads pacientes

necesitan ser tratados con tratamientos biolégicos y con corticoides.

6. La wvariante génica M1V en el gen TLRE esta asociada
significativamente con un mejor pronostico de la AR. Los pacientes
portadores de la mutacidn muestran una menor necesidad tanto del

numero de FAMES como del nimero de tratamientos bioldgicos.
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7. La presencia de la variante M1V en el gen TLRE muestra una
reduccién en la produccién de citocinas pro-inflamatorias en respuesta

a estimulacidn.

8. Se describe el gen TLR10 como un inhibidor de la ruta NFxB en
lineas hematopoyéticas tras tratarlas con estimulos inflamatorios

indicando un posible papel inhibidor de la inflamacion.

9. La variante 1473T del gen TLR10 modifica su funcion haciendo que
el efecto inhibidor de la ruta NFkB se pierda, mostrando los pacientes

portadores de esta variante una mayor actividad transcripcional.

10. La variante 1473 T del gen TLR10 esta asociada significativamente
con un peor prondstico de la AR. Pacientes portadores de la mutacion
se asocian significativamente con una mayor presencia de erosiones asi

como una menor respuesta al tratamiento con el firmaco infliximab.

11. Estudios i# vitro de la actividad transcripcional NFkB muestran en
células hematopoyéticas una menor respuesta inhibitoria de la ruta

NFxB al tratamiento con el farmaco infliximab.
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