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All of old. Nothing else ever. Ever tried. Ever failed. No matter. Try again. Fail again.
Fail better.

Samuel Beckett, Worstward Ho (1983)
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El trabajo presentado en esta tesis doctoral se ha realizado en el laboratorio de
Neuroinmunologia del Centre d’Esclerosi Multiple de Catalunya (Cemcat) situado en el
Vall d’Hebron Institut de Recerca (VHIR), Hospital Universitari Vall d’'Hebron. Esta tesis
doctoral ha sido co-dirigida por el Dr. Manuel Comabella, responsable del laboratorio, y

el Prof. Xavier Montalban, director del Cemcat.

El Cemcat se dedica a la asistencia clinica, la rehabilitacién fisica y cognitiva y a la
investigacion clinico-basica en esclerosis mdultiple (EM). Cuenta con un equipo
multidisciplinar experimentado, formado por clinicos (neurdlogos, neuropsicdlogos,
enfermeras, fisioterapeutas, logopeda, terapeuta ocupacional y arte-terapeuta ademas
de monitores de deporte adaptado), investigadores basicos (neurdlogos, bidlogos,
biotecndlogos, veterinario, bioquimico y farmacéutico), personal de soporte técnico
(técnicos de laboratorio), de gestion de la asistencia y la investigacion y, finalmente,
de docencia (economista, contable y administrativos). De esta forma el Cemcat
desarrolla una atencion integral del paciente, lleva a cabo un control diario de la
calidad asistencial mediante sesiones clinicas y realiza una investigacion clinica y basica
de gran calidad, ademas de impartir formacién y docencia a nivel nacional e
internacional lo que hace que sea el mayor centro de referencia de EM a nivel nacional
y que esté entre los mas destacados del panorama internacional. La investigacién del
grupo se puede dividir en investigacion clinica e investigacién basica y tiene como
objetivo principal alcanzar el maximo nivel de calidad de vida, relacionado con la salud,
del paciente con EM a través de profundizar en el conocimiento de los mecanismos
patogénicos de la enfermedad asi como en el desarrollo de nuevos abordajes
terapéuticos, por lo que podemos considerar que la investigacién del Cemcat tiene un

marcado caracter translacional.

Este proyecto de investigacion se engloba dentro de la linea de investigacion
“Validacion de marcadores biologicos asociados con la conversion a esclerosis multiple
en pacientes que presentan sindromes clinicos aislados” . Aproximadamente el 85% de
los pacientes con EM inician la enfermedad con un sindrome clinico aislado (CIS), pero
se ha descrito que entre un 30% y un 85% de éstos finalmente desarrollan EM
clinicamente definida (EMCD). Actualmente se utilizan la presencia de alteraciones en
la resonancia magnética (RM) y la deteccion de bandas oligoclonales en el liquido
cefalorraquideo (LCR) como marcadores prondsticos en los pacientes con CIS. A parte

de estos factores, la evidencia sobre el posible papel de otros biomarcadores
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moleculares ha sido controvertida por falta de validacién de los resultados. Con este
objetivo llevamos a cabo la presente tesis doctoral.

En primer lugar se llevd a cabo, mediante un abordaje de protedmica en pooles de
liguido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con CIS que convertian a EMCD y pacientes
que permanecian como CIS, la blusqueda de proteinas asociadas a la conversion a EM.
En este estudio se encontraron niveles aumentados de ceruloplasmina, vitamin D
binding protein, apolipoproteina AI, chitinase 3-like 1 (CHI3L1), plasmindgeno,
vitronectina y apolipoproteina ALV, y niveles disminuidos de semaforina 7A (sema 7A) y
ala-beta-his-dipeptidasa (CNDP1) en el LCR de los pacientes con CIS que convertian a
EMCD.

En segundo lugar se procedié a la validacién de las proteinas que se encontraron
expresadas de forma diferencial en muestras individuales mediante técnicas
alternativas como el ELISA y el selected reaction monitoring (SRM). Unicamente se
validaron como biomarcadores asociados a la conversién a EM la CHI3L1, sema 7A y
CNDP1.

De las proteinas validadas se selecciond la CHI3L1 para su validacién en una cohorte
numerosa de pacientes independiente. Ademas, se determind su expresion en plasma
en las diferentes formas clinicas de la enfermedad y se estudioé la asociacion entre un
polimorfismo en el promotor del gen de la CHI3L1 y la EM. Por otro lado, se estudio la
expresion de la CHI3L1 en tejido cerebral de pacientes con EM asi como en las

poblaciones celulares del LCR.

Finalmente, se realizd el modelo animal de la enfermedad, la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) en ratones knockout (KO) y wild-type (WT) para la
CHI3L1 y se realizaron estudios histopatoldgicos y ensayos de proliferacion para
determinar la funcién de la proteina en la respuesta inmune.

Los resultados presentados en esta tesis han dado lugar a cinco articulos. Tres de ellos

aceptados en revistas internacionales, y dos en revision y en preparacion.

Canté E, Tintoré M, Villar LM, Borrés E, Alvarez-Cermefio JC, Chiva C, Sabidd E, Rovira
A, Montalban X, Comabella M. Validation of semaphorin 7A and ala-beta-his-
dipeptidase as biomarkers associated with the conversion from dlinically isolated

syndrome to multiple sclerosis. Journal of Neuroinflammation (en prensa).



PRESENTACION

Canté6 E, Reverter F, Morcillo-Suarez C, Matesanz F, Fernandez O, Izquierdo G,
Vandenbroeck K, Rodriguez-Antigiiedad A, Urcelay E, Arroyo R, Otaegui D, Olascoaga
J, Saiz A, Navarro A, Sanchez A, Dominguez C, Caminero A, Horga A, Tintoré M,
Montalban X, Comabella M. Chitinase 3-like 1 plasma levels are increased in patients

with progressive forms of multiple sclerosis. Mult Scler. 2012; 18(7)983-90.

Comabella M, Fernandez M, Martin R, Rivera-Vallvé S, Borras E, Chiva C, Julia E, Rovira
A, Cantd E, Alvarez-Cermeno JC, Villar LM, Tintoré M, Montalban X. Cerebrospinal fluid
chitinase 3-like 1 levels are associated with conversion to multiple sclerosis. Brain.
2010; 133 (Pt 4):1082-93.

Este proyecto ha sido financiado por €l Fondo de Investigacion Sanitaria del Instituto
de Salud Carlos III, Ministerio de Economia y Competitividad (PI09/00788). Ester Canto
Puig ha sido financiada por €l programa PFIS del Fondo de Investigacion Sanitaria del
Instituto Carlos III, Ministerio de Economia y Competitividad (FI09/00705). El resto de

la financiacion ha provenido de fondos propios del Cemcat.
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MOG Proteina mielinica de los oligodendrocitos
NK Células natural killer

NKT Células T natural killer

OEN Otras enfermedades neuroldgicas

OENI Otras enfermedades neurolégicas inflamatorias
OENNI Otras enfermedades neuroldgicas no inflamatorias
p.i. Post inmunizacién

pb Pares de bases

PBS Tampdn fosfato salino

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
PHA Fitohemaglutinina

PLP Proteina proteolipidica

Q-alb Cociente de albiumina

RM Resonancia magnética

ROS Especies reactivas de oxigeno

rpm Revoluciones por minuto

RT-PCR PCR a tiempo real

S1P Esfingosina 1-fosfato

sema7A Semaforina 7A

SF Suero fisioldgico

SNC Sistema nervioso central

SNP Polimorfismo de un sélo nucleétido
SRM Selected reaction monitoring

tampon TBE Tampon tris-borato-EDTA

Tampdn TE Tampdn Tris EDTA

TCR Receptor de células T

TGF Factor de crecimiento transformante
Th Célula T colaboradora (helper)

T) Uniones estrechas (tight junctions)

TNF Factor de necrosis tumoral

Treg Célula T reguladora

vitamin D BP Vitamin D binding protein

VLA-4 Very late antigen-4

WT Wild type

24



1. INTRODUCCION






INTRODUCCION

La esclerosis miltiple

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crénica inflamatoria del sistema
nervioso central (SNC) y una de las causas mas frecuentes de discapacidad neuroldgica
en adultos jovenes, con una mayor prevalencia en las mujeres, siendo la razon
mujer:hombre de 2-3:1 1. La EM es una enfermedad extendida mundialmente, con una
prevalencia que varia en funcion de la region. La prevalencia en Espana es de entre 75
y 91 casos por cada 100.000 habitantes **.

Etiologia de la EM

La etiologia de la EM permanece desconocida, aunque se sabe que tanto factores
genéticos como ambientales juegan un papel en el desarrollo de la enfermedad °. La
importancia de los factores genéticos en la susceptibilidad de la EM se observo
inicialmente en estudios epidemioldgicos °. Estudios clasicos en gemelos homozigotos o
idénticos que comparten el 100% de los genes muestran que el riesgo de recurrencia
(probabilidad de que de que otro familiar desarrolle EM si hay un miembro afectado)
es del 25%, mientras que en gemelos dizigotos que comparten el 50% de los genes el
riesgo de recurrencia es del 5%. A partir de aqui, el riesgo de recurrencia va
disminuyendo del 5% al 0,5% segln se trate de familiares de 19, 20 o 3° grado ” 8.
Numerosos estudios genéticos han encontrado mas de 100 variantes genéticas
asociadas con la EM * '°, la mayoria relacionadas con genes del sistema inmunitario.
Sin embargo, es importante destacar, que la principal contribucidn en el riesgo
genético de la enfermedad corresponde al Human Leukocyte Antigen (HLA) de clase 1I,
en particular el alelo con el HLADR-B1*15:01, que es claramente mas prevalente en
pacientes con EM °,

En cuanto a los factores ambientales, se han estudiado en particular agentes
infecciosos que pueden estar ligados a la EM. Varias infecciones como el sarampidn la
varicela y la hepatitis B entre otras se habian relacionado con el desarrollo de la
enfermedad, pero el agente infeccioso de mayor peso hoy dia como factor ambiental
es el virus de Epstein Barr ' 2, Numerosos estudios han demostrado la existencia de
un gradiente de la latitud relacionado con la prevalencia de la EM, hecho que puede
estar relacionado con la poblacion o con factores ambientales. Otro de los factores
ambientales de mayor peso en la EM como agente etioldgico es la vitamina D. La

vitamina D es sintetizada por la piel cuando ésta se expone a la luz solar, y la baja
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exposicion a la luz ultravioleta se ha asociado a EM *>, Relacionado con esto, los
niveles bajos de vitamina D se han asociado a un mayor riesgo de EM . Finalmente,
estudios recientes han demostrado una asociacion entre el tabaquismo y un aumento
en el riesgo de EM 17+ 18,

A modo de resumen, la EM se considera una enfermedad compleja, en la que un
componente genético poligénico interacciona con factores ambientales para dar lugar
al fenotipo de la enfermedad.

Anatomia patologica

Los principales hallazgos patoldgicos en el SNC de pacientes con EM son inflamacion,
desmielinizacion, gliosis reactiva, y pérdida axonal (Figura 1).

Inflamacion

La inflamacion esta presente en todas las etapas de la EM. En los sitios de
desmielinizaciéon activa, se encuentran infiltrados celulares compuestos basicamente
por linfocitos B, macréfagos y linfocitos T CD4 y T CD8 activados *° productores de

citoquinas proinflamatorias.

Desmielinizacion

La desmielinizacion es el dafio y pérdida de las vainas de mielina que recubren los
axones de las neuronas debida principalmente al proceso inflamatorio. En la EM es
tipica la presencia de lesiones o placas de desmielinizacion principalmente localizadas
en la sustancia blanca del SNC %, normalmente en la sustancia blanca subcortical o
periventricular, en los nervios dpticos, en el tronco cerebral o en la médula espinal %,
aunque también pueden aparecer en la sustancia gris *%. Esta desmielinizacién dificulta
la conduccidn de las sefiales nerviosas a través de los axones dafnados, y es el proceso
responsable de la pérdida funcional transitoria caracteristica observada en los
pacientes con EM remitente recurrente (EMRR) 2> %*,

Las lesiones de EM se pueden clasificar en activas, cronicas activas o crénicas
inactivas, en funcion de sus caracteristicas histoldgicas. Una lesién se clasifica como
activa cuando tiene un margen definido, hipercelularidad, infiltracion perivascular
intensa, desmielinizaciéon, presencia de macrofagos cargados de mielina, edema
parenquimal, astrocitos hipertréficos y poca o ninguna formacién de cicatriz glial °. Las

placas de desmielinizacion crénicas se caracterizan por hipocelularidad, con pérdida de
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| °. Las lesiones crénicas se pueden dividir en

mielina y formaciéon de cicatriz glia
cronicas activas o cronicas inactivas. Las lesiones cronicas activas presentan un borde
hipercelular en el lugar de desmielinizacién, mientras que el centro de la lesion es
hipocelular y contiene los axones “desnudos”, astrocitos fibrilares y macréfagos
cargados de lipidos > . Por otro lado, las lesiones crdnicas inactivas estan desprovistas
de inflamacién y se caracterizan por la pérdida completa de oligodendrocitos y la

formacién de la cicatriz glial.

Gliosis

La gliosis es un proceso de respuesta de las células gliales (astrocitos, oligodendrocitos
y microglia) frente al dafio en el SNC; normalmente en este proceso se produce la
proliferacion, cambios morfoldgicos (hipertrofia) y adaptacién funcional de los
diferentes tipos de células gliales, y en la EM es tipica la presencia de astrocitos
reactivos rodeando las lesiones demielinizadas. No es un proceso especifico de la EM,
pero en esta enfermedad la astrogliosis es mucho mas intensa que en otras

enfermedades del SNC.

Dano axonal

El dafo axonal se define como los cambios patoldgicos en la citoarquitectura de un

%6y estd relacionado con la

axon que se producen antes de la muerte de éste
progresion de la discapacidad en los pacientes con EM .

Es un proceso temprano en el desarrollo de la EM y, aunque se observa principalmente
en los axones desmielinizados localizados en las lesiones, es parcialmente
independiente de la desmielinizacion %, Aunque el dafio axonal aparece al inicio de la
enfermedad, permanece de forma subclinica durante la fase remitente recurrente
seguramente debido a que el SNC es capaz de compensar la pérdida neuronal a través

de diversos mecanismos.

Figura 1. Principales hallazgos
patolégicos en la EM. (a)
desmielinizacién, (b) inflamacién, (c)
gliosis y (d) dafio axonal. Adaptado
de Trapp y col. .
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Patogenia de la EM
Células implicadas

Inmunidad celular o adaptativa

En la EM, la inmunidad adaptativa juega un papel importante en la patogenia de la
enfermedad. Esto se ha observado tanto en estudios histoldgicos, inmunolégicos como

moleculares.

Células T CD4+

Se conoce desde hace tiempo que la EM es una enfermedad autoinmune mediada por
células T, y concretamente las células T helper (Th) CD4+ se han considerado como
las mas implicadas y las “iniciadoras” de la enfermedad. Esta hipotesis se basa en el
hecho de que los factores genéticos asociados a la EM residen en la regién del MHC de
clase II, que juega un papel importante en el desarrollo de la tolerancia central de las

células T 39 31

, Y estudios en el modelo animal de la enfermedad, la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), mostraron que animales naive a los que se les
transferian células Th especificas contra la proteina mielinica de los oligodendrocitos
(MOG) desarrollaban la enfermedad ** *. Cuando las células T CD4+ naive reconocen
un antigeno presentado en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) de clase II por las células presentadoras de antigeno, experimentan un proceso
de proliferaciéon y diferenciacion a las distintas subpoblaciones de células Th. Existen
diferentes subpoblaciones de células Th entre las que destacan las células Thi, Th2,
Th9, Th17 y T reguladoras (Treg) con distintas funciones sobre la inmunidad y la
inflamacion, y la diferenciacion de las células T CD4+ naive a una u otra subpoblacién
esta determinada en gran medida por el ambiente de citoquinas creado por las células
presentadoras de antigeno (APC) durante el proceso de diferenciacién ** (Figura 2).
Las células Th1 producen citoquinas proinflamatorias como el interferon gamma (IFN-
Y) que activa a los macréfagos encargados de la eliminacion de patdgenos
intracelulares. Por otro lado, las células Th2 secretan citoquinas anti-inflamatorias
como la interleuquina 4 (IL-4) y son importantes en la eliminacion de patdgenos
extracelulares®. Las células Th17 producen entre otras citoquinas la IL-17, que
inducen la secrecién de factores granulopoiéticos y quimiocinas como el G-CSF, GM-
CSF y diversas quimiocinas del tipo CXC ¢, que median la respuesta inmune frente a
bacterias y hongos extracelulares a través del reclutamiento de neutrdfilos a los sitios
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de infeccidn. Las células Th9 son una de las subpoblaciones de células T efectoras
descritas mas recientemente. Se ha observado su implicacion en mecanismos de
inflamacién alérgica (reclutamiento de eosindfilos y mastocitos, induccién de
quimiocinas, incremento de la produccién de IgE), mecanismos de inflamacién
autoinmune (inflamacién ocular, intestinal o del SNC, potencial regulador de células
Treg), y mecanismos de inmunidad antitumoral (reclutamiento de células T CD8 vy

mastocitos, incremento en la capacidad de eliminar las células tumorales).

Thi
( ‘ IFNy , IL2, TNFa
Th2
.:V -
&
N IL4, ILS, IL13
&
&
APC "

ILS, IL10

IL17A, IL17F, IL21, 1L22

' ‘ 1L10, TGFB

Figura 2. Diferenciacion de las células T naive a las distintas subpoblaciones de células T
efectoras. Tras activarse, las células T CD4+ naive se diferencian a distintas subpoblaciones de células T:
Th1l, Th2, Th9, Thl7 y Treg bajo la influencia de citoquinas especificas. Estas células diferenciadas
secretan citoquinas especificas que median sus funciones efectoras. Adaptado de Comabella y col. ¥ y de
Broux y col. %

Finalmente, las células Treg producen citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 y su
funcidn es la de mantener la homeostasis inmune, prevenir la autoinmunidad y las
respuestas alérgicas, asi como controlar la magnitud de la respuesta inmune durante la
respuesta inflamatoria. Un desequilibrio entre estas subpoblaciones de células T

efectoras se ha relacionado con enfermedades autoinmunes, entre ellas la EM.
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Células T CD8+

Ademas de las células T CD4+, otras células del sistema inmune se han visto
implicadas en la patogenia de la EM. Se ha observado que las células T CD8+ juegan
un papel importante en la EM, y de hecho estas células predominan sobre las células T
CD4+ en las lesiones del SNC ** %, Entre las funciones de estas células figuran la
produccién de citoquinas y quimiocinas, moléculas con efectos citoliticos como la
perforina y la granzima para la lisis de las células diana a través del MHC de clase 1.
Existe una clara evidencia de una expansion clonal de células T CD8+ en los pacientes
con EM * aunque los antigenos reconocidos por estas células se desconocen. Algunos
antigenos candidatos son péptidos de la mielina y virus, entre otros. De hecho, la
administracion de células T CD8+ especificas contra la mielina en ratones, induce una

2, En condiciones fisioldgicas, practicamente no se

EAE severa en estos animales
encuentran células T CD8+ en el SNC, y la expresion de moléculas de MHC de clase I
Unicamente se encuentran en células vasculares y meningeas, pero en condiciones de
inflamacion, todas las células del SNC (astrocitos, oligodendrocitos y neuronas)
incrementan la expresion de estas moléculas y pueden ser reconocidas y lisadas por
las células T CD8+ citotdxicas * .

Ademas, existen también distintas subpoblaciones de células T CD8+ reguladoras con
capacidad supresora. En un estudio reciente, se observd que una subpoblacién de
células T CD8+ reguladora era capaz de eliminar células T CD4+ patogénicas, y que en
los pacientes con EM esta subpoblacion reguladora tendria la capacidad citolitica

disminuida, favoreciendo la presencia de células T CD4+ autoreactivas *.

Células B

Las células B también juegan un papel importante en la EM, y entre sus funciones
destacan la presentacion de antigenos mediante el MHC de clase II, lo que produce la
activaciéon de las células T frente al antigeno, la produccidon de citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias (células B reguladoras). Ademas, las células B se
pueden diferenciar a células plasmaticas que tienen como funcién principal la secrecién
de anticuerpos, lo que da lugar a la presencia de bandas oligoclonales (BOC) de IgG en
el LCR observadas en una gran proporcion de pacientes con EM*. Aunque la presencia
de las BOC es una de las caracteristicas inmunoldgicas mas comunes en los pacientes
con EM, éstas no son especificas de esta enfermedad, y se desconocen sus
reactividades antigénicas.
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Inmunidad innata

Aungue se cree que la EM es una enfermedad principalmente mediada por células T,
estudios recientes sugieren que el sistema inmune innato también juega un papel

tanto en el inicio como en la progresion de la enfermedad ¥.

Células Dendfriticas

Las células dendriticas (DCs) son células presentadoras de antigeno que juegan un
papel importante en la activacion y diferenciacion de las células T naive a las diferentes
subpoblaciones de células T efectoras (Thl, Th2, Th9, Th17 o Treg) como se ha
explicado anteriormente. En los pacientes con EM se ha observado que estas células
presentan un fenotipo activado con un incremento de la expresion de citoquinas
proinflamatorias, que se ha visto acompafnado por una respuesta proinflamatoria de
células T incrementada, definida por un aumento en la secrecién de factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) e IFN-y %,

Microglia y macrofagos

La microglia constituye aproximadamente un 10-20% de las células gliales, y son las
células inmunes mas comunes en el SNC. Las células de la microglia se consideran
macréfagos residentes en el SNC, y entre sus funciones destacan la fagocitosis,
presentacidn antigénica y produccion de citoquinas *. En las lesiones de pacientes con
EM también se observa infiltracién de monocitos *° que después de migrar a través de
la BHE se diferencian a macréfagos, y que juntamente con la microglia residente en el
SNC estan involucradas en la desmielinizacion y fagocitosis de la mielina *'. Se ha visto
que algunos de los macréfagos encontrados en las lesiones contienen mielina en su
interior, aunque se desconoce si la fagocitosis de esta mielina resulta ser un proceso
protector (fagocitosis de los restos de mielina) o bien patogénico (fagocitosis de la

mielina intacta).

También se han relacionado con la EM otros tipos celulares como las células natural

killer (NK), las células NKT, las células Tyd, los mastocitos y los neutrofilos.

Mecanismos patogénicos

La patogenia de la EM se desconoce, pero se considera una enfermedad autoinmune
mediada por células T autoreactivas contra péptidos de la mielina que migran a través
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de la barrera hematoencefélica (BHE). La BHE en los vasos sanguineos limita de forma
muy estricta la entrada de sustancias tales como proteinas y células desde el torrente
sanguineo al SNC, manteniendo de esta forma la homeostasis para las neuronas y
células gliales, ademas de proporcionar un ambiente inmunoprovilegiado al SNC, hecho
que no ocurre en la mayoria de érganos periféricos. La BHE esta formada por células
endoteliales sin fenestraciones cuyas membranas se unen mediante uniones estrechas
o tight junctions (TJ), que son unas estructuras celulares formadas por proteinas
(ocludinas y claudinas) que impiden el libre flujo de sustancias entre células.

microglia —__ < O : Figura 3. Neuroanatomia de la barrera

hematoencefalica modificado de Arima y col. *.

En la BHE también colaboran los
pericitos (que son células contractiles
qgue se situan alrededor de las células
endoteliales), las células de la microglia,
los macréfagos y los astrocitos (Figura

oblla endoteliel 3) > >* En la EM se ha descrito una

pericito
pérdida y/o redistribucion de las tight

Jjunctions > >

que tiene como resultado

la disrupcién de la BHE. Los astrocitos
también ejercen un papel critico en el mantenimiento de la BHE debido a su situacion
en la microvasculatura cerebral. Ayudan a mantener la integridad de la BHE vy la
quiescencia inmune a través de mecanismos dependientes de contacto asi como
mediante la secrecion de factores solubles como el factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), factor

>357: 38 Por otro lado,

neurotrofico derivado de la glia (GDNF), angiotensindgeno, etc.
los astrocitos pueden secretar citoquinas proinflamatorias en condiciones
neuropatoldgicas como la EM dando lugar a la activacion de las células endoteliales, lo
que conduce a la disrupcidn de la BHE ** >° y la migracion de células inmunitarias. De
hecho, se ha demostrado que citoquinas proinflamatorias como el TNFa, la IL1B y la
IL17A ®° asi como las metaloproteinasas de la matriz activadas >® actdian sobre las TJ
produciendo la permeabilizacion de la BHE y la consecuente entrada de células al SNC.
Se sabe que en los tejidos linfoides secundarios las células T CD4+ naive se

encuentran con las células presentadoras de antigeno (APC), que presentan un
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antigeno (viral o de otro tipo) que tiene cierta similiud con algin autoantigeno del SNC,

mecanismo que se conoce como molecular mimicry °.

Este encuentro produce la
activacion de las células T y la consecuente proliferacion y diferenciacion a alguno de
los subtipos de células T efectoras en funcién del ambiente de citoquinas creado por
las células presentadoras de antigeno. Las células T efectoras (principalmente las
células Thl y Th17), una vez activadas, son capaces de producir citoquinas
proinflamatorias como interleuquina 2 (IL-2), IFN-y y factor de necrosis tumoral (TNF)
e inducen la produccién de moléculas de adhesion como las selectinas o las integrinas
a-4 (como el aLpB2 (LFA-1) y el a4B1 (VLA-4)) que mediante la interaccion con las
moléculas de adhesion celular (CAMs) expresadas en las células endoteliales (como el
CAM-1 intracelular (ICAM-1) y el VCAM-1) facilitan la entrada de los leucocitos a través
de la BHE (revisado por Larochelle y col, ®%).

Las células T activadas migran al SNC y una vez alli se encuentran con las células
presentadoras de antigeno residentes en el SNC y son re-activadas, dando lugar a la
produccién de citoquinas proinflamatorias (como por ejemplo IFN-y, IL-17), que por si
solas pueden lesionar la mielina ®. Por otro lado, estas citoquinas activan las células de
la microglia, que a su vez producen otras citoquinas (IL-12, IL-23, osteopontina),
especies reactivas de oxigeno (ROS) y productos intermedios del nitrégeno como el

% que contribuyen en el dafio a las vainas de mielina dando lugar

oxido nitrico
finalmente a alteraciones en la conduccion eléctrica de los nervios. Ademas, las
citoquinas producidas promueven la migracion de otras células inmunes como las
células B y los monocitos. Las células B, a diferencia de las células T, no son capaces
de atravesar la BHE intacta, pero si una vez que se ha iniciado el fendmeno

83, Las células B activadas se pueden expandir clonalmente, y éstas

inflamatorio
pueden migrar hacia el parénquima cerebral y participar en el dafio producido en el
SNC mediante la produccion de anticuerpos. Estos anticuerpos pueden causar
desmielinizacion mediante la opsonizacion de la mielina por los fagocitos o bien via
activacion del complemento. Ademas de la produccién de anticuerpos, las células B
tienen diversas funciones independientes de anticuerpos entre las cuales estan la
presentacion antigénica, la activacion de células T y la produccion de citoquinas
efectoras. Por otro lado, los monocitos que han migrado a través de la BHE se
diferencian a macrdfagos, que fagocitan la mielina que recubre los axones de las
neuronas %. Finalmente, la activacién de las células propias del SNC (astrocitos,
oligodendrocitos y microgia) también puede dar lugar a la secrecidon de productos

tdxicos. La consecuencia principal de toda esta cascada de procesos es la destruccién
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de la mielina, y aunque existen procesos de remielinizacion normalmente éstos nunca
llegan a ser completos, lo que acaba dando lugar a la degeneracion de los axones
(Figura 4).

Neurona

Monocito

Célula B
Periferia

Figura 4. Patogenia de la EM. Las células inmunes activadas en la periferia atraviesan la barrera
hematoencefalica previa union a las células endoteliales a través de moléculas de adhesion entre las que
destacan la integrina a4. Una vez en el SNC se reactivan y secretan citoquinas que dafian las neuronas.
Una vez se ha producido la disrupcién de la BHE el proceso inflamatorio promueve la entrada de otras
células del sistema inmune. Las células B se diferencian a células plasmaticas que producen anticuerpos
contra la mielina y ademas pueden interaccionar con el complemento y producir dafio en los
oligodendrocitos. La acumulacion de todas estas células (linfocitos, microglia, macrofagos) acaban
produciendo daios en la mielina, que resultan en la alteracién de la conduccion de los impulsos eléctricos
a través de los axones. Adaptado de Broux y col.

Dada la evidencia de que en la EM se genera una respuesta autoinmune frente a
antigenos del SNC se han realizado estudios para determinar cudles son estos
autoantigenos. Los mas estudiados son proteinas de la mielina, principalmente la
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proteina basica de la mielina (MBP), la proteina mielinica de los oligodendrocitos
(MOG) (revisado por Reind/ y col. ®®) y la proteina proteolipidica (PLP). También se han
descrito otros posibles autoantigenos no relacionados con la mielina como la
6

neurofascina y la contactina-2 *, la proteina S100 , la beta cristalina ®° y mas

recientemente el canal de potasio KIR4.1 °

. De todas formas, aunque se han
encontrado antigenos candidatos, ninguno de ellos se ha encontrado en todos los
pacientes con EM, y no se ha demostrado que éstos sean la causa del desarrollo de la

enfermedad.

Modelo animal: encefalomielitis autoinmune experimental

Para estudiar las caracteristicas patoldgicas de la EM, se utilizan basicamente tres
modelos animales de la enfermedad: modelo inducido por téxicos, modelos virales y
finalmente modelos de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). Este Ultimo ha
sido el mas estudiado, dada su mayor similitud con la EM tanto a nivel clinico,

patogénico e histopatoldgico .

Induccioén de la enfermedad

Para la induccién activa de la enfermedad, animales de cepas susceptibles son
inmunizados tanto de forma activa o pasiva. En la inmunizacién activa, se realiza la
administracion de un péptido de la mielina (MOG, PLP, MBP) con adyuvantes que
potencian la respuesta inmune (revisado por Stromnes y col. ’*). Esto provoca una
respuesta basicamente de células T auto-reactivas contra la mielina, y la aparicién de
sintomas clinicos, que empiezan normalmente entre los dias 9 y 14 post-inmunizacion.
En la inmunizacion pasiva, se obtienen células T del bazo o de los nddulos linfaticos de
ratones inmunizados contra péptidos del SNC. Estas células T encefalitogénicas se
activan con citoquinas y en co-cultivo con células presentadoras de antigeno cargadas
con péptidos de la mielina. Una vez activadas, estas células T se transfieren a otros

ratones, lo que da lugar al desarrollo de la enfermedad 7.

Susceptibilidad

No todas las especies animales ni todas las cepas son susceptibles a la induccién de la
EAE. Estas diferencias en la susceptibilidad suelen ser atribuidas a la dotacién genética
de la cepa, en el que ejercen una gran influencia los polimorfismos existentes en los
antigenos del complejo de histocompatibilidad de clase I y del receptor de células T
(TCR) 33, 74, 75.
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Antigenos

Los primeros modelos de EAE se indujeron mediante la inmunizacion con
homogenados de SNC ’®. Con el avance en las técnicas de purificacion de proteinas se
empezaron a utilizar las proteinas o péptidos purificados, principalmente la MBP, la PLP
y la MOG 7/, aunque también se ha descrito la induccién de la EAE con otras proteinas
relacionadas con la mielina. El uso de péptidos para inducir la EAE ha permitido una

mayor reproducibilidad de los distintos modelos de EAE.

Curso clinico

Después de la inmunizacidn (tanto activa como pasiva), se desencadena una respuesta
inmune frente al antigeno usado, lo que da lugar a la aparicion de los sintomas
clinicos. Estos aparecen como una paralisis que empieza en la cola provocando una
paresia parcial o total, y van ascendiendo hasta las extremidades anteriores,
provocando la pardlisis progresiva del animal pudiendo causar incluso su muerte
(Figura 4). Estos sintomas son evaluados diariamente mediante una escala o score
clinico, que permite la puntuacién de los animales en funcién de la gravedad de la
paralisis.

En funcion del antigeno usado para la inmunizacion y la cepa o especie de animal
usada se desarrollan diferentes cursos clinicos, que pueden ser no remitentes, en el
que se produce una paralisis progresiva del animal (Figura 5). Este modelo se obtiene
con la inmunizacién de ratones con el haplotipo H-2b del complejo mayor de
histocompatibilidad (normalmente ratones C57BL6) o en ratas inmunizados con la
proteina MOG o péptidos derivados de ella ® o bien en ratones con el haplotipo H-2"
inmunizados con la proteina MBP ”°, La EAE remitente-recurrente cursa con la aparicion
de varios episodios clinicos que remiten. Este modelo se induce mediante la

inmunizacion de ratones SIL con el péptido PLP (PLPy39_1s1) .

Aplicaciones del modelo animal

El modelo de la EAE tiene distintas aplicaciones. Se puede usar para estudiar los
mecanismos que median los procesos inflamatorios, la desmielinizacion y el dafio
axonal presentes en la EM. También aquellos mecanismos que controlan la migracidn
de las células del sistema inmune a través de la BHE y los mecanismos reguladores

que controlan el sistema inmune. Ademas, puede ser de gran utilidad para descubrir y
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probar nuevos farmacos para la EM y de hecho todos los farmacos usados actualmente
en el tratamiento de la EM se desarrollaron a partir de este modelo. De todos modos,
aunque la EAE es un buen modelo de la enfermedad y presenta grandes ventajas, hay

que tener en cuenta sus limitaciones.

0 1 2 3 4 5 6
x> 3 / ... o “‘A ‘.'J- e -

Score

012345678 9101112131415 1617 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
dia post-inmunizacién

Figura 5. Patron de los signos neuroldgicos de ratones C57BL/6] inmunizados con el péptido
MOG3;s.55. El grafico representa el promedio diario de la puntuacion clinica (score), que va desde la
ausencia de signos (puntuacion=0) pasando por la paralisis progresiva y hasta la muerte del animal
causada por la enfermedad (puntuacion=6).

Limitaciones del modelo

Aungue la EAE comparte muchas de las caracteristicas de la EM, no siempre mimetiza
de forma exacta la enfermedad. Por ejemplo, no todos los farmacos efectivos en la
EAE se han podido extrapolar a la clinica, bien por haber demostrado toxicidad o
efectos adversos graves o por no presentar la misma eficacia. Por otro lado, la
experimentacién animal no tiene en cuenta la aparicién de infecciones oportunistas. Un
ejemplo de ello es la aparicién de leucoencefalopatia multifocal progresiva asociada al
tratamiento con natalizumab, debida a la infeccion del virus JC (revisado por Steinman
y col. ®H).

Otro ejemplo de sus limitaciones es que en la EAE se suelen utilizar animales
procedentes de la misma camada, lo que reduce la variabilidad genética que por otro
lado existe en los pacientes con EM. Ademas, en muchos casos, como en el presente

trabajo, se utilizan animales modificados genéticamente, que son de gran utilidad para
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el estudio de la funcién y/o implicacién de genes concretos en la enfermedad, pero
cuyos resultados no siempre son extrapolables a los humanos. Finalmente, la EAE
tipica no es un modelo espontaneo, sino que requiere la previa inmunizacioén de los
animales frente a un péptido de la mielina para que se desarrolle la enfermedad. En
relacion con este aspecto, en la EAE se conoce perfectamente el antigeno frente al que
se esta produciendo la respuesta inmune, mientras que no existe un Unico antigeno
identificado en la EM.

Aun asi, los modelos animales representan un soporte imprescindible para el desarrollo
de nuevas aproximaciones terapéuticas ya que permiten profundizar en los

mecanismos patogénicos de la enfermedad.

Formas clinicas de EM

En la mayoria de los casos, la EM cursa con brotes o exacerbaciones. Las zonas mas
comunmente afectadas son el nervio dptico, la médula espinal y el tronco encefalico.
Las definiciones de los distintos cursos clinicos de la enfermedad proceden de un
consenso internacional de expertos % y han sido revisadas recientemente por Lublin y

col. 8. De forma general se pueden resumir en 4 formas clinicas principales (Figura 6):

Esclerosis multiple remitente recurrente (EMRR)

La mayoria de los pacientes diagnosticados con EM (aproximadamente el 85-90%),
siguen un curso inicial remitente-recurrente, caracterizado por episodios o brotes
seguidos por una recuperacion total o parcial (Figura 6A). La EMRR parece estar
dominada en gran medida por procesos inflamatorios. El primer episodio o brote
sugestivo de enfermedad desmielinizante recibe el nombre de sindrome clinico aislado
o CIS.

Esclerosis multiple secundariamente progresiva (EMSP)

Existen diversos estudios de historia natural que indican que entre un 25y un 40% de
los pacientes con EMRR derivan a una forma secundaria progresiva después de unos
20 afios de evolucién, aunque este tiempo es variable 8 (Figura 6B). En esta fase
progresiva de la enfermedad hay un predominio de los procesos neurodegenerativos
respecto a los inflamatorios.
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CIs
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Figura 6. Formas clinicas de esclerosis miiltiple. La esclerosis multiple remitente recurrente (EMRR)
se caracteriza por la presencia de brotes (A). La EMRR suele derivar a EM secundariamente progresiva,
que se caracteriza por la progresion de la discapacidad con o sin brotes (B). La EM primariamente
progresiva se caracteriza por una progresion de la discapacidad desde el inicio de la enfermedad y por la
ausencia de brotes (C).

Esclerosis multiple primariamente progresiva (EMPP)

Aproximadamente entre un 10 y un 15% de los pacientes con EM presentan un curso
progresivo desde el inicio de la enfermedad %. La EMPP se caracteriza por un inicio
insidioso de los sintomas seguido de una deterioro gradual con el tiempo (Figura 6C).
Del mismo modo que en los pacientes con EMSP, la EMPP se caracteriza por un

predominio de los procesos neurodegenerativos.

Esclerosis multiple progresiva recurrente (EMPR)

Esta forma clinica se observa en una proporcion muy pequeia de pacientes. En la
EMPR se muestra una progresion de la enfermedad desde el inicio acompafiada con
brotes. De todos modos, existe debate en la literatura sobre si estos pacientes son
realmente distintos a la EMPP ® y de hecho el término “progresiva recurrente” ha sido

eliminado en la revisién de Lublin y col. ®.
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Diagnostico de Ia EM

Como se ha comentado anteriormente, aproximadamente el 85% de los pacientes con
EMRR inician la enfermedad con un sindrome clinico aislado o CIS & ® que se define
como un episodio en el cual el paciente presenta signos sugestivos de un desorden
inflamatorio y desmielinizante del SNC ®. Por otro lado, existen diferentes estudios en
los que se ha descrito que entre un 30 y un 85% de los pacientes que presentan un
sindrome clinico aislado finalmente desarrollan EM clinicamente definida (EMCD) #°%,
Esta variabilidad en los porcentajes de conversién a EMCD se deben en parte a los
criterios diagndsticos usados. Por otro lado, se ha observado que un inicio del
tratamiento temprano con interferén beta (IFN-B) o con acetato de glatiramero, que
son farmacos de primera linea para el tratamiento de la EM, retrasa el tiempo de
conversion y disminuye el ratio de pacientes que desarrollan EMCD #% %% 9597, 98

El diagndstico de la EM incluye tanto determinaciones clinicas como paraclinicas ** 1°

Y
aunque se puede realizar utilizando Unicamente criterios clinicos, desde hace unos
afos se utiliza la resonancia magnética (RM) como herramienta importante para
complementar el diagndstico o incluso sustituir algunos criterios clinicos 1021,
Actualmente existen los criterios diagnosticos de McDonald 2010, que contemplan
principalmente criterios de RM. Para el diagnostico de EM se requieren criterios tanto
de diseminacion de las lesiones en el tiempo (DIT del inglés Dissemination In Time), es
decir, la presencia de lesiones antiguas y la aparicion de nuevas lesiones, y de
diseminacion de las lesiones en el espacio (DIS del inglés Dissemination In Space) es
decir, la presencia de lesiones en diferentes regiones del SNC. Estos criterios se basan
en el nimero de lesiones observadas en las imagenes potenciadas en T2, la actividad
de estas lesiones (presencia de lesiones captantes de gadolinio observadas en las
imagenes potenciadas en T1) (Figura 7) y la localizacién de las mismas. Existen cuatro
localizaciones caracteristicas de las lesiones en la EM: yuxtacortical, infratentorial,
periventricular y medular. La aplicacion de estos criterios permite un diagndstico e
inicio del tratamiento mas tempranos '%’.

Aun asi, hasta el momento no existe una Unica caracteristica clinica y/o radioldgica o
test diagndstico que permita predecir de una forma fiable la evoluciéon que presentara
un paciente con CIS en términos de conversion a EM o desarrollo de discapacidad
neuroldgica. En este contexto, resulta necesaria la identificacion de biomarcadores

prondsticos en pacientes con CIS.
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Figura 7. Lesiones en la RM. Imagenes potenciadas en T1 (izquierda) y T2 (derecha). Presencia de
lesiones que realzan con gadolinio (flechas) y lesiones que no realzan con gadolinio (flechas punteadas).
Modificado de Vigeveno y col. 1%

Tratamientos

El objetivo principal de los tratamientos en la EM es la reduccion del nimero de brotes
y retrasar la progresion de la discapacidad en los pacientes % 1%, En los Ultimos afios,
las posibilidades terapéuticas del paciente con EM han crecido de forma importante. La
EM es una enfermedad con dos fases, una fase inflamatoria que predomina en los
estadios iniciales de la enfermedad, y una fase neurodegenerativa que seria mas
prominente en los estadios mas avanzados de la enfermedad. La mayoria de los
tratamientos tienen acciones sobre diferentes poblaciones del sistema inmunitario, y
han demostrado eficacia en la reduccidon del componente inflamatorio de la
enfermedad. En la Figura 8 estan representados los mecanismos de accién de los
principales farmacos usados en el tratamiento de la EM, que se resumen brevemente a

continuacion:

Interferones

Los interferones (IFNs) son proteinas que pertenecen a la familia de las citoquinas y
que estan involucradas en la regulacién de la respuesta inmune frente a patédgenos .
El IFN-B suprime la proliferacion de las células T especificas para MBP, reduce la
produccion de citoquinas proinflamatorias, e induce la produccién de citoquinas anti-

inflamatorias como la IL-10 '**M4,
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Acetato de glatiramero

El acetato de glatiramero (AG) es un polimero sintético compuesto por cuatro
aminoacidos (L-glutamato, L-lisina, L-alanina y L-tirosina) que mimetizan la MBP, de
forma que compite con los antigenos de la MBP para la unién al MHC de clase II. Este
bloqueo produciria una disminucion de la respuesta de células T frente a la mielina
dando lugar a una posible neuroproteccién '**. El AG inhibe de forma preferencial la
produccion de IFN-y, induce la generacién de poblaciones de células T reguladoras, e

induce la secrecién de citoquinas anti-inflamatorias que a su vez protegen la mielina
116

Natalizumab

El natalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el very late
antigen-4 (VLA-4), cuya diana son las células T y actda inhibiendo la adhesion de éstas
a las células endoteliales de la BHE a través de la integrina a4 disminuyendo de esta

forma su paso hacia el interior del SNC.

Anticuerpos anti-CD20

Entre los anticuerpos monoclonales anti-CD20 se encuentra el rituximab, el
ocrelizumab y el ofatumumab. Estos farmacos son anticuerpos monoclonales
quiméricos o humanizados, que deplecionan las células B CD20+ circulantes. Los
mecanismos implicados en su accidn incluyen: i) toxicidad mediada por complemento;

ii) citotoxicidad celular mediada por anticuerpos Yy iii) inducciéon de la apoptosis celular
117, 118

Dimetil fumarato

El dimetil fumarato (DMF) es un metil éster del acido fumarico que tiene efectos
antioxidantes y antiinflamatorios a través de la reduccion de la produccion de
citoguinas pro-inflamatorias y éxido nitrico ademas del incremento en la produccion de
enzimas antioxidantes. EI DMF también inhibe la expresién de VCAM-1 y activa el
factor nuclear Nrf2 que tiene propiedades antioxidantes !*°. Por lo tanto, el DMF
preserva la integridad de la mielina a través de dos vias: la disminucion del estrés
oxidativo y el correspondiente dafio celular, y por otro lado la inhibicién de la

produccion de citoquinas pro-inflamatorias.
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Figura 8. Mecanismos de accion de los principales farmacos usados en el tratamiento de la
EM. Los farmacos usados para el tratamiento de la EM acttan sobre las distintas poblaciones celulares
implicadas en la patogenia de la enfermedad. (Adaptado de Broux y col. ).

Teriflunomida

La teriflunomida es el metabolito activo de la leflunomida, un compuesto quimico con
conocidas propiedades anti-inflamatorias, anti-proliferativas e inmunosupresoras . La
teriflunomida actia principalmente mediante la interferencia del ciclo celular de los
linfocitos disminuyendo la sintesis de DHODH (dihidroorotato deshidrogenasa) que es
un enzima necesario para el ciclo celular **'. Mediante el bloqueo de este enzima, la

teriflunomida detiene la proliferacion de los linfocitos, lo que protege a las neuronas
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del dano “autoinmune”. Por otro lado, también actda inhibiendo las tirosina-quinasas,
lo que ademas de disminuir la proliferacion de las células T produce un cambio en el

perfil de citoquinas que previene la inflamacion %,

Fingolimod

La esfingosina 1-fosfato (S1P) es una molécula extracelular que regula el trafico de

122 de modo que un

células T y B de los nodos linfaticos al torrente sanguineo
gradiente de concentracion de S1P (bajo en el nodo linfatico y alto en la circulacién)
induce la migracion de los linfocitos de los nodos linfaticos al torrente 2%, El fingolimod
es un andlogo de la S1P, que actia inicialmente como agonista, pero que
posteriormente se convierte en un potente antagonista, ya que produce la
internalizacion de los receptores de S1P en los linfocitos, lo que hace que éstos no
respondan al gradiente de S1P y permanezcan secuestrados en los nodos linfaticos.
Este secuestro disminuye la cantidad de células T disponibles que pueden atravesar la
BHE y migrar hacia el SNC. Ademas, se ha sugerido que el fingolimod podria promover
la remielinizacidén de las neuronas en el SNC a través de la interaccidn directa con los

oligodendrocitos '*.

Biomarcadores en la EM

Un biomarcador se define como una variable que puede medirse de forma objetiva,
indicadora de un proceso bioldgico normal, de progresion de una enfermedad o de los

efectos de una intervencion terapéutica **°.

Fuentes biolégicas de biomarcadores

Existen diferentes fuentes biolégicas en las que se pueden detectar biomarcadores
asociados con procesos fisioldgicos o patoldgicos. La eleccidon de la fuente bioldgica
adecuada es un paso crucial en la identificacion de biomarcadores candidatos que

puedan ser Utiles para el uso clinico.

Sangre

Se obtiene mediante puncién venosa. Es de gran utilidad por su facil obtencion y en
ella se reflejan procesos fisioldgicos de interés. La principal dificultad es la
determinacion de las proteinas de baja abundancia puesto que la albumina y las
inmunoglobulinas (IgG) forman mas del 75% del contenido proteico.
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Orina

Es la muestra de mas facil obtencion, y se puede evitar el efecto de las fluctuaciones
circadianas mediante su recoleccion durante 24 horas, pero las infecciones del tracto
urinario pueden alterar las medidas obtenidas.

Saliva

Aungue es una muestra de muy facil obtencidon practicamente no es utilizada, y por lo

tanto hay poca informacién sobre marcadores estudiados en este tipo de muestra.

Lagrima

Del mismo modo que la saliva, es un tipo de muestra poco utilizada para la busqueda
de biomarcadores, pero en los Ultimos afios se han encontrado resultados muy
similares en el porcentaje de deteccidn de bandas oligoclonales en lagrimas y LCR ¥,

aunque con resultados controvertidos.

Liguido cefalorraquideo

Se obtiene mediante puncion lumbar y aunque es una muestra obtenida por una
técnica invasiva y con ciertos riesgos, el liquido cefalorraquideo (LCR) ha resultado ser
una fuente muy valiosa en la blsqueda de biomarcadores, dada su cercania al SNC. El
SNC se puede dividir en 4 compartimentos: el espacio vascular, el espacio extracelular,
el espacio intracelular y el compartimento del LCR %, La barrera hematoencefalica
separa el espacio vascular del extracelular, mientras que la barrera hemato-LCR es la
que separa el espacio vascular del compartimento del LCR. Estas barreras son las
responsables de controlar la permeabilidad al SNC de forma que las moléculas
derivadas de la sangre atraviesan estas barreras de forma controlada mediante
difusién pasiva o por transporte activo como es el caso de la glucosa. Una de las
medidas para comprobar la integridad de la barrera hematoencefdlica es la
determinaciéon de la albimina, que es una proteina producida exclusivamente en el
higado. El cociente de la concentracion de albumina LCR/suero o cociente de albimina
(Q-alb) representa una medida directa de la permeabilidad de la barrera
hematoencefdlica '%°. Hay que tener en cuenta, entonces, que la permeabilidad de la
barrera hematoencefdlica puede influenciar la concentracién de determinadas

proteinas en el LCR.
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El objetivo final de la identificacion de biomarcadores en la EM es poder disponer de
herramientas que ayuden a predecir quién esta en riesgo de desarrollar la enfermedad
(biomarcadores predictivos), poder diagnosticar la EM de una forma mas temprana
(biomarcadores diagndsticos), predecir el curso de la enfermedad una vez
diagnosticada (biomarcadores prondsticos), determinar el mecanismo molecular
implicado en la enfermedad (biomarcadores especificos de proceso), asi como poder
predecir la respuesta a los diferentes tratamientos (biomarcadores de respuesta al
tratamiento).

Tipos de biomarcadores

Biomarcadores predictivos y diagndsticos

Aunque no se conoce la causa de la enfermedad, se sabe que existe un componente
genético importante en su desarrollo. Esta susceptibilidad genética es poligénica y
multifactorial *°. Hasta la fecha, el factor genético con mas peso que determina el
riesgo de EM es el HLA-DRB1*15, mientras que el HLA-A*2 tiene un efecto protector,
aunque existe un gran numero de estudios en los que se han encontrado otros genes
relacionados con la enfermedad.

Por otro lado un diagndstico preciso y temprano de la EM es de vital importancia,
puesto que permitiria un inicio mas temprano del tratamiento, reduciendo de esta
forma la actividad de la enfermedad y mejorando el prondstico del paciente .

El diagndstico de EM requiere de criterios clinicos, radioldgicos y de laboratorio. En
cuanto a las determinaciones de laboratorio, en la practica clinica se utiliza la
determinacion de bandas oligoclonales (BOC) de inmunoglobulinas IgG en el liquido
cefalorraquideo de los pacientes con CIS como herramienta para el diagnostico de la
EM.

Un ejemplo de biomarcador diagndstico es la presencia de auto-anticuerpos contra
aquaporina-4 (AQP-4), que actualmente se utiliza como herramienta complementaria
para el diagndstico diferencial de la neuromielitis dptica, a fin de separar esta entidad
clinica de la EM clasica **°.

En un estudio reciente, se encontraron anticuerpos contra el canal de potasio KIR4.1
en el suero de aproximadamente el 50% de los pacientes con EM mientras que en los
controles con otras enfermedades neuroldgicas o en los controles sanos se

encontraron en menos de un 1% °. Sin embargo , estos resultados no se han podido
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replicar en otro estudio reciente, donde se han encontrado anticuerpos contra KIR4.1
en aproximadamente un 1% de los pacientes con EM 3,

Biomarcadores de actividad de la enfermedad

Estos marcadores pueden ayudar a distinguir entre pacientes con diferentes cursos
clincos de la enfermedad en funcién de la actividad clinica y/o radioldgica de la
enfermedad. Ademas, podrian ser Utiles para identificar aquellos pacientes que estan
entrando en la fase progresiva de la enfermedad. Un ejemplo de estos biomarcadores
serian los neurofilamentos, cuyos niveles en el LCR se han encontrado aumentados

durante el momento del brote 3% 1%

134, 136

, 'Y se han relacionado con la actividad radioldgica

y la discapacidad neuroldgica > **” de los pacientes con EM.

Biomarcadores de respuesta al tratamiento

Actualmente existe una gran variedad de opciones terapéuticas para el tratamiento de
la EM, que junto con el riesgo de un posible fracaso terapéutico y efectos adversos de
estos tratamientos hacen que sea de vital importancia la identificacion de
biomarcadores asociados con la respuesta al tratamiento, y asi poder administrar a
cada paciente el tratamiento frente al cual va a responder y no presentara efectos
adversos. Este es el campo de la farmacogendmica . La respuesta a farmacos es
muy variable entre pacientes y esto en parte es debido a factores genéticos. Los
polimorfismos en algunos genes pueden determinar una expresion o actividad
diferente de proteinas que regulan la farmacocinética o farmacodinamica de los

farmacos **°.

Biomarcadores en pacientes con CIS

Varios estudios han perseguido como principal objetivo la identificacion de
biomarcadores prondsticos en pacientes con CIS. Actualmente la presencia de
alteraciones en la RM y la deteccién de BOC en el LCR en el momento del CIS se
asocian con un incremento del riesgo de desarrollar EM. Aparte de estos factores
mencionados, la evidencia sobre el posible papel de otros biomarcadores moleculares
prondsticos en LCR de pacientes con CIS ha sido controvertida o débil por falta de
validacién de los resultados. Aspectos como la variabilidad pre-analitica relacionada
con la recogida, procesamiento, y conservacion de las muestras, la falta de protocolos
estandarizados de las tecnologias de identificacion de biomarcadores, o la ausencia de
una seleccion protocolizada de los grupos de pacientes han contribuido posiblemente a
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19014 En este sentido, los esfuerzos

esta falta de reproducibilidad de los hallazgos
recientes realizados principalmente por el consorcio BioMSeu — Consortium for CSF
Biomarker Research (http://www.bioms.eu) de establecer protocolos estandarizados
para la recogida y conservacién de las muestras, la definicion de los grupos controles,
asi como la protocolizacién de la informacién minima necesaria proporcionada en los
estudios publicados posiblemente mejoren la reproducibilidad de los hallazgos en los
futuros estudios de biomarcadores 1%,

Dada la presencia de componentes inflamatorios y neurodegenerativos en la
enfermedad, es probable que el prondstico del paciente con CIS no dependa de un
Unico biomarcador, sino de varios y de diferente naturaleza, y que posiblemente la
combinacion de biomarcadores se asocie con una mayor exactitud en la prediccion del
curso clinico que presentara el paciente con CIS.

Uno de los biomarcadores diagnosticos mas destacados y el Unico utilizado
actualmente en la practica clinica es la presencia de bandas oligoclonales (BOC) de IgG
en pacientes con CIS, donde se ha observado que la presencia de BOC en el LCR de
estos pacientes incrementa el riesgo de presentar un segundo episodio de forma
independiente a la RM inicial *®, De todos modos, las BOC no son especificas de la EM,
ya que también se encuentran en pacientes con otras enfermedades neuroldgicas **.
Existen estudios con resultados controvertidos respecto a la presencia de auto-
anticuerpos en suero contra proteinas de la mielina como por ejemplo MBP y MOG en
pacientes con CIS y la relacion de estos anticuerpos con la conversion a EM
clinicamente definida *°*'3, Por otro lado, se ha descrito que la presencia de BOC de
tipo IgM contra lipidos de la mielina en el paciente con CIS esta asociada con una EM
remitente recurrente mas agresiva >,

La fetuin-A también se ha estudiado como posible biomarcador, pero existen
resultados contradictorios respecto a esta proteina. Inicialmente en un estudio de
screening mediante electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) se encontraron
niveles disminuidos de fetuin-A en LCR en los pacientes con CIS que convertian a EM
respecto a los que no convertian, y estos resultados se validaron mediante ELISA %,
mientras que posteriormente se ha descrito un incremento de su expresion en
pacientes con EM respecto a los controles con otras enfermedades del SNC, asi como
en pacientes con EM activa en comparacién con aquellos con una EM inactiva *>> ¢,
Otro biomarcador prondstico potencial son los neurofilamentos, cuyos niveles se han
encontrado elevados en los pacientes con CIS y EMRR en comparacién con los

135, 157

controles , Y ademas se han relacionado con un curso mas agresivo de la
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d '*8 aunque es necesaria su validacidn en cohortes mas numerosas de

enfermeda
pacientes.
Recientemente Kroksveen y col. realizaron un estudio de protedmica con el objetivo de
encontrar diferencias en los perfiles de expresion proteica entre pacientes con CIS,
pacientes con EMRR que tenian un CIS en el momento de la puncién lumbar, y
controles con otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias **°. Mediante /sobaric tag
for relative and absolute quantitation labelling (iTRAQ) fueron capaces de encontrar
diferencias significativas en la abundancia de algunas proteinas entre los pacientes
EMRR vy los controles, y estas diferencias se validaron mediante selected reaction
monitoring (SRM) en alguno de los casos, mientras que no encontraron diferencias
entre los pacientes con CIS y los pacientes con CIS que posteriormente convertian a
EMRR.

A modo de resumen, la evidencia actual que existe en la literatura, la cual se ha
resumido anteriormente, sugiere que la evolucion de la enfermedad tras un primer
episodio neuroldgico sugestivo de enfermedad desmielinizante o CIS es en cierta
medida impredecible, y que mas alla de las alteraciones radioldgicas y la presencia de
BOC, el neurdlogo no dispone de otras herramientas que permitan predecir de una
forma fiable la evolucion del paciente con CIS. Esta limitacion es la que se ha tomado
como principal objetivo de la presente tesis doctoral, la identificacién de biomarcadores
moleculares pronodsticos en LCR de pacientes con CIS que puedan incorporarse en la

practica clinica junto con la RM y las BOC.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipoétesis del trabajo:

Las tecnologias de tipo “émicas”, en particular las basadas en protedmica,
permitiran la identificacion de biomarcadores en LCR con implicaciones
prondsticas en pacientes con CIS.

Los pacientes con CIS que convierten a EMCD presentaran un perfil de
expresion de proteinas en LCR distinto a aquellos pacientes que no convierten.

Objetivos:

1. Identificacion de biomarcadores pronosticos asociados con la conversion a
EM y desarrollo de discapacidad en pacientes con CIS mediante un abordaje

protedmico en muestras de LCR.
2. Validacion inicial de los principales biomarcadores pronosticos derivados del
estudio protedmico en cohortes adicionales de pacientes con CIS mediante

técnicas alternativas de deteccion.

3. Validacién a gran escala de la CHI3L1 como biomarcador prondstico en

pacientes con CIS.

4. Estudios adicionales de la funcion de la CHI3L1 en la EM y en el modelo

animal de la enfermedad.
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MATERIAL Y METODOS. Objetivos 1 y 2

3.1 Objetivos 1 y 2. Identificacion de proteinas
diferencialmente expresadas entre pacientes con CIS que
convierten a EM y pacientes que no convierten: fase de

screening y validacion de proteinas identificadas

3.1.1 Determinaciones

3.1.1.1 Estudio de protedmica. screening mediante /isobaric tag for relative and
absolute quantitation (iTRAQ).

El estudio de protedmica se realizd con pooles de muestras de LCR (ver apartado
pacientes). Se generd un total de 12 pooles, 6 por cada grupo, y cada poo/ contenia
muestras de LCR de 5 pacientes diferentes.

Las muestras se descongelaron y se concentraron. A continuacion se deplecionaron la
albimina y la IgG mediante el kit ProteoPrep Immunoaffinity Albumin and IgG
Depletion Kit (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Seguidamente, las muestras se precipitaron afiadiendo 4 volimenes de
acetona enfriada con hielo overnight, se centrifugaron y el pellet de proteina obtenido
se diluy6 en agua. Finalmente, la concentracion de proteina se determind mediante el
método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich,
Germany).

Se realizaron tres experimentos independientes de 4-plex cada uno usando 2 pooles de
cada grupo. Se transfirieron 50 ug de proteina a un tubo y se secaron en un speedvac.
Después de re-disolver las muestras en Sample Buffer-Plasma siguiendo las
instrucciones del fabricante (iTRAQ™ Reagents Application Kit-Plasma protocol, Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), las muestras se redujeron, se alquilaron y se
digirieron enzimaticamente con tripsina porcina (Promega, Madison, WI, USA). Los
péptidos resultantes se marcaron con los reactivos para iTRAQ. Dada la complejidad de
la muestra, se realizd una cromatografia de intercambio idnico. Los péptidos se
eluyeron usando un gradiente de sales y finalmente se recogieron 7 fracciones usando
un rango de KCl entre 25mM y 1M.

Para la cromatografia liquida y la espectrometria de masas en tandem las muestras se
procesaron en un instrumento Q-Star Pulsar (Applied Biosystems) acoplado a una
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fuente nano-ESI, previo a la separacion por cromatografia liquida en un instrumento
Ultimate II System (LCPackings). Previo a la cromatografia liquida, las mezclas de
péptidos se desalinizaron y concentraron en columnas C18 (Spec C18, Varian). La
cromatografia de fase reversa se realizd en columnas Atlantis dC18 NanoEase Column,
75um x 150mm (Waters), usando un gradiente lineal de 5-55% de acetonitrilo en agua
con 0,1% de acido férmico durante 120 minutos.

3.1.1.2 Cuantificacion de chitinase 3-like 1, ceruloplasmina, proteina de union a
vitamina D (vitamin D BP), apolipoproteina Al, apolipoproteina AlV,
plasminogeno y vitronectina mediante ELISA

Los niveles de estas proteinas se determinaron mediante kits de ELISA comerciales
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. La descripcion de los kits de ELISA,
las diluciones de las muestras usadas para la cuantificacién de las proteinas y los
coeficientes de variacion (CV) intra-ensayo e inter-ensayo estan resumidos en la Tabla
1.

i i CVintra- CVinter-
; . Dilucion  Dilucion
Proteina Casa comercial ensayo ensayo
LCR suero
(%) (%)

Quidel Corporation,
CHI3L1 SD 1:2 8,4 15,0
San Diego, USA

AssayPro, St Charles,

Ceruloplasmina 1:2 1:400 5,3 20,0
USA

Immunodiagnostik AG,

Vitamin D BP 1:100 1:40.000 12,2 22,7

Germany

Apo Al Mabtech, Sweden 1:100 1:100.000 5,3 15,0
Millipore Corporation,

Apo ALV SD 1:500 6,1 21,2

Villerica, MA, USA

AssayPro, St Charles,

Plasmindgeno 1:100 1:20.000 2,8 15,2
MA, USA
Dunn Labortechnik
Vitronectina GmbH, Asbach, 1:50 1:50.000 51 14,1
Germany

Tabla 1. Kits de ELISA usados para la cuantificacion de las proteinas en LCR y suero. SD:
muestra testada sin dilucién previa. CV: coeficiente de variacion.
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3.1.1.3 Determinacion de semaforina 7A (sema’A) y ala-beta-his-dipeptidasa
(CNDP1) mediante SRM

Debido a la dificultad para cuantificar los niveles de sema7A y CNDP1 mediante ELISA
comerciales, estas proteinas se determinaron mediante selected reaction monitoring
(SRM), una técnica de espectrometria aceptada para la validacién de biomarcadores
190 Las muestras de LCR se precipitaron en acetona overnight a 4°C, se solubilizaron
en urea 6 M en bicarbonato amdnico 200 mM, se redujeron con una solucién 100 mM
de ditiotreitol, se alquilaron con 200 nM de iodoacetamida , se digirieron con
endopeptidasa LysC (2 M Urea en 200 mM de bicarbonato amonico, a 37°C durante 16
horas) y tripsina (1 M Urea en 200 mM de bicarbonato amdnico, a 27°C durante 16
horas). Después de la digestion, las muestras se acidificaron con una solucién al 10%
de acido férmico y se desalinizaron en columnas C18 (macro-spin columns, 7he Nest
Group Inc.). Se afadieron cuatro péptidos marcados isotopicamente en la lisina C-
terminal (°Cg,"’N,-Lys) o la arginina C-terminal (*°Cg,’N4-Arg) a las muestras
digeridas, dos correspondientes a la sema7A (IFAVWK; VYLFDFPEGK) y dos a la ala-
beta-his-dipeptidasa (CNDP1) (ALEQDLPVNIK; HLEDVFSK). Los péptidos se separaron
cromatograficamente con un nanoLC Eksigen acoplado a un espectrometro de masas
Q-Trap (5500 Q-Trap AB Sciex). Los péptidos se retuvieron en una pre-columna
Acclaim PepMap 100 (C18, 15 pm, 100 A, Acclaim PepMap 100 Thermo Scientific) y
posteriormente se separaron mediante cromatografia en fase reversa mediante
columnas C18 de 15 cm (75 pm, Nikkyo Technos) con un gradiente del 2 al 40% de
solvente B en 35 minutos a una velocidad de flujo de 300 nL/min. Solvente B:
acetonitrilo con 0,1% de acido férmico.

La adquisicién se realizd usando un método dirigido programado con un tiempo de
permanencia de 20 ms y un ciclo total de 1,4 segundos. Para cada péptido se
monitorizaron entre 2 y 4 transiciones tanto para la forma enddgena (light) como para

la forma de referencia (heavy).

3.1.2 Muestras

3.1.2.1 Obtencion de LCR y suero

Las muestras de LCR se obtuvieron a nivel basal mediante puncién lumbar. Las
muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm para eliminar las células. Una

fraccion se uso para el diagndstico de rutina que incluia la determinacién de las bandas
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oligoclonales de IgG mediante isoelectroenfoque en gel de agarosa seguido de
inmunodeteccion con peroxidasa usando muestras de LCR y suero pareadas. El
volumen sobrante se alicuotd y se conservd a -80°C hasta el momento de su uso. La
sangre se obtuvo mediante puncidn venosa. Las muestras se dejaron coagular a
temperatura ambiente durante 30 minutos y posteriormente se centrifugaron a 3000
rpm durante 10 minutos. El suero se alicuotd y se conservé a -80°C hasta el momento

de su uso.

3.1.3 Pacientes

3.1.3.1 Pacientes incluidos en la fase de screening

Se incluyeron 60 pacientes con CIS (cohorte 1) procedentes del Centre d’Esclerosi
Multiple de Catalunya (Cemcat) seleccionados segun los siguientes criterios: CIS—CIS
— no conversién a EMCD, ausencia de BOC y RM normal basal y a los 5 afios de
seguimiento (n=30); CIS—EMCD - conversion a EMCD, presencia de BOC y 3 o 4
criterios de Barkhof en la RM basal (n=30). El estudio se aprobd por el Comité Etico
del Hospital Universitario Vall d'Hebrdn. Las caracteristicas de la cohorte de pacientes

incluida en la fase del screening estan resumidas en la Tabla 2.

Caracteristicas CIS—CIS CIS—-EMCD p-valor
N 30 30 -
Edad (afos)® 29,9 (8,9) 27,1 (6,6) 0,371
Mujer/Hombre (% mujer) 23/7 (76,7) 23,/7 (76,7) 1,0
Tiempo de seguimiento

(afios)? 6,0 (3,0) 5,5(2,0) 0,294
Presentacion clinica 0,073
Neuritis dptica 19 (63,3%) 9 (30,0%)

Tronco 4 (13,3%) 8 (26,7%)

Médula 4 (13,3%) 9 (30,0%)

Otros 3 (10,0%) 4 (13,3%)

Tiempo entre CIS y

extraccién de LCR? 51,0 (13,5-114,5) 47,0 (24,0-85,0) 0,877
Leucocitos (células/pl)° 2,0 (0-4,0) 2,0 (0-7,0) 0,367
Eritrocitos (células/pl)® 2,0 (0-12,5) 0 (0-23,0) 0,993
Conc. de proteina (g/L)"° 0,310 (0,250-0,430) 0,250 (0,260-0,440) 0,166
Conc. de IgG (g/L)°® 0,021 (0,016-9,030) 0,032 (0,023-0,060) 0,020

Tabla 2. Caracteristicas demograficas, clinicas y de LCR de los pacientes incluidos en la fase
de screening. CIS—CIS: pacientes con CIS que no convierten a EM clinicamente definida (EMCD);
CIS—EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. ?Datos expresados como media (desviacion
estandar).? Datos expresados como mediana (rango intercuartilico).
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3.1.3.2 Pacientes incluidos en la primera validacion

a) Validacion de la chitinase 3-like 1 (CHI3L1), ceruloplasmina y proteina de

union a vitamina D (vitamin D BP) mediante ELISA

Se incluyeron 84 pacientes con CIS (cohorte 2) procedentes del Centre d’Esclerosi
Multiple de Catalunya (Cemcat). Los criterios de inclusion del grupo CIS—CIS (no
conversores) y grupo CIS—EMCD (conversores) fueron los mismos que en los
pacientes incluidos en la fase de screening. CIS—CIS - no conversién a EMCD,
ausencia de BOC y RM normal basal y a los 5 afos de seguimiento (n=36);
CIS—EMCD - conversion a EM, presencia de BOC y 3 o 4 criterios de Barkhof en la

RM basal (n=48). Ademas, se incluyd un grupo de pacientes con otras enfermedades
neuroldgicas (OEN) como control (n=20). Las caracteristicas de la cohorte de pacientes

incluida en esta fase de validacion estan resumidas en la Tabla 3.

Caracteristicas

CIS—CIS

CIS—EMCD

OEN

N

Muestras en la fase de
screening (%)

Edad (anos)?
Mujer/hombre (% mujer)
Tiempo de seguimiento®
Presentacion clinica
Neuritis éptica

Tronco

Médula

Otros

36
18 (50,0%)

28,7 (9,4)
29/7 (80,6)
41 3,1)

22 (61,1%)
4 (11,1%)
7 (19,4%)
3 (8,3%)

48
25 (52,1%)

26,8 (6,6)
35/13 (72,9)
55 (2,3)

15 (31,3%)
11 (22,9%)
15 (31,3)
7 (14,7%)

20

36,5 (10,0)
12/8 (60,0)

diplopia (5), cefalea (4),
vértigo (4), papilitis
(4), dolor facial (1),
cervicalgia (1), !
agudeza visual (1)

Tabla 3. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en la validacion de
la chitinase 3-like 1, ceruloplasmina y vitamin D BP. CIS—CIS: pacientes con CIS que no convierten
a EM clinicamente definida (EMCD); CIS—EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. OEN:
controles con otras enfermedades neuroldgicas. Los nimeros entre paréntesis corresponden al nimero de
individuos. Datos expresados como media (desviacion estandar). ?Datos expresados como mediana (rango
intercuartilico).
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b) Validacion de la apolipoproteina A1, apolipoproteina AIV, plasminogeno y

vitronectina mediante ELISA

Se incluyeron 56 pacientes con CIS (cohorte 3) procedentes del Cemcat. Los criterios
de inclusion de los grupos de pacientes con CIS conversores y no conversores fueron
los siguientes: CIS—CIS - no conversion a EMCD, ausencia de BOC y RM normal
basal (n=27); CIS—~EMCD - conversion a EMCD, presencia de BOCy 2, 3 o 4 criterios
de Barkhof en la RM basal (n=29). Ademas, se incluy6 un grupo de pacientes con otras
enfermedades neuroldgicas (OEN) como control (n=26). Las caracteristicas de esta

cohorte de pacientes se resumen en la Tabla 4.

Caracteristicas

CIS—CIS

CIS—EMCD

OEN

N

Muestras en

screening (%)

la fase de

27
9 (33,3%)

29
11 (37,9%)

26

Edad (afios)? 28,1 (9,6) 27,4 (6,3) 37,8 (14,2)
Mujer/Hombre (% mujer) 20/7 (74,1) 20/9 (69,0) 12/9 (57,0%)
Tiempo de seguimiento® 8,2 (4,2) 8,6 (3,3) -
Presentacion clinica
Neuritis dptica 15 (55,6) 8 (27,6) miopatia (2), |
agudeza visual (2),
Tronco 4 (14,8) 7 (24,1) pseudotumor
cerebri (3),
Médula 5 (18/5) 8 (2716) papi"tis (4)1
hidrocefalia,
Otros 3(11,1) 6 (20,7) sincope (2),
leucoencefalopatia,
Leucocitos (células/pl)° 0,5 (0-5,0) 2,0 (0-9,0) cefalea (4), vértigo

(1), SGB (1),
cervicalgia (1),
ictus (3), diplopia
(1)

Conc. de proteina (g/L)" 0,33 (0,24-0,43) 0,37 (0,27-0,57)

Tabla 4. Caracteristicas demograficas, clinicas y de LCR de los pacientes incluidos en la
validacion de la Apo AI, Apo AIV, plasmindgeno y vitronectina. °Datos expresados como media
(desviacion estandar). ®Datos expresados como mediana (rango intercuartilico). CIS—CIS: pacientes con
CIS que no convierten a EM clinicamente definida (EMCD); CIS—EMCD: pacientes con CIS que convierten
a EMCD. OEN: controles con otras enfermedades neuroldgicas. Los numeros entre paréntesis
corresponden al nimero de individuos. SGB: Sindrome de Guillain-Barré.
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c) Validacion de la semaforina 7A y ala-beta-his-dipeptidasa (CNDP1)
mediante SRM

Se incluyeron 36 pacientes con CIS (cohorte 4) procedentes del Cemcat. Los criterios
de inclusion fueron los siguientes: CIS—CIS - no conversion a EMCD, ausencia de
BOC y RM normal basal (n=18); CIS—EMCD - conversion a EMCD, presencia de BOC
y 2, 3 0 4 criterios de Barkhof en la RM basal (n=18). Ademas, se incluy6 un grupo de
pacientes con otras enfermedades neuroldgicas como control (n=20). Las

caracteristicas de esta cohorte de pacientes estan representadas en la Tabla 5.

Caracteristicas CIS—CIS CIS—EMCD OEN
N 18 18 20
Muestras en la fase de
_ 4 (22,2%) 6 (33,3%) -
screening (%)
Edad (afos)® 31,7 (7,3) 30,2 (5,9) 41,6 (15,8)
Mujer/Hombre (%omujer) 13/5 (72,2) 13/5 (72,2) 9/11 (45,0)
Tiempo de seguimiento® 6,1 (3,6) 8,8 (2,7)
Presentacion clinica
o Miopatia (1), |
Neuritis Optica 9 (50,0) 3(16,7) agudeza visual (1),
pseudotumor
Tronco 2(11,1) 5(27,8) cerebri (4),
Médula 3 (16,7) 6 (33,3) hidrocefalia (1),
sincope (2),
Otros 4 (22,2) 4 (22,2) papilitis (3),
leucoencefalopatia
Leucocitos (células/pl)° 0 (0,0-3,5) 4,0 (0-11,5) (1), cefalea (2),

vértigo (1), ictus
(1), radiculopatia
(1), neuropatia
oOptica (1)

Conc. de proteina (g/L)® 0,32 (0,24-0,42) 0,29 (0,24-0,52)

Tabla 5. Caracteristicas demograficas, clinicas y de LCR de los pacientes incluidos en la
primera validacion de la semaforinaZA y la CNDP1. ®Datos expresados como media (desviacion
estandar). "Datos expresados como mediana (rango intercuartilico). CIS—CIS: pacientes con CIS que no
convierten a EM clinicamente definida (EMCD); CIS—EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD.
OEN: controles con otras enfermedades neuroldgicas. Los nimeros entre paréntesis corresponden al
numero de individuos.
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3.1.3.3 Pacientes incluidos en la segunda validacion

a) Validacion de la chitinase 3-like 1

Se incluy6 una cohorte de 52 pacientes con CIS (cohorte 5) procedentes del Hospital
Ramon y Cajal de Madrid y totalmente independiente de los pacientes empleados en la
fase de screening y validacién inicial. Los criterios de inclusidn fueron los siguientes:
CIS—CIS - no conversion a EMCD, ausencia de BOCy 0, 1 o 2 criterios de Barkhof en
la RM basal (n=26); CIS—>EMCD - conversion a EMCD, presencia de BOCy 3 o 4
criterios de Barkhof (n=26). Ademas, se incluyé un grupo de pacientes con otras
enfermedades neuroldgicas inflamatorias (OENI) como control (n=16). Dada la falta de
concordancia entre los resultados del estudio de protedmica y la primera validacion de
estas proteinas, ademas de validar los resultados observados para la chitinase 3-like 1,
se determinaron también los niveles en el LCR de ceruloplasmina y vitamin D BP, para
confirmar los resultados obtenidos en la primera validacion. Las caracteristicas de los

pacientes pertenecientes a esta cohorte estan representadas en la Tabla 6.

Caracteristicas CIS—CIS CIS—EMCD OENI

N 26 26 16

Muestras en la fase de

screening (%) 0 0 )

Edad (afios)® 36,5 (11,1) 33,6 (8,9) 47,0 (14,7)

Mujer/hombre (%mujer)  18/8 (69,2) 19/7 (73,1) 11/5 (68,8)

Tiempo de seguimiento® 2,3(1,5) 4,9 (3,0) -

Presentacion clinica

Neuritis 6ptica® 8 (30,8%) 4 (15,4%) enfermedades

Tronco® 11 (42,2%)  6(23,1%)  autoinmunes (7), SP
i b (2), STH (2), neuritis

Médula 4 (15,4%) 10 (38,5%)

oOptica bilateral (2), ER

Otros® 3 (11,5%) 6 (32,1%) (1,), mielitis (1), neuritis
optica recurrente (1)

Tabla 6. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos para la segunda
validacion de la chitinase 3-like 1. “Datos expresados como media en afios (desviacion estandar).
PDatos expresados como nimero (porcentaje). CIS—CIS: pacientes con CIS que no convierten a EM
clinicamente definida (EMCD); CIS—EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. OEN: controles con
otras enfermedades neuroldgicas. Los nlimeros entre paréntesis corresponden al ndmero de individuos.
SP: sindrome paraneoplasico; STH: sindrome de Tolosa-Hunt; ER: encefalitis de Rasmussen. Los pacientes
con enfermedades autoinmunes incluyen el sindrome de Sjogren (2), vasculitis (2), lupus eritematoso
sistémico (1), neurosarcoidosis (1), enfermedad de Behget (1).
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b) Validacion de la apolipoproteina AI

Se incluyeron 74 pacientes con CIS (cohorte 6) de una cohorte totalmente
independiente procedentes del Cemcat. Los criterios de inclusiéon fueron los mismos
que los empleados para la validacion de la CHI3L1: CIS—CIS — no conversion a
EMCD, ausencia de BOC y 0, 1 o 2 criterios de Barkhof en la RM basal (n=27);
CIS—EMCD - conversion a EMCD, presencia de BOC y 3 o 4 criterios de Barkhof
(n=47). Ademas se incluyd un grupo de pacientes con otras enfermedades
neuroldgicas (OEN) como control (n=50). Las caracteristicas de esta cohorte de

pacientes estan representadas en la Tabla 7.

Caracteristicas CIS—CIS CIS—EMCD OEN
N 27 47 50
Muestras en la fase de 0 0
screening (%)
Edad (anos)? 30,5 (7,4) 31,1 (6,6) 42,9 (18,3)
Mujer/hombre (Yomujer)  22/5 (81,5) 17/7 (70,8) 31/17 (64,6)
Tiempo de seguimiento® 4,2 (2,8) 10,7 (16,5) -
Presentacion clinica
\ agudeza visual (2), SAF (1), ataxia
Neuritis épticab 16 (59,3) 15 (31,9) cerebelar (1), sindrome confusional (1),
! ! diplopia (3), encefalopatia (1), paralisis
facial (1), fibromialgia (1), cefalea (2),
cefalea y diplopia (1), hemiparesia (2),
b 5(18,5) 12 (25,5) encefalitis herpética (1), meningitis (1),
Tronco migrafa (1), sidrome de Miller-Fisher
(1), EMN (1), NMM (1), LMN (1),
neuropatia optica (5), paraparesia (3),
parestesias (1), enfermedad de
, b 3(11,1) 16 (34,0) Parkinson (1), paralisis facial periférica
Médula : . N
(3), polineuropatia (1), neuritis optica
recurrente (1), alteracién sensitiva (2),
hemisindrome sensitivo (1), paraparesia
Otros® 3 (11,1) 4 (8,5) espastica (1), ictus (2), vasculitis (1),

vértigo (1)

Tabla 7. Caracteristicas demograficas, clinicas y de LCR de los pacientes incluidos para la
segunda validacion de la Apo AI. °Datos expresados como media en anos (desviacion estandar).
®Datos expresados como nlimero (porcentaje). SAF: sindrome anti-fosfolipido; EMN: enfermedad de moto-
neurona; NMM: neuropatia motora multifocal, LMN: leucoencefalopatia multifocal necrotizante CIS—CIS:
pacientes con CIS que no convierten a EM clinicamente definida (EMCD); CIS—EMCD: pacientes con CIS
que convierten a EMCD. OEN: controles con otras enfermedades neuroldgicas. Los nUmeros entre
paréntesis corresponden al nimero de individuos.
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c) Validacion de la semaforina 7A y CNDP1

Se incluyeron 49 pacientes con CIS de una cohorte totalmente independiente,
procedentes del Hospital Ramén y Cajal de Madrid (cohorte 7). Los criterios de
inclusion fueron los mismos que para la validacion de la CHI3L1: CIS—CIS — no
conversion a EMCD, ausencia de BOC y 0, 1 o 2 criterios de Barkhof en la RM basal
(n=25); CIS—EMCD - conversion a EMCD, presencia de BOC y 3 o 4 criterios de
Barkhof (n=24). Ademas se incluyé un grupo de pacientes con otras enfermedades
neuroldgicas (OEN) como control (n=22) Las caracteristicas de esta cohorte de
pacientes estan representadas en la Tabla 8.

Caracteristicas CIS—CIS  CIS—EMCD OEN
N 25 24 22
Muestras en la fase de 0 0 ]
screening (%)
Edad (afios)? 36,5 (12,4) 34,2 (9,3) 42,0 (12,3)
Mujer/hombre

16/9 (64,0) 17/7 (70,8) 12/11 (52)
(Yomujer)
Tiempo de

seguimiento® 3,2 (1,3) 10,7 (16,5) )

Presentacion clinica

Neuritis dptica® 8 (32,0) 3(12,5) CT (6), contractura
postraumatica (1), crisis
convulsivas (1), cuadro

confusional (1), edema de

Médula® 7 (28,0) 10 (41,6) papila (1), ELA (1), ET (2),

epilepsia (1), hidrocefalia
(2), ictus (2), patologia no
Otros” 6 (24,0) 4 (16,6) neuroldgica (1),
polineuropatia diabética (2),
pseudotumor cerebri (2)

Tronco® 4 (16,0) 6 (29,1)

Tabla 8. caracteristicas demograficas, clinicas y de LCR de los pacientes incluidos para la
segunda validacion de la sema7A y la CNDP1. “Datos expresados como media en afios (desviacion
estandar). "Datos expresados como nimero (porcentaje). CT: cefalea tensional, ELA: esclerosis lateral
amiotrofica, ET: encefalopatia toxica. CIS—CIS: pacientes con CIS que no convierten a EM clinicamente
definida (EMCD); CIS—EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. OEN: controles con otras
enfermedades neuroldgicas. Los nimeros entre paréntesis corresponden al nimero de individuos.
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3.1.4 Determinaciones clinicas y radiolégicas

Las determinaciones clinicas y radioldgicas se realizaron siguiendo los criterios
descritos anteriormente !, De forma resumida, las RM se realizaron de forma basal y
al cabo de 1 y 5 afios de seguimiento. Se anotaron el nimero de criterios de Barkhof,
el nimero de lesiones en T2, el nUmero de lesiones captantes de gadolinio y el nimero
de lesiones nuevas en T2. La discapacidad se evalu6 mediante la Escala Expandida del
Estado de Discapacidad (EDSS). La conversidon a EMCD se diagnosticd cuando se
produjo un segundo brote clinico. El tiempo de seguimiento se calculd como la
diferencia entre la fecha de la Ultima visita y la fecha del CIS.

3.1.5 Analisis estadistico

La identificacion y cuantificacion de proteinas en el estudio de protedmica a partir de
los péptidos se realizd mediante el Algoritmo Paragon™ con un modo de busqueda
exhaustiva implementada por el software ProteinPilot™ 2.0. Las proteinas se
identificaron buscando en las bases de datos de UniProt/Swiss-Prot o NCBInr. Para el
analisis, las comparaciones de 6 pooles se realizaron de la siguiente forma: el poo/ 1
del grupo de pacientes CIS—CIS se compard directamente con el poo/ 1 del grupo de
pacientes CIS—EMCD, el poo/ 2 del grupo CIS—CIS se compard con poo/ 2 del grupo
CIS—EMCD vy asi sucesivamente. Para cada comparacion de pools, las proteinas
expresadas diferencialmente entre los grupos CIS—CIS y CIS—EMCD (p<0,05) se
seleccionaron, y se contabilizd el nUmero de comparaciones entre pooles en las que se
encontraron diferencialmente expresadas. Aquellas proteinas en las que el cambio de
expresion fue en direcciones opuestas en las diferentes comparaciones entre pooles
(es decir, en unas comparaciones se habian encontrado con mayor expresion y en

otras con menor expresion) no se tuvieron en cuenta para el analisis.

El andlisis estadistico se llevé a cabo usando el paquete SPSS 15,0 (SPSS Inc, Chicago,
USA). Se usé el test de Mann-Whitney para determinar diferencias significativas en los
niveles de las proteinas seleccionadas para la validacion tanto en el LCR como en el
suero entre los pacientes CIS—CIS y CIS—EMCD como entre los pacientes CIS y los
controles. Las correlaciones entre los niveles de proteina validados y los parametros
clinicos y radioldgicos de los pacientes con CIS se evaluaron mediante el coeficiente de

correlacion de Spearman. El desarrollo de EMCD en funcidn de los niveles basales de
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CHI3L1 en el LCR se evalué mediante un analisis de supervivencia de Kaplan-Meier con
la prueba de Log-Rank y con la regresion de riesgos proporcionales de Cox.

Los datos de SRM se procesaron mediante el software Skyline v1.4.0 *** y los picos de
datos se evaluaron en base al tiempo de retencidn, el rango de intensidad de la
transicion y la co-elucién del péptido enddgeno y de referencia.

Las intensidades de los picos de los datos de SRM se normalizaron en base a los
péptidos estandar marcados y se transformaron mediante el logaritmo en base 2, y la
comparacion de los niveles de proteina entre grupos se realizd mediante un modelo

lineal de efectos mixtos aplicado por el software SRMstats .
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3.2 Objetivo 3. Validacion de la CHI3L1 a gran escala

3.2.1 Determinaciones

3.2.1.1 Cuantificacion de CHI3L1 en LCR

Se determinaron los niveles de CHI3L1 en las muestras de LCR de los pacientes con
CIS y los controles con otras enfermedades neuroldgicas usando el mismo kit de ELISA
comercial descrito en el capitulo anterior, siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

3.2.1.2 Calculo del cociente de albumina (Q-alb)

En un subgrupo de 59 pacientes con CIS (40 pacientes procedentes de la Universidad
de Basilea (Suiza) y 19 procedentes de la Universidad de UIm (Alemania)), se calculd el

cociente de la concentracion de albumina entre el LCR/suero o cociente de albumina

(Q-alb).
3.2.2 Muestras

3.2.2.1 Obtencion del LCR

Las muestras de LCR y se obtuvieron a nivel basal mediante puncién lumbar. Las
muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm para eliminar las células. Una
fraccion se usd para el diagnostico de rutina que incluia la determinacion de las bandas
oligoclonales de IgG mediante isoelectroenfoque en gel de agarosa seguido de
inmunodetecciéon con peroxidasa usando muestras de LCR y suero pareadas. También
se determinaron el nimero de células, la concentracion de proteina y la determinacién
del indice de IgG. El volumen sobrante se alicuoté y se conservé a -80°C hasta el

momento de su uso.

3.2.3 Pacientes

3.2.3.1 Pacientes con CIS incluidos en el estudio

Se incluyeron 813 pacientes con CIS procedentes de 15 centros europeos de EM. Los
criterios de inclusion fueron: un CIS sugestivo de desmielinizacion del SNC incluyendo

el nervio dptico, tronco encefalico, médula espinal u otra topografia no atribuible a
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otras enfermedades, e inicio de los sintomas neuroldgicos como maximo 3 meses antes
de los exdmenes clinicos y radioldgicos. El estudio se aprobd por el Comité Etico local
correspondiente. La Tabla 8 resume las caracteristicas clinicas y demograficas de la
cohorte global. Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con CIS y
los controles desglosados por centros se describen en la Tabla 23 del Anexo.

3.2.3.2 Controles

Como controles se incluyeron un total de 559 pacientes con otras enfermedades
neuroldgicas: 438 pacientes con enfermedades neuroldgicas no inflamatorias (OENNI)
y 121 con otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias (OENI). Las caracteristicas
demograficas de los controles estan descritas en la Tabla 9.

Caracteristicas CIS—CIS CIS—EMCD OENNI OENI

N 394 419 438 121
Edad (afios)® 33,9 (9,7) 30,6 (8,1) 43,6 (16,6) 44,7 (18,3)
mujer/hombre (Yomujer)  296/98 (75,1)  297/122 (70.9) 249/183 (57,6) 51/69 (42,5)
Tiempo seguimiento® 3,5 (2,0-5,6) 5,7 (3,2-9,4) - -
Presentacion clinica - -
Neuritis Optica 163 132

Tronco 84 97

Médula 88 123

Otros 59 65

% pacientes tratados 20,60% 45,10% - -

BOC (%) 243/377 (64,4)  344/407 (84,5) - -
Leucocitos (células/pl)? 9,2 (19,7) 9,9 (15,2) - -
Concentracién proteina

(g/L)® 36,5 (13,8) 39,2 (18,6) - -
indice de IgG° 0,8 (0,5) 1,0 (0,6) - -

Tabla 9. Caracteristicas demograficas, clinicas y de LCR de los pacientes y controles incluidos
en la validacion a gran escala de la chitinase 3-like 1. ?Datos expresados como media (DE). "Datos
expresados como mediana (rango intercuartilico). CIS—CIS: pacientes con CIS que no convierten a EM
clinicamente definida (EMCD); CIS—EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. OENNI: controles
con otras enfermedades neuroldgicas no inflamatorias. OENI: controles con otras enfermedades
neuroldgicas inflamatorias.
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3.2.4 Determinaciones clinicas y radiolégicas

La RM, determinaciones del LCR y examenes clinicos se realizaron en cada centro
como parte del proceso diagndstico. Se anotaron el nimero de criterios de Barkhof,
numero de lesiones en T2, y el nimero de lesiones que realzan con gadolinio en la
resonancia basal. La determinacion de bandas oligoclonales de IgG se realizé mediante
isoelectroenfoque en gel de agarosa seguido de inmunodeteccién con peroxidasa de
muestras de suero y LCR pareadas. La discapacidad se evalué mediante el EDSS y se
anotd el tiempo hasta alcanzar un EDSS de 3. El tiempo de seguimiento se calculd
como la diferencia entre la Ultima visita y la fecha del CIS. El diagndstico de conversién
a EM segun los criterios de Poser se determind cuando aparecieron nuevos sintomas
(segundo brote) después de un intervalo minimo de un mes y Unicamente cuando se
excluyeron otros diagndsticos.

El diagndstico de conversién a EM definido por los criterios de McDonald del 2005 se
realizd cuando los pacientes cumplieron las definiciones de RM para diseminacion en
tiempo y espacio *%; o cuando los pacientes presentaron un segundo brote 1%,

La fraccién del parénquima cerebral (BPF, del inglés brain parenchimal fraction) se
calculé como el cociente entre el volumen del parénquima cerebral y el volumen

intracraneal total.

3.2.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd usando el paquete SPSS 17,0 (SPSS Inc, Chicago,
USA). Considerando que los niveles de CHI3L1 en el LCR no seguian una distribucion
normal y ademas se correlacionaban con la edad (coeficiente de correlacion de
Spearman: 0,333; p-valor=5,2x10") se usd un test de Mann-Whitney para comparar
los niveles de CHI3L1 ajustados por edad entre los pacientes CIS y los controles con
otras enfermedades neuroldgicas. Se usaron curvas ROC (Receiver Operating
Characteristic) para determinar el mejor valor umbral (cut-off) basado en los niveles de
CHI3L1 en el LCR. Se usaron modelos de regresién de Cox univariado y multivariado
incluyendo el nimero de criterios de Barkhof en la RM basal, la presencia de bandas
oligoclonales de IgG, tratamiento y edad en el momento del CIS como co-variables
para determinar la asociacion entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y el tiempo a EM

segun los criterios de Poser o McDonald y el tiempo para alcanzar un EDSS de 3,0. Por
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otro lado, el tiempo a EM segun los criterios de Poser y McDonald, y el tiempo hasta
alcanzar un EDSS de 3,0 en pacientes con niveles de CHI3L1 en el LCR clasificados
como altos y bajos se evaluaron mediante un andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier
con la prueba del Log-Rank. Se usé un test de Mann-Whitney para evaluar diferencias
significativas en los niveles de CHI3L1 en el LCR ajustados por edad de los pacientes
con diferentes categorias tanto de carga lesional en T2 como de nimero de lesiones
inflamatorias. Se usaron correlaciones parciales ajustadas por edad para evaluar la
relacion entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y (i) el cociente de albdmina; (ii) las
caracteristicas del LCR como numero de células, concentracion de proteina e indice de
IgG; v (iii) el cambio en la fraccién de parénquima cerebral (BPF) al afio y a los 5 afos

de seguimiento.
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3.3 Objetivo 4A. Estudio de la CHI3L1 en la EM

3.3.1 Determinaciones

3.3.1.1 Determinacion de CHI3L1 en plasma

Los niveles de chitinase 3-like 1 se determinaron mediante ELISA con el METRA, EIA
kit (Quidel Corporation, San Diego, USA) en muestras de plasma sin diluir, siguiendo
las instrucciones del fabricante. La variabilidad intra-ensayo fue del 2,1% vy la
variabilidad inter-ensayo del 11,9%.

3.3.1.2 Genotipado de CHI3L1

Se realiz6 el genotipado de un polimorfismo de un sélo nucledtido (SNP) en la region
promotora del gen de la CHI3L1 (rs4950928) mediante dos técnicas. En las muestras
de la cohorte de Barcelona/Cemcat, el genotipado se realizd mediante sondas TagMan
para la discriminacion alélica siguiendo las instrucciones del fabricante. En las muestras
de ADN del resto de cohortes el genotipado se llevd a cabo con la plataforma iPLEX™
Sequenom MassARRAY en el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN, Santiago de

Compostela).

3.3.1.3 Tincion de Hematoxilina-Eosina y Kliiver Barrera

Se realizaron las tinciones de Hematoxilina-Eosina y de KlUver Barrera en las muestras
de tejido cerebral para determinar el grado de actividad inflamatoria de las lesiones de
los pacientes con EM. Se clasificaron como lesiones de alta actividad inflamatoria
aquéllas en las que existia un infiltrado inflamatorio perivascular importante y dénde se
observaba desmielinizacién activa, es decir, la presencia de macréfagos fagocitando
mielina. Por otro lado se clasificaron como lesiones de baja actividad inflamatoria
aquéllas en las que el infiltrado inflamatorio era menor y donde no se observaba
desmielinizacion activa. El protocolo detallado de las tinciones se encuentra en el

apartado Anexos.

3.3.1.4 Inmunohistoquimicas de CHI3L1

Inicialmente se realizd la tincion de CHI3L1 simple usando el anticuerpo de conejo
anti-YKL-40 (1:100, Quidel Corporation), y posteriormente se realizd la tincion por
inmunohistoquimica doble mediante el kit comercial EnVision™G|2 Doublestain System,
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Rabbit/Mouse (DAB+/Permanent Red; K5361, Dako). La tincion para CHI3L1 se realizd
con el anticuerpo de conejo anti-YKL-40 (1:100, Quidel Corporation). Los astrocitos se
marcaron con el anticuerpo de conejo anti-GFAP (1:900, Z0334, Dako, Dinamarca), los
macréfagos y microglia se marcaron con el anticuerpo de ratén anti-CD68 (1:400,
M0876, Dako) y los linfocitos T con al anticuerpo de conejo anti-CD3 (1:100, A0452,
Dako). Las muestras se contrastaron con REAL Haematoxylin (52020, Dako) durante 5
segundos Yy se realizaron lavados con agua destilada. Los portaobjetos se secaron y se
montaron con Dako Glycerol Mounting Medium (C0563, Dako) y conservaron a 4°C
hasta su andlisis. Ver la seccién del Anexo para el protocolo detallado de las tinciones.

3.3.1.5 Citometria de CHI3L1

a) Anadlisis de la especificidad del anticuerpo

Dado que no existia ningln anticuerpo anti-CHI3L1 especifico para citometria de flujo,
inicialmente se realizaron experimentos para determinar la especificidad del
anticuerpo. Para ello se realizaron experimentos de bloqueo incubando 1 pg del
anticuerpo anti-CHI3L1 con 2 pg de la proteina CHI3L1 humana recombinante

(TP303769, Origene) durante 30 minutos a 4°C antes de la tincién celular.

b) Expresion de CHI3L1 en células del LCR

La expresién de CHI3L1 se determind en muestras de LCR frescas de 5 pacientes no
tratados con EM consecutivos y 5 controles neuroldgicos no inflamatorios (neuropatia
Optica, traumatismo craneal, quiste aracnoideo y dos controles con neuropatias). El
estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Ramén y Cajal de Madrid.

Las muestras de LCR se centrifugaron a 500 g durante 15 minutos y los pellets
celulares se resuspendieron en PBS. Se realizd la tincion de membrana con los
siguientes anticuerpos: anti-CD45, anti-CD3, anti-CD14 y los correspondientes
controles de isotipo (Becton Dickinson, Mountain View, CA) incubando durante 30
minutos a 4°C. Seguidamente se permeabilizaron las células con 200 pl de
cytofix/cytoperm (Becton Dickinson) durante 20 minutos a 4°C y a continuacién se
lavaron con Perm/Wash y se realizo la tincion intracelular incubando las células durante
1 hora a 4°C con 1 pg de anti-CHI3L1 (Quidel Corporation) o el correspondiente
control de isotipo previamente biotinados con sulfo-NHS-biotin (Pierce, Rockford, USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las células se incubaron con
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estreptavidina-PE durante 45 minutos y se analizaron en un citdmetro FACSCanto II
(Becton Dickinson).

Para el analisis de las poblaciones se selecciond una region alrededor de las células con
una expresion media-alta de CD45 con un side scatter de bajo a medio (P1) y una
segunda region en el scatter dot plot del forward/side scatter para excluir las células
apoptdticas y los restos celulares (P2). Unicamente las células incluidas en P1y P2 se
analizaron. La poblacién de monocitos se selecciond haciendo un gating del side
scatter frente a la expresion de CD14, con lo que se identificaron las subpoblaciones de
CD14 low (CD14,) y CD14 high (CD14g). Por otro lado se identificaron las células T
haciendo un gating del side scatter frente a la expresién de CD3. Se puede observar la
estrategia de gating en la Figura 32 del Anexo.

3.3.2 Muestras

3.3.2.1 Obtencion del plasma

La sangre se obtuvo por puncién venosa en tubos con EDTA y el plasma se separd
mediante centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
plasma se alicuotd y se congeld a -80°C hasta su uso.

3.3.2.2 Extraccion de ADN gendmico

El ADN se extrajo en cada centro siguiente protocolos estandar. Las muestras de ADN
de los pacientes de la cohorte Barcelona/Cemcat se extrajeron siguiendo el protocolo

estandar detallado en el Anexo.

3.3.2.3 Muestras de tejido cerebral

Se estudiaron 15 muestras de tejido cerebral incluido en parafina de 15 pacientes con
EMRR y 10 muestras de tejido cerebral de 10 controles no neuroldgicos cedidas por el
UK Multiple Sclerosis Tissue Bank.

3.3.2.4 Muestras de LCR

Las muestras de LCR se obtuvieron mediante puncién lumbar, se centrifugaron a 500 g

durante 15 minutos y los pellets celulares obtenidos se resuspendieron en PBS.
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3.3.3 Pacientes

3.3.3.1 Pacientes incluidos para la determinacion de los niveles plasmaticos de
CHI3L1

Para la determinaciéon de los niveles de CHI3L1 en plasma se incluyeron un total de
220 pacientes con EM y 57 controles sanos. El grupo de pacientes con EM estaba
compuesto por: 94 pacientes con EMRR en remision, 30 pacientes con EMSP, 66
pacientes con EMPP. Estos pacientes no habian recibido tratamiento con IFN-B o
inmunomoduladores en los 3 meses anteriores a la extraccion de la muestra. Se
incluy6 un grupo de pacientes con EMRR durante el brote (n=30) asi como un grupo
de pacientes EMRR tratados con IFN-B durante un periodo medio de 8,7 meses
(n=32). Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes y controles

incluidos estan descritas en la Tabla 10.

Caracteristicas EMRR EMSP EMPP CS
remision brote IFN-B

N 94 30 32 30 66 57

Edad (afios)® 37,0 31,4 30,7 49,2 49,2 37,1
9,1) (8,8) (7,4) (10,4) (9,4) (11,5)

Mujer/hombre 66/28 21/9 22/10 20/10 32/34 40/17

(Yomujer) (70,2%) (30,0%) (68,7%) (66,7%) (48,5%) (70,2%)

Duracién enfermedad 6,2(58) 54(48) 6,4(6,6) 14,6(9,4) 11,3(7,3) -

(afhos)?

EDSS" 2,0 3,0 2,0 4,5 6,0 -

(115'2/5) (2/5'315) (115'3/0) (410'610) (415'615)
Numero de brotesen  2,0(1,2) 1,8(1,9 24(12) 0,5(0,7) - -

los dos afios previos®

Tabla 10. Caracteristicas demograficas y clinicas de los pacientes incluidos en el estudio de la
chitinase 3-like 1 en las diferentes formas clinicas de EM. ?Datos expresados como media (DE).
®Datos expresados como mediana (rango intercuartilico). EMRR: esclerosis multiple remitente-recurrente.
EMSP: esclerosis multiple secundariamente progresiva. EMPP: esclerosis mlltiple primariamente
progresiva. CS: control sano. EDSS: expanded disability status scale.
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3.3.3.2 Pacientes incluidos para el estudio de un polimorfismo en el promotor
del gen de la CHI3L1
Para el genotipado del polimorfismo en el promotor del gen de la CHI3L1 se incluyeron

un total de 3274 pacientes con EM y 3483 controles sanos procedentes de cuatro

regiones geograficas de Espafia (Tabla 11).

’ ’ Razdn
Region Cohorte diagnostico n Edad ; % EMPP
Mujer/Hombre
EM 803 40,4 1,7 12,2
BCN Cemcat
CS 814 38,7 1,1 -
Este
BCN Hospital EM 204 45,5 1,9 5,4
Clinic CS 213 ND 1,9 -
EM 1044 39,8 2,2 1,0
Sur Andalucia
CS 1216 35,5 2,5 -
EM 497 45,0 1,9 13,0
Centro Madrid
CS 534 ND 1,8 -
EM 514 40,7 2,6 10,7
Bilbao
CS 459 ND 2,6 -
Norte
San EM 212 42,9 1,5 3,3
Sebastian CS 213 50,7 1,4 -

Tabla 11. Caracteristicas de las cohortes de pacientes distribuidas por regiones de los
pacientes y controles incluidos en el estudio del genotipado del polimorfismo del promotor
del gen de la chitinase 3-like 1. EM: esclerosis multiple. CS: control sano. N: nimero de pacientes por
grupo. Edad: edad media expresada en afios. % EMPP: porcentaje de pacientes con EM primariamente
progresiva. ND: datos no disponibles. BCN: Barcelona

3.3.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd usando el paquete SPSS 17,0 (SPSS Inc, Chicago,
USA). Se usdé un analisis de la covarianza (ANCOVA) para comparar los niveles
plasmaticos de CHI3L1 entre los controles sanos y el grupo de pacientes con EM, y
entre los pacientes con diferentes formas clinicas de EM (pacientes con EMRR en
remision, pacientes con EMSP y pacientes con EMPP). Dado que en este estudio la

edad media entre los pacientes con EM y los controles era significativamente diferente
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(anélisis de ANOVA, p-valor=2,7x10®) y que los niveles de CHI3L1 se correlacionaban
con la edad (coeficiente de correlacidn de Spearman: 0,368, p-valor=4,5x107?), la edad
se incluyd como co-variable en el modelo. Se usé un test de Mann-Whitney para
determinar diferencias significativas en los niveles plasmaticos de CHI3L1 entre los
pacientes con EMRR en el momento del brote y durante el periodo de remision. Las
comparaciones de los niveles de CHI3L1 antes y después del tratamiento con IFN-B se
realizaron con la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. Se usaron correlaciones
parciales controladas por edad para evaluar la relacion entre los niveles de CHI3L1 y
variables clinicas y radiolégicas. Se us6 la correccion de Bonferroni para multiples
comparaciones. Para investigar asociaciones potenciales entre el SNP rs4950928 y la
enfermedad, las frecuencias alélicas se compararon entre los controles sanos y la
cohorte de pacientes con EM, asi como entre las diferentes formas clinicas de la
enfermedad teniendo en cuenta la posible estratificacion debida a los diferentes
origenes de la poblacion usando el test de Cochran-Mantel-Haenszel. El procesamiento
de los datos, los datos missing y el analisis de Hardy-Weinberg se realizaron con

SNPator (http://www.snpator.org) *®*. El test de Cochran-Mantel-Haenszel se realizd

usando PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) ®°. Las diferencias entre

los genotipos del SNP rs4905928 vy los niveles plasmaticos de CHI3L1 y el tiempo de
conversion a EMCD se evaluaron mediante un test de Mann-Whitney. Se usé un test de
Mann-Whitney para evaluar las diferencias en la expresion de CHI3L1 por las células T
CD3+ y los monocitos CD14+ entre los pacientes con EM y los controles. Dada la
naturaleza descriptiva del estudio histopatoldgico no se realizé una cuantificacion ni un

analisis estadistico de las muestras.
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3.4 Objetivo 4B. Estudio de la funcion de la CHI3L1 en el

modelo animal de EM

3.4.1 Animales

Se usaron ratones C57BL/6 machos y hembras de 8 a 12 semanas de edad, knock-out
(KO) para el gen Brp-39 (nombre del gen chi3ll en murinos; cedidos por JA Elias, Yale
University School of Medicine, New Haven, ') y sus hermanos de camada de fenotipo
comun (wild type, WT). Los animales se mantuvieron en ciclos de 12 horas de luz con
agua y comida ad /ibitum. Los experimentos se realizaron acorde con las regulaciones
de la Unién Europea y fueron aprobados por el Comité Etico para Experimentacion

Animal de la institucion.

3.4.1.1 Induccion de la enfermedad

Los ratones fueron anestesiados mediante la administracion intraperitoneal de
ketamina (37 mg/kg) — xilacina (5,5 mg/kg) e inmunizados con inyecciones
subcutaneas de PBS con 50 pg de MOGss-ss (Proteomics Section, Universitat
Pompeu Fabra, Barcelona, Espaifia) en emulsidn con una mezcla de adyuvante
completo de Freund (CFA) (Sigma Chemical, Saint Louis, MO, USA) con 3
mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco Laboratories, Detroit, MI).
En los dias 0 y 2 post-inmunizacién (p.i.), los ratones recibieron 150 ng de
toxina de Bordetella pertusis (Sigma Chemical) en 200 pl de PBS por via
intravenosa. Se incluyeron ratones control inmunizados con PBS sin el péptido.
Todos los animales se pesaron y se examinaron diariamente para la deteccion

de los signos neuroldgicos de acuerdo con los siguientes criterios:

Grado Sintoma clinico

0 Sin signos clinicos

0,5 Paresia parcial de la cola

1 Paresia total de la cola

2 Paraparesia trasera leve

2,5 Paraparesia trasera severa o paraplegia
3 Tetraparesia leve

4 Tetraparesia

4,5 Tetraparesia severa

5 Tetraplegia, moribundo

6 Exitus

Escala de puntuacion de los sintomas clinicos o “score”
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Los experimentos se realizaron en ciego.

3.4.2 Muestras

3.4.2.1 Extraccion de ADN de tejido

Se recogieron muestras de tejido de la oreja de los ratones para realizar el genotipado
y establecer las colonias. De estas muestras se obtuvo el ADN mediante el kit
comercial REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR Kit (XNAT, Sigma-Aldrich, St Luis, USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.4.2.2 Obtencion de cerebro y médula espinal

En los dias 12 y 31 post-inmunizacidn se obtuvo el cerebro y la médula espinal de los
ratones mediante la insuflacion de PBS con una jeringa. El cerebro y la parte anterior
de la médula se fijaron en una solucidn de paraformaldehido 4% en PBS, mientras que
la parte posterior de la médula se congeld inmediatamente en criotubos con nitrégeno
liquido y se conservo a -80°C hasta el momento de su uso.

3.4.2.3 Extraccion de ARN

Las médulas espinales de los ratones se descongelaron sobre hielo y se extrajo el ARN
mediante un protocolo estandar. Para los detalles del protocolo, ver el apartado de
Anexos. El ARN obtenido se cuantificd con el NanoDrop® 1000 Spectrophotometer

(Thermo Fisher Scientific).

3.4.3 Determinaciones

3.4.3.1 Genotipado de Brp-39

Para el genotipado de cada muestra se prepararon dos reacciones de amplificacién:
una para los primers del gen Brp-39 y otra para los primers del gen de resistencia a la
neomicina (Tabla 12).

Las reacciones de amplificacion se desarrollaron en un termociclador siguiendo los
siguientes ciclos: 3 minutos a 95°C, 35 ciclos de 45 segundos a 95°C, 45 segundos a
60°C, 1 minuto a 72°C y finalmente 10 minutos a 72°C. Los productos de PCR se

corrieron en un gel de agarosa al 1% con 0,1% de bromuro de etidio.
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. Casa . Volumen

Reactivo ) Referencia

comercial (uh)
Go Taq colorless master mix Promega M7142 13,5
Primer Forward Invitrogen - 1
Primer Reverse Invitrogen - 1
ADN - - 1
H,O RNAse free - - 8,5

Tabla 12. Reactivos usados para cada reaccion de PCR para el genotipado del gen Brp-39 o
del gen de resistencia a neomicina.

Primer Secuencia

Primer Forward Brp-39 ACTCAGCCCCTGTGGTAATG
Primer Reverse Brp-39 GTGCACAGGAAAGGTTGGAT
Primer Forward Neomicina TGCTCCTGCCGAGAAAGTAT
Primer Reverse Neomicina AGCTGGCCCTTAATTTGGTT

Tabla 13. Primers usados para el genotipado de Brp-39 o del gen de resistencia a la
neomicina.

Preparacion del gel de agarosa

Se pesd la agarosa (Invitrogen, 16500) necesaria y se afiadid el volumen de tampdn
TBE (Sigma, T4415) diluido (1x) correspondiente. La mezcla se calenté en el
microondas y se agitd hasta su completa disolucién. A continuacién se enfrid, se le
afnadié bromuro de etidio (Sigma, E1510) (dilucion 1:1.000) y se puso en la cubeta con
un peine. Una vez polimerizado el gel se cargaron 20 pl de las muestras previamente
mezcladas con 4 pl de tampo6n de carga /oading dye orange (Biolabs, B70225). Se
cargaron también 5 pl de del marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (Biolabs,
N3231S) en el pocillo correspondiente. Se corrid el gel a 60-90V y se leyeron los
resultados en el Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad).

3.4.3.2 Expresion génica de Brp-39

Un total de 1 pyg del ARN obtenido de las médulas se retrotranscribié mediante el kit
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) siguiendo
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las instrucciones del fabricante. Con el ADN copia (cDNA) obtenido se determind la
expresion de Brp-39 mediante sondas Tagman (Applied Biosystems) usando el gen
PPIB como control enddgeno. Las amplificaciones se realizaron por triplicado y la
lectura se realizd en un equipo 7900HT Fast-RT PCR (Applied Biosystems). El valor del
threshold cycle (Ct) y la expresion relativa de la Brp-39 para cada muestra se calculd

mediante el método del 2724¢T,

3.4.3.3 Ensayos de proliferacion

El dia 16 post-inmunizacién, 5 animales de cada grupo se eutanasiaron con CO,
(>70%) y se obtuvieron los bazos. Se prepararon las suspensiones de esplenocitos
homogenizando los bazos con la parte trasera de una jeringa y haciéndolos pasar a
través de un cell strainer con un poro de 40 um (BD Biosciences, 352350) sobre una
placa de petri con medio de cultivo. Tras la lisis de los eritrocitos las suspensiones de
esplenocitos se contaron y se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentracion
de 2x10° células/pocillo en un volumen final de 200 pl de medio de proliferacién. Los
cultivos (5 réplicas) se estimularon con 5 pg/ml de MOGss.ss, 5 pg/ml de PHA (Sigma
Chemical) o 15 pg/ml de LPS (Sigma Chemical). Los estimulos se realizaron solos o con
50 ng/ml de CHI3L1 recombinante de ratén (R&D Systems, Minneapolis). Se usaron las
células cultivadas sin ningin estimulo como controles basales. Los cultivos se
incubaron en una atmdsfera himeda con un 5% de CO, y 37°C durante 48 horas. Tras
la estimulacidn, se recogieron 50 pul de los sobrenadantes y se cultivaron las células
durante 18 horas en presencia de 1 pCi de [3H]Timidina (Perkin Elmer) por pocillo. Las
placas de cultivo se congelaron a -20°C hasta el momento de la lectura. Para la
cuantificacion de la radioactividad las placas se descongelaron a temperatura ambiente
y a continuacion las células se recogieron con un Harvester en filtros de fibra de vidrio
y los niveles de radioactividad incorporada se determinaron mediante un contador de
centelleo (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los indices de estimulacién se calcularon como
el promedio de las cuentas por minuto (cpm) de las réplicas del estimulo dividido por el
promedio de las cpm de los cultivos control (sin estimulo). Para el protocolo detallado

del ensayo ver la seccion Anexos.
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Medio de proliferacion

Se prepard el medio de proliferacion siguiendo la siguiente formula (Tabla 14), al cual
se afnadieron los estimulos correspondientes especificados en el apartado anterior, o la
[3H]Timidina.

Reactivo Casa comercial Referencia Volumen (ml)
IMDM PAA E15-018 500

FBS Hyclone Thermo Scientific SH30080.03 62,5
Penicilina- GIBCO 15140 6,25
Streptomicina

L-Glutamina GIBCO 25030 6,25
B-mercaptoetanol Sigma M3148 1,25
(80nM)

Tabla14. Reactivos usados para la preparacion del medio de proliferacion de los esplenocitos.

3.4.3.4 Histopatologia

El dia 31 post-inmunizacién se sacrificaron con didxido de carbono (>70%) cinco
animales por grupo. Se obtuvieron los cerebros y médulas y se fijaron con
paraformaldehido preparado al 4% y se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de
los tejidos de 4 um de grosor y se realizaron las tinciones de HE y de KB para
determinar el grado de inflamacion y desmielinizacion respectivamente. Para el

protocolo detallado de las tinciones ver el apartado de Anexos.

Evaluacion de la histopatologia:

El grado de infiltracion celular se evalué mediante una tincién de HE de acuerdo con
los siguientes criterios: 0 — sin lesion; 1 — infiltrado celular Unicamente en las
meninges; 2 — infiltrados discretos y superficiales en el parénquima; 3 — infiltrados
moderados (menos del 25%) en la sustancia blanca; 4 — infiltracién severa (menos del
50%) en la sustancia blanca; y 5 — infiltracion muy severa (mas del 50%) en la
sustancia blanca.

La desmielinizacion se evalué mediante la tincion de KB y se puntud de la siguiente
manera: 0 — sin desmielinizacion; 1 — leve desmielinizacion, Unicamente alrededor de

los infiltrados y constituyendo menos del 25% de la sustancia blanca; 2 -
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desmielinizacion de menos del 50% de la sustancia blanca; y 3 — desmielinizacién
difusa y generalizada constituyendo mas del 50% de la sustancia blanca.
Las tinciones de HE y de KB se evaluaron en ciego.

3.4.4 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd usando el paquete SPSS 17,0 (SPSS Inc, Chicago,
USA). Se usé un test de Mann-Whitney para la comparacion de (i) la expresion génica
de Brp-39 a diferentes tiempos post-inmunizacion entre los ratones inmunizados con
MOG vy los inmunizados con SF; (ii) los scores medios acumulados; vy (iii) los indices de
proliferacion entre ratones WT y KO. Los cocientes de mortalidad se calcularon
mediante un test de chi-cuadrado. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativas cuando los p-valores fueron < 0,05.
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RESULTADOS. Objetivo 1

4.1.1 Estudio de proteémica: fase de screening

En una primera fase del trabajo se realizd un estudio de protedmica mediante iTRAQ
acoplado a espectrometria de masas con pooles de muestras de LCR de pacientes con
CIS que convertian a EMCD y muestras de pacientes que no convertian, con el objetivo
de encontrar perfiles de expresién proteica que permitieran distinguir entre los dos
grupos de pacientes.

Tras llevar a cabo el abordaje de protedmica, se encontraron proteinas
diferencialmente expresadas en 3 0 mas pooles de LCR entre el grupo de pacientes
con CIS que convirtieron a EMCD (CIS—EMCD) y los pacientes con CIS que no

convirtieron durante el seguimiento (CIS—CIS) (Tabla 15).

Proteina Numero de Expresion’ Numero de
acceso pooles’
Ceruloplasmina P00450 ) 6
Vitamin D binding protein P02774 1 6
Apolipoproteina Al P02647 1 6
Chitinase 3-like 1 P36222 1 5
Semaforina 7A 075326 ! 4
Beta-Ala-His dipeptidase Q96KN2 ! 4
Plasmindgeno P00747 1 4
Vitronectina P04004 1 4
Apolipoproteina AIV P06727 1 4
Ig alpha-1 chain C region P01876 1 4
Ig kappa chain C region P01834 1 4
Ig mu chain C region P01871 1 4
Ig lambda chain C region P01842 ) 4
Brevican core protein Q96GW7 l 3
Secretogranin II P13521 l 3
Proactivator polypeptide P07602 1 3
Thy-1 membrane hlycoprotein P04216 1 3
Alpha-1-antichymotrypsin P01011 ) 3
Serum paraoxonase/arylesterase 1 P27169 ) 3
Corticosteroide-binding globulin P08185 ) 3
Haptoglobin P00738 1 3
Heparin cofactor 2 P05546 1 3
Alpha-2-antiplasmin P08697 1 3

Tabla 15. Proteinas expresadas de forma diferencial en la fase de screening mediante un
abordaje protedmico en muestras de LCR de pacientes con CIS conversores y ho conversores
a EMCD. °Se refiere a la direccién en la expresion de la proteina: 1= mayor expresién en el grupo
CIS—EMCD (conversores) que en el grupo CIS—CIS (no conversores); |= menor expresion en el grupo
CIS—EMCD (conversores) que en el grupo CIS—CIS (no conversores). °Se refiere al nimero de
comparaciones de pooles en los que la proteina se encontrd diferencialmente expresada en la misma
direccién entre los pacientes del grupo CIS—CIS y del grupo CIS—EMCD.
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Se identificaron 23 proteinas diferencialmente expresadas entre los dos grupos de
pacientes, 17 de las cuales estaban mas expresadas en los pacientes con CIS que
convertian a EMCD respecto a los que no convertian, como es el caso de la
ceruloplasmina, proteina de unién a la vitamina D, apolipoproteina AI, o chitinase 3-
like 1, mientras que otras 6 se encontraron disminuidas en los pacientes con CIS que
convertian a EM respecto a los que se mantenian como CIS, como por ejemplo la

semaforina 7A y la ala-beta-his dipeptidasa.
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4.1.2 Validacion de proteinas diferencialmente expresadas mediante

técnicas alternativas

Dado que el abordaje de protedémica empleado es una técnica de screening, es
importante la confirmacion de los resultados obtenidos con iTRAQ mediante técnicas
alternativas. También es importante determinar si las diferencias observadas en LCR
para los diferentes biomarcadores se encuentran también presentes en otros fluidos
corporales de mas facil obtencion que el LCR. Teniendo en cuenta estos aspectos, se
seleccionaron aquellas proteinas encontradas diferencialmente expresadas en 4 o mas
pooles entre los pacientes CIS—CIS y los pacientes CIS—EMCD, y los niveles de
ceruloplasmina, proteina de union a la vitamina D (vitamin D BP), apolipoproteina Al,
chitinase 3-like 1 (CHI3L1), plasmindgeno, vitronectina y apolipoproteina AIV se
cuantificaron mediante ELISA en muestras individuales tanto de LCR como de suero.
Por otro lado, se determinaron tanto la semaforina 7A como la ala-beta-his
dipeptidasa (CNDP1) mediante SRM en muestras de LCR. Posteriormente se analizaron
correlaciones entre los niveles de las proteinas validadas y parametros clinicos y

radioldgicos.

Validacion inicial de proteinas en el LCR

Para la validacién inicial se determinaron los niveles de las proteinas seleccionadas
mediante ELISA o SRM en las cohortes parcialmente independientes de la cohorte
inicial de pacientes utilizada para el estudio de screening (cohortes 2, 3y 4).

Tal y como se muestra en la Figura 9, los niveles en LCR de CHI3L1 y de
apolipoproteina Al se encontraron significativamente elevados en los pacientes del
grupo de conversores comparado con los no conversores y con los controles
neuroldgicos. Del mismo modo, los niveles en el LCR de semaforina 7A y de CNDP1 se
encontraron disminuidos significativamente en los pacientes CIS—~EMCD respecto a los
CIS—CIS y también respecto a los controles (Figura 9).

Ademas, los niveles de semaforina 7A se encontraron significativamente disminuidos
en los pacientes CIS—EMCD comparado con los del CIS—CIS y respecto a los
controles. Ademas, también se encontraron niveles significativamente disminuidos de
sema7A y CNDP1 en los pacientes CIS—EMCD respecto a los controles con OEN
(p=3,3x10™ para la sema7A y p=3,6x10° para la CNDP1).
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Figura 9. Validacion de las proteinas seleccionadas del estudio de proteémica. Niveles en LCR
de las proteinas seleccionadas para la validacion mediante métodos alternativos. Los niveles de
ceruloplasmina, vitamin D BP, CHI3L1, apolipoproteina AI, apolipoproteina AIV, vitronectina vy
plasmindgeno se determinaron en LCR mediante ELISA. Los niveles de CNDP1 y semaforina 7A se
determinaron en LCR mediante SRM. OEN: controles con otras enfermedades neurolégicas. CIS—CIS:
pacientes con CIS no conversores; CIS—EMCD: pacientes con CIS conversores. NNI: niveles normalizados
de intensidad.

Validacion inicial de proteinas en suero

En este caso se determinaron los niveles de ceruloplasmina, vitamin D BP, CHI3L1, Apo
Al, Apo AlV, vitronectina y plasminégeno mediante ELISA en muestras de suero de
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pacientes de cohortes parcialmente independientes (cohortes 2 y 3), con el objetivo de
validar estas proteinas en una muestra bioldgica de mas facil obtencion que el LCR.

De forma interesante, aunque no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de CHI3L1 en el suero entre los pacientes CIS—CIS y CIS—EMCD, si que se
observaron niveles significativamente mas altos en los pacientes con CIS que en los
controles con OEN (Figura 10). No se encontraron diferencias significativas en los

niveles del resto de proteinas entre los pacientes CIS—CIS y CIS—EMCD.
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Figura 10. Validacion de las proteinas seleccionadas del estudio de protedmica. Niveles en
suero de las proteinas seleccionadas para la validacion mediante métodos alternativos. Los niveles de
ceruloplasmina, vitamin D BP, CHI3L1, apolipoproteina AI, apolipoproteina AIV, vitronectina vy
plasminégeno se determinaron en suero mediante ELISA. OEN: controles con otras enfermedades
neurolégicas. CIS—CIS: pacientes con CIS no conversores; CIS—EMCD: pacientes con CIS conversores.
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4.1.3 Asociacion de los niveles de CHI3L1 con el tiempo de conversién

Los niveles de CHI3L1 en LCR se clasificaron en dos grupos (altos y bajos) basandose
en un valor de corte o cut-off calculado como el promedio + 2 DE de los niveles
obtenidos en el grupo de controles con OEN. Este valor fue de 287,9 ng/ml. Diecinueve
pacientes con CIS (22,6%) presentaron valores de CHI3L1 por encima de este cut-off
(grupo con niveles altos). Los 65 pacientes restantes (77,4%) tuvieron niveles de
proteina por debajo de este cut-off (grupo con niveles bajos). El tiempo de conversion
a EMCD en los pacientes con CIS y niveles altos de CHI3L1 fue significativamente
menor comparado con aquellos pacientes con CIS y niveles bajos de proteina
(p=0,003; Figura 11).

Ademas, en un modelo de regresion de Cox univariado, los niveles altos de CHI3L1 en
LCR se asociaron con un mayor riesgo de conversién a EMCD (razon de riesgo: 2,5; IC
95%: 1,3-4,7; p-valor=0,004).

10

4 alto CHI3LY
08

J Variable Niveles altos | Niveles bajos
06 | o = R 4 SR (G >
bajo CHIALY Tiempo medio | 17,6 meses 34,2 meses
0.4 r (IC 95%) (11,6-23,7) (16,9-51,5)

02

’{ Log rank p-valor=0,003

Proporcién de pacientes con EMCD

0 12 24 36 48 60 72 B84 96 108 120 132 144
Tiempo desde el primer brote (meses)

Figura 11. Curvas de supervivencia para el tiempo a EMCD segiin los niveles de CHI3L1. Curvas
de supervivencia de Kaplan-Meier para el tiempo a esclerosis mdltiple clinicamente definida (EMCD) en
funcion de los niveles basales de CHI3L1 en el LCR de los pacientes CIS. Los niveles se estratificaron en
altos y bajos seguin un cut-off de 287,9 ng/ml. En la tabla se observa el tiempo medio de conversién en
meses. IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

4.1.4 Correlacion entre los niveles de CHI3L1 y semaforina 7A y los
parametros clinicos y radiolégicos

Los niveles de CHI3L1 en el LCR correlacionaron con el niUmero de lesiones captantes
de gadolinio asi como con el nimero de lesiones en T2 en la RM basal (Figura 12A).
Dicha asociacién se perdié en las RM realizadas al afo y 5 afos de seguimiento,
posiblemente debido al bajo nimero de pacientes con datos disponibles.
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Respecto a la semaforina 7A, los niveles se encontraron disminuidos en aquellos
pacientes con un mayor nimero de lesiones en T2 (Figura 12B), mientras que no se
observaron diferencias significativas en los niveles de la proteina en LCR en funcién del

numero de lesiones captantes de contraste.

A
Seguimiento RM
RM basal 1 ano 5 afnos
NGD NLT?2 NGD NLT?2 NGD NLT2
(n=44) (n=44) (n=24) (n=25) (n=18) (n=18)
0,32 0,44 -0,23 0,07 0,12 -0,05
CHI3L1
(p) (0,037) (0,003) (0,274) (0,765) (0,636) (0,833)
B RM basal RM 1 aio
p=0,018 T p=0,018
§ 1 —- < 141 I—
© ] ~N I
E 1 —— T I3} | | ]
o) : £ —
(£ - (% .
Z . . —
Z . S
0 lesiones 1-9 lesiones >9 lesiones 0 lesiones 1-9 lesiones >9 lesiones
(15) (6) (15) (16) 3 (14)

Figura 12. Correlaciones entre los niveles de CHI3L1 y semaforina 7A con parametros de RM.
(A) En la taba se muestran las correlaciones entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y los parametros
radioldgicos. N= nimero de pacientes disponibles para el analisis. NGD: nimero de lesiones captantes de
gadolinio. NLT2: nimero de lesiones en T2. r=coeficiente de correlacién de Spearman; p=p-valor. (B) En
las gréficas se indica el nimero de lesiones en T2 a nivel basal y al afio agrupados en tres categorias: 0
lesiones / entre 1 y 9 lesiones / mas de 9 lesiones. Los diagramas de cajas muestran los niveles de
semaforina 7A en las diferentes categorias de carga lesional. Entre paréntesis se indica el nimero de
pacientes disponibles para el andlisis.

Cuando los niveles en LCR de CHI3L1 y semaforina 7A se correlacionaron con el grado
de discapacidad de los pacientes con CIS, se observd una asociacién positiva
significativa entre los niveles de CHI3L1 y el EDSS en los primeros 4 afos de

seguimiento. Dicha correlacion con el EDSS no se observo para la semaforina 7A.

99



RESULTADOS. Objetivo 2

Seguimiento
Expanded Disability Status Scale
Afo 1 Afo 2 Afo 3 Afo4  Afo5
r 0,34 0,40 0,47 0,38 0,29
CHI3L1 (p) (0,025) (0,012) (0,002) (0,022) (0,131)

N 44 39 41 37 29

r -0,02 - -0,203 - -0,279
Sema7A (p) (0,895) - (0,266) - (0,118)

N 35 - 33 - 31

Tabla 16. Correlacion entre los niveles de CHI3L1 y la discapacidad durante el seguimiento. n:
numero de pacientes disponibles para el analisis. r= coeficiente de correlacion de Spearman; p=p-valor.

4.1.5 Correlacion entre los niveles de semaforina 7A y parametros del LCR

Cuando se analizaron las asociaciones entre los niveles de semaforina 7A y parametros
inflamatorios del LCR se observd una Unica correlacion negativa entre los niveles de

semaforina 7A en el LCR y el indice de IgG, pero no con otras variables (Tabla 17).

Correlaciones Células LCR (cél/pl) Proteina LCR (g/L) Indice IgG

r (p) r(p) r(p)
Sema7A -0,14 (0,409) -0,08 (0,680) -0,44 (0,011)

Tabla 17. Correlacion entre los niveles de y semaforina 7A y parametros del LCR. Correlacion
entre los niveles de y de sema7A en el LCR y pardmetros del LCR a nivel basal. R: coeficiente de
correlacion de Spearman; (p)=p-valor.

4.1.6 Validacion de la CHI3L1, semaforina 7A y CNDP1 como
biomarcadores de conversibn a EM en cohortes independientes de

pacientes con CIS

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en la primera validacion, se
determinaron los niveles de ceruloplasmina, vitamin D BP, CHI3L1, apolipoproteina Al,

semaforina 7A y CNDP1 en el LCR de cohortes de pacientes con CIS totalmente
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independientes de la primera cohorte de validacién, asi como de la cohorte de
pacientes con CIS usada en la fase de screening (cohortes 5, 6y 7).

CHI3L1 semaforina 7A
s g p=1,2x10"
= 450 114 | . -_
E p=0,018
I3 i e R
A m ] — T
a4
=
9 ’ [ - Z " L
C | —
T 150 —_ » _
L 1 : 1 )
2
c O-L
OEN CIS—CIS CIS—EMCD OEN CIS—CIS CIS—EMCD
Apolipoproteina AI CNDP1
B0 3
p=3,7x10®
H _ I
T o p=0,187 '
S L
= T = )
A0 |
& =
— | ¢
C B P
U 0 I
% g
< T |
2
C

OEN (CI5—CIS  CIS—EMCD OEN CIS—CIS CIS—EMCD

Figura 13. Validaciéon de la CHI3L1 y semaforina 7A en cohortes independientes. Niveles de
CHI3L1 y semaforina 7A en LCR de pacientes con CIS y controles incluidos en la validacion en cohortes
independientes de pacientes con CIS. Los niveles de CHI3L1 se determinaron mediante ELISA. Los niveles
de semaforina 7A se determinaron mediante SRM. NNI: niveles normalizados de intensidad. OEN:
controles con otras enfermedades neuroldgicas; CIS—CIS: pacientes con CIS no conversores; CIS—EMCD:
paciente con CIS conversores; OEN: controles con otras enfermedades neuroldgicas.

Como se observa en la Figura 13 los niveles de CHI3L1 se encontraron elevados de
forma significativa en los pacientes CIS—EMCD comparado con los pacientes CIS—CIS.
Ademas, se encontraron niveles significativamente disminuidos de sema7A y de CNDP1
en los pacientes del CIS—EMCD respecto a los CIS—CIS, confirmandose los resultados
anteriores. Por el contrario, los niveles aumentados de Apo AI que se habian
encontrado en la validacion inicial entre los pacientes conversores y los no conversores

no se confirmaron en esta segunda cohorte de validacién independiente. Por otro lado,
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tampoco se encontraron diferencias en los niveles de ceruloplasmina y vitamin D BP

entre los pacientes CIS—EMCD y los CIS—CIS, confirmando los resultados obtenidos

en la primera validaciéon (p>0,05). Estos resultados validan la CHI3L1, la sema7A y la

CNDP1 como potenciales biomarcadores asociados a la conversion a EM en pacientes

con CIS. El resumen del proceso de screening y validacion se encuentra ilustrado de

una forma esquematica en la siguiente figura:

Cohorte 1
CIS—CIS (n=30)
Pooles LCR c1s_.eMcD (n=30)

Scraening. ITRAQ

Proteinas candidatas
|

l Validacion inicial de los biomarcadores potenciales |
|

v v v
ELISA ELISA SRM
Cohorte 2 Cohorte 3 Cohorte 4
CIS—CIS (n=36) CIS—CIS (n=27) CIS—CIS (n=18)
CIS—EMCD (n=48) CIS—EMCD (n=29) || CIS—EMCD (n=18)
= Chitinasa 3-like 1 || = ApoAl = Semaforina 7A
= Ceruloplasmina = ApoAlV = CNDP1
= Vitamin D BP * Plasminégenc
l s Vitronectina
|
[ Validacién de los biomarcadores en cohortes independientes ]
I I 1
Cohorte 5 Cohorte 6 Cohorte 7
CIS—CIS (n=26) CIS—CIS (n=27) CIS—CIS (n=25)
CIS—EMCD (n=26) CIS—EMCD (n=47) | | CIS—EMCD (n=24)
» Chitinase 3-like 1 || = ApoAl * Semaforina 7A
l l = CNDP1
v
v’ Validacién X Validacién v SV:"di;ién
CHI3L1 ma
Apol CNDP1

Figura 14. Esquema representativo del proceso de screening y validacion de las proteinas
expresadas de forma diferencial entre los pacientes con CIS conversores y no conversores
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Los resultados de la validacion de proteinas candidatas apuntan a la CHI3L1 como un
potencial biomarcador prondstico asociado al riesgo de conversidn en pacientes con
CIS. Aun asi, la validaciéon de este marcador se habia realizado en cohortes de
pacientes con CIS clasificados segun unos criterios extremos, es decir, con
caracteristicas clinicas claramente diferenciadas entre los dos grupos. A continuacién
se llevd a cabo una validacion de este biomarcador en una cohorte de pacientes mas
extensa y con un amplio espectro de pacientes con CIS. En esta cohorte de pacientes
se estudiaron los niveles de la CHI3L1 en los distintos grupos de pacientes, asi como la
utilidad prondstica de este marcador en los pacientes con CIS. También se analizd la
correlacion de los niveles de CHI3L1 en el LCR y variables tanto clinicas como
radioldgicas y parametros inflamatorios del LCR, asi como el origen de la CHI3L1 del
LCR.

4.2.1 Correlacién de los niveles de CHI3L1 en LCR y la edad

Existen otros estudios en los que se ha descrito una correlaciéon entre los niveles de
CHI3L1 y la edad *”'”°, Del mismo modo, en nuestro estudio encontramos que los
niveles de CHI3L1 en el LCR se encontraron correlacionados de forma muy significativa
con la edad tanto si se consideraban todos los pacientes (pacientes con CIS y
controles) (r=0,3; p=5,2x10¢) como si se consideraban Unicamente los pacientes con
CIS (r=0,3; p=2,1x10") (Figura 15).

Todos los pacientes Pacientes CIS
5000 r=0,3 1200 r=0,3
— -36 _ -17
= 4000 p_512X10 ~ 10007 p—2,1X10
£ £
()] ~
= 2 8001
— 30007 :
2 A oo
g 20001 S A
3 ° g 4001 0
R " g g
.02) 1000 @ - 5
= oy =
01 N 01

0 2'0 40 (i'[) 80 1(‘)0 ﬂ 270 4¥0 6'0
Edad (afos) Edad (afos)

Figura 15. Correlacién entre los niveles de CHI3L1 en LCR y la edad. Asociacién entre los niveles
de CHI3L1 en LCR y la edad para el grupo incluyendo todos los pacientes y para la cohorte de pacientes
con CIS. El grupo de todos los pacientes incluye los pacientes CIS y los controles con otras enfermedades
neuroldgicas inflamatorias y no inflamatorias. El grupo de pacientes CIS incluye conversores y no
conversores a EM. r: coeficiente de correlacion de Spearman.
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Por esta razon, los analisis de comparacién de los niveles de CHI3L1 entre pacientes
con CIS que convierten a EM y los que se mantienen como CIS, asi como entre los

pacientes con CIS y controles con otras enfermedades neuroldgicas se ajustaron por
edad.

4.2.2 Niveles de CHI3L1 en LCR de pacientes con CIS

Inicialmente se compararon los niveles de CHI3L1 en el LCR de toda la cohorte de
pacientes con CIS y los controles con otras enfermedades neuroldgicas. Como se
observa en la Figura 16, los niveles de CHI3L1 se encontraron mas elevados en los
pacientes con CIS que en los controles neuroldgicos no inflamatorios (p=1,8x10"%"). Sin
embargo, los niveles mas altos de CHI3L1 correspondieron al grupo de controles con
otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias, siendo significativamente mas altos
que en los pacientes con CIS (p=3,2x10°) y que en los pacientes con otras
enfermedades neuroldgicas no inflamatorias (p=1,9x10"°). Cuando se estratifico la
cohorte CIS, se observaron niveles de CHI3L1 significativamente mas altos en aquellos
pacientes con CIS que convirtieron a EMCD comparado con los pacientes que
continuaron como CIS (p=8,1x10™%).

Pacientes con CISy Pacientes con CIS conversores
controles Yy ho conversores
=1,9x10™"°

p= p=8,1x10™
— -9
= 1500. p=3,2x10 = agg __
(S — = S
S S
£ £ 300 '
= 1000 = 260
cEJ =1,8x10"%’ % —l—
() p_ ’ (D] 2001 l
e} 500 © —_—
2 3 150! |
= . = — - € 100 J_ —
OENNI CIS OENI CIS—CIS CIS—EMCD
(438) (813) (121) (394) (419)

Figura 16. Niveles de CHI3L1 en los diferentes grupos de pacientes. Los diagramas de cajas
muestran los niveles de CHI3L1 ajustados por edad de los pacientes de la cohorte de pacientes CIS y de
los controles neuroldgicos inflamatorios y no inflamatorios (izquierda) y en los pacientes CIS que
convierten a EMCD y los pacientes que continGan como CIS (derecha). OENNI: controles con otras
enfermedades neuroldgicas no inflamatorias. OENI: controles con otras enfermedades neuroldgicas
inflamatorias. CIS—CIS: pacientes con CIS no conversores; CIS—EMCD: paciente con CIS conversores.
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4.2.3 Estudio de los niveles de CHI3L1 en el LCR como biomarcador

prondstico para la conversién a EM y el desarrollo de discapacidad

En la Figura 17 se observan las curvas ROC de los niveles de CHI3L1 para el tiempo de
conversion a EM segun los criterios de Poser y de McDonald, asi como para el tiempo
en alcanzar un EDSS de 3,0. Los niveles de CHI3L1 en LCR se estratificaron en altos y
bajos en funcién de un valor cut-off de 170ng/ml, que correspondié al valor de CHI3L1
que se asocid con los mejores indices de sensibilidad (S) y especificidad (E) para cada
una de las variables evaluadas. Para este cut-off, la S y E fueron de un 51,8% (S) y
63,7% (E) para el tiempo a EM segun los criterios de Poser; 51,2% (S) y 66,1% (E)
para el tiempo a EM segun los criterios de McDonald; 74,0% (S) y 60,0% (E) para el
tiempo a un EDSS de 3,0.

i Tiempo a EM
Tiempo a EM P Tiempo a EDSS 3,0

(Poser) (McDonald)

4 |.°
08 4
1 § 06
3
| Soa
0,2 1
, - - . 00 . . !

0.0 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 1.0

1 - Especificidad 1 - Espocificidad 1 - Especificidad

Variables Numero de AUC IC 95% p-valor

pacientes

Conversiona EM  419vs394 0,59 0,55-0,63 1,4x10°

(Poser)

Conversiona EM  486vs 327 0,61 0,57-0,65 9,7x10®

(McDonald)

Tiempo a EDSS 96 vs 513 0,70 0,64-0,76 5,1x10"°

3,0

Figura 17. Curvas ROC para el tiempo a EM y tiempo a EDSS 3,0. El nimero de pacientes se
refiere al nimero de pacientes CIS que convirtieron a EM segln los criterios de Poser o McDonald versus
el nimero de pacientes que no convirtieron a EM, y el nimero de pacientes que alcanzaron un EDSS de
3,0 versus el niUmero de pacientes que no lo alcanzaron. AUC: area bajo la curva (del inglés area under
the curve). IC 95%: intervalo de confianza del 95%.
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Un total de 360 pacientes con CIS (44,3%) presentaron valores de proteina por encima
de este cut-off. A continuacion se investigd la asociacion entre los niveles de CHI3L1
en LCR y el tiempo de conversion a EM asi como el tiempo en alcanzar un EDSS de 3,0
en un modelo de regresion de Cox multivariado ajustado por el nimero de criterios de
Barkhof en la RM basal, la presencia de bandas oligoclonales, el tratamiento y la edad
en el momento del CIS. Como se muestra en la Figura 18, los niveles altos de CHI3L1
en LCR constituyeron un factor de riesgo independiente para la conversién a EM segun
los criterios de Poser (hazard ratio — HR=1,69; p=1,1x10) o McDonald (HR=1,61;
p=3,7x10°). Es importante destacar que los niveles de CHI3L1 en LCR fueron el Unico
factor de riesgo independiente asociado con el desarrollo de discapacidad (HR=3,82;
p=5,3x10®).
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Figura 18. Niveles de CHI3L1 como factor de riesgo de conversion a EM y de discapacidad.
Resultados del analisis de regresion de Cox univariado y multivariado para investigar la asociacion entre
los niveles de CHI3L1 en LCR y el tiempo de conversion a EM y el tiempo para alcanzar un EDSS de 3,0.
Para la conversion a EM segun los criterios de Poser y el tiempo a un EDSS de 3,0, el modelo multivariado
de regresién de Cox se ajustd por el niUmero de criterios de Barkhof en la RM basal, la presencia de
bandas oligoclonales, la edad en el momento del CIS y el tratamiento. HR: hazard ratio. 95% IC: 95%
intervalo de confianza. Niveles CHI3L1: niveles de CHI3L1 en el LCR estratificados segun un valor de cut-
off de 170 ng/ml. Criterios Barkhof: nimero de criterios de Barkhof recodificados en 2 categorias: 0, 1, 2
criterios de Barkhof y 3, 4 criterios de Barkhof. BOC: presencia o ausencia de bandas oligoclonales de IgG.
Edad: edad en el momento del CIS. Tratamiento: se refiere a si los pacientes habian recibido tratamiento
entre el momento del CIS y la fecha de conversion para los conversores y durante el periodo de
seguimiento para los no conversores.
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4.2.4 Estudio de la asociaciéon entre los niveles de CHI3L1 y el tiempo de

conversion y desarrollo de discapacidad

Como se observa en la Figura 19, niveles altos de CHI3L1 en LCR se asociaron con un
menor tiempo de conversidn a EM segun los criterios de Poser (Log-Rank p=3,2x10")
o de McDonald (Log-Rank p=5,6x10""). De forma similar, cuando se evalud el tiempo
hasta alcanzar un EDSS de 3,0 los niveles altos de CHI3L1 se asociaron con un
desarrollo de discapacidad mas rapido (Log-Rank p=1,8x10). Los niveles altos de
CHI3L1 en el LCR también se asociaron con un peor pronostico en los pacientes con
CIS clasificados en funcién de la presencia o ausencia de BOC o de alteraciones en la
RM (Figura 20).

4.2.5 Estudio de la asociacién entre los niveles de CHI3L1 en LCR y los

parametros radiolégicos a tiempo basal

Los niveles de CHI3L1 en LCR reflejaron el grado de inflamacidon cerebral y la carga
lesional observada en la RM realizada en el momento del CIS. Como se muestra en la
Figura 21, los niveles de CHI3L1 se encontraron mas elevados de forma significativa en
aquellos pacientes con lesiones captantes de gadolinio comparado con los pacientes sin
lesiones captantes de gadolinio (p=1,4x107), asi como en aquellos pacientes con 9 o
mas lesiones en T2 comparado con los pacientes que presentaron 1-8 lesiones
(p=3,4x10™) y los pacientes sin lesiones en T2 (p=2,5x107).

Es interesante destacar que, en un subgrupo de pacientes con CIS y datos sobre
atrofia cerebral durante el periodo de seguimiento, los niveles de CHI3L1 en LCR
correlacionaron de forma positiva y significativa con el cambio en el BPF tras uno y

cinco afnos de seguimiento (p=0,04 y p=0,002 respectivamente) (Tabla 18).
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Supervivencia acumulada

Supervivencia acumulada

RESULTADOS. Objetivo 3
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Figura20. Curvas Kaplan-Meier en los pacientes con CIS con niveles altos y bajos de CHI3L1
en el LCR basados en el valor de cut-off de 170 ng/ml y estratificados segiin la presencia o
ausencia de bandas oligoclonales y presencia de 0, 1, 2 o 3, 4 criterios de Barkhof en la
resonancia magnética basal. Considerando que el nimero de criterios de Barkhof esta incluido en los
criterios de McDonald para la conversidon a EM, el analisis de Kaplan-Meier no se realizd para el tiempo a
EM basado en los criterios de McDonald. Los graficos muestran los p-valores del Log-Rank. Los nimeros
indican los pacientes en riesgo para los distintos tiempos de seguimiento.
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Figura 21. Correlacion entre los niveles de CHI3L1 y las alteraciones en la resonancia
magnética (RM). Asociacion entre los niveles de CHI3L1 en LCR y las alteraciones en la RM a tiempo
basal. Los diagramas de cajas muestran los niveles de CHI3L1 en el LCR ajustados por edad en los
pacientes con CIS estratificados segin las alteraciones de la RM: ausencia o presencia de lesiones
captantes de gadolinio (Gd) (izquierda), y numero de lesiones en T2 (derecha). Los nimeros entre
paréntesis indican el nimero de individuos disponibles para el analisis.

Correlaciones ajustadas A BPF 1°afio A BPF 59 afio

por edad r (p) r (p)

CHI3L1 0,25 0,38
(0,04) (0,002)

Tabla 18. Atrofia cerebral durante el seguimiento. Asociacion entre los niveles de CHI3L1 en LCR y
desarrollo de atrofia cerebral durante el seguimiento. En la tabla se muestran las correlaciones ajustadas
por edad entre los niveles de CHI3L1 en LCR y el cambio en el BPF tras 1 afio (n=149) y 5 afios (n=65) de
seguimiento. A BPF: cambio en la fraccion de parénquima cerebral entre el tiempo basal y las mediciones
efectuadas tras 1 y 5 afios de seguimiento. r: coeficiente de correlacion parcial. p: p valor.

4.2.6 Origen de la CHI3L1 en LCR

Para evaluar la relacion entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y la disfuncién de la
barrera hematoencefalica, se determind el cociente de albumina (Q-alb) en muestras
de un subgrupo de pacientes. Como se ilustra en la Figura 22, los niveles de CHI3L1 en
LCR no estan influidos por el Q-alb, indicando que la CHI3L1 detectada en el LCR tiene
un origen principalmente en el propio SNC.
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Figura 22. Correlacion entre los niveles de CHI3L1 en LCR y el cociente de albimina. Relacion
entre el cociente de albimina LCR/suero (Q-alb) y los niveles de CHI3L1 en LCR. r: coeficiente de
correlacion parcial. p: p-valor.

Finalmente, se observo que los niveles de CHI3L1 en LCR correlacionaron débilmente
con parametros inflamatorios del LCR como el nimero de células, la concentracion de

proteinas y el indice IgG (Tabla 19).

Correlaciones Células (cels/pl) Proteina (g/L) Indice IgG
ajustadas por edad r (p) r (p) r (p)
CHI3L1 0,11 (0,008) 0,13 (0,002) 0,20 (5,8x10°)

Tabla 19. Correlaciones entre los niveles de CHI3L1 y parametros del LCR. Correlaciones
parciales ajustadas por edad entre los niveles de CHI3L1 en LCR y parametros inflamatorios del LCR en la
cohorte de pacientes con CIS. Cels/pul: células por pl de LCR. r: coeficiente de correlacion. p: p valor.
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Los resultados obtenidos en la validacion de la CHI3L1 indican que podria ser un buen
factor prondstico en los pacientes con CIS. A continuacion se estudiaron los niveles de
CHI3L1 en sangre periférica de pacientes con diferentes formas clinicas de EM, y se
evalud la posible asociacion entre un polimorfismo en el promotor del gen de la CHI3L1
y la EM. Ademas, dada la procedencia local de la CHI3L1 observada en el LCR se
estudié la expresion de la proteina en tejido cerebral humano de pacientes con EM y
controles no neuroldgicos, y en las células del LCR de pacientes con EM y controles con

otras enfermedades neuroldgicas.

4.3.1 Niveles plasmaticos de CHI3L1 en pacientes con EM

Cuando se compararon los niveles plasmaticos de CHI3L1 entre los pacientes con EM y
los controles sanos se observaron niveles significativamente mas elevados en los
pacientes con EM (Figura 23). Cuando los pacientes con EM se estratificaron segun las
diferentes formas clinicas, los niveles plasmaticos de CHI3L1 se encontraron
incrementados de forma significativa en los pacientes con EMPP y EMSP comparado
con los controles sanos, y en los pacientes con EMPP respecto a los pacientes con
EMRR. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en los niveles
plasmaticos de CHI3L1 entre los pacientes con EMRR y los controles sanos.

EMPP
0T ; EMSP
EM | EMRR
204 ;
!
CS :
10+ ]
'
'
0 o :
: l
'
10+ '
Grupo Dif. medias (ng/ml) IC 95% dif. (ng/ml) p-valor
EM 7,465 1,2a13,7 0,019
EMRR 4,183 -4,7 a 13,0 1,000
EMSP 13,375 0,9a 25,9 0,029
EMPP 13,523 3,0a 24,0 0,004

Figura 23. Niveles plasmaticos de CHI3L1 en las formas clinicas de esclerosis miiltiple y
controles sanos. Diferencias de medias ajustadas por edad de los niveles plasmaticos de CHI3L1 e
intervalo de confianza en los pacientes con EM, pacientes con EMRR, EMSP y EMPP respecto al grupo de
controles sanos, tomado como referencia. Dif. medias (ng/ml): diferencia de medias en ng/ml; IC 95% dif.
(ng/ml): intervalo de confianza del 95% de la diferencia en ng/ml; CS: controles sanos; EM: grupo total de
pacientes con esclerosis multiple; EMRR: esclerosis multiple remitente-recurrente (en remision); EMSP:
esclerosis multiple secundariamente progresiva; EMPP: esclerosis multiple primariamente progresiva.
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A continuacion se determino si los niveles plasmaticos de CHI3L1 estaban alterados en
el momento del brote comparando los niveles de CHI3L1 entre pacientes con EMRR
cuyas muestras se extrajeron en el momento del brote y en remision. Tal y como se
observa en la Figura 24, los niveles de CHI3L1 fueron similares entre ambos grupos de
pacientes (p=0,735). También se evalud el posible efecto del tratamiento con IFN-B
sobre los niveles de CHI3L1 comparando los niveles plasmaticos de la proteina entre
pacientes con EM antes de iniciar tratamiento con IFN-B y tras varios meses de
tratamiento. Tal y como muestra la Figura 24, el tratamiento con IFN-B se asocié con

una discreta disminucion en los niveles plasmaticos de CHI3L1 (p=0,045).

CHI3L1 durante el

CHI3L1 durante el brote tratamiento con IFN-B

=]
[=]
=]
<

p=0,73 p=0,045

;
I
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@
<

)
<

N T

o

Niveles plasmaticos CHI3L1 (ng/ml)
3
—
Niveles plasmaticos CHI3L1 (ng/ml)

Remision Brote Basal IFN-B

(n=94) (n=30) (n=32) (n=32)

Figura 24. Efecto del brote y del tratamiento con IFN-B sobre los niveles plasmaticos de
CHI3L1. Comparacion de los niveles plasmaticos de CHI3L1 entre pacientes con EMRR en remision y
pacientes EMRR durante el brote (izquierda), y entre pacientes EMRR antes y después del tratamiento con
IFN-B (derecha). Basal: indica los niveles de CHI3L1 plasmaticos antes de iniciar el tratamiento. IFN-B:
indica los niveles de CHI3L1 determinados en el mismo grupo de pacientes después del tratamiento con
IFN-B. Los diagramas de cajas representan los percentiles 75 y 25 divididos horizontalmente por la
mediana.

También se investigaron correlaciones potenciales entre los niveles plasmaticos de
CHI3L1 y variables clinicas y radioldgicas como el nimero de lesiones en T1, lesiones
en T2, nimero de brotes en los dos afios previos al momento de la obtencidn de la
muestra, EDSS en el momento de la obtencién de la muestra, y duracion de la
enfermedad. En el grupo de pacientes con EM y en el grupo de pacientes con EMRR se
encontrd una tendencia hacia una correlacidon positiva entre los niveles de la proteina
en plasma y el nimero de brotes en los dos afos previos (r=0,24; p=0,024) y con el

EDSS (r=0,19; p=0,011), aunque ninguna de estas asociaciones sobrevivid la
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correccion de Bonferroni por comparaciones multiples (Tabla 20). No se encontraron

correlaciones significativas entre los niveles de proteina y el resto de variables.

_ EM EMRR EMSP EMPP
Caracteristicas
r (p) r (p) r (p) r (p)
] 0,05 0,02 -0,18 0,04
Duracion de la enfermedad
(0,480) (0,838) (0,378) (0,764)
] 0,16 0,24 0,18
Numero de brotes -
(0,081) (0,024) (0,386)
0,19 0,06 0,01 0,10
EDSS
(0,011) (0,581) (0,957) (0,416)
0,04
Lesiones en T1° - - -
(0,773)
0,05
Lesiones en T2° - - -
(0,723)
-0,03
BPF? - - -
(0,824)

Tabla 20. Correlaciones parciales ajustadas por edad entre los niveles plasmaticos de CHI3L1
y parametros clinicos y radioldgicos. Lesiones en T1 y T2: Cargas lesionales en T1 y T2
respectivamente; BPF: Fraccion del parénquima cerebral. ?Datos disponibles Gnicamente para un subgrupo
de pacientes con EMPP.

4.3.2 Estudio de asociacion del polimorfismo rs4950928 con la EM

Dada la relacion entre los niveles plasmaticos de CHI3L1 y la enfermedad se decidid
investigar una posible asociacion entre un SNP localizado en la region promotora del
gen de la CHI3L1 con la EM. Este polimorfismo (rs4950928) se habia asociado
previamente con los niveles séricos de la proteina " 172, La eficiencia del genotipado
fue del 98,1%, y el SNP se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,61).
Como se puede observar en la Tabla 21, el analisis entre grupos mostr6 una asociacion
significativa del alelo Cen los pacientes con EMPP comparado con los pacientes de EM
con inicio de la enfermedad en brotes (pacientes con EMRR y EMSP) y comparado con
los controles sanos. Por otro lado, las frecuencias alélicas fueron equivalentes entre
pacientes con EM y controles sanos, asi como entre los pacientes con inicio de la

enfermedad en brotes y los controles sanos.
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Alelo de Odds IC 95%

Comparacion ) . p-valor
riesgo ratio

EM vs CS C 1,0 1,0-1,1 0,696

Inicio en brotes vs CS G 1,0 0,9-1,1 0,973

EMPP vs CS C 1,4 1,1-1,8 0,018

EMPP vs inicio en brotes C 1,4 1,1-1,8 0,018

Tabla 21. Asociacion del SNP rs4950928 y la EM. EM: esclerosis multiple; CS: control sano; Inicio en
brotes incluye pacientes con EM remitente-recurrente y EM secundariamente progresiva. EMPP: esclerosis
mdltiple primariamente progresiva.

Dada la correlaciéon entre los niveles de CHI3L1 en LCR de pacientes con CIS y el
tiempo de conversidon a EM observada en analisis previos, se decidid investigar una
posible asociacién entre los distintos genotipos y el tiempo de conversion a EM en un
subgrupo de 584 pacientes que desarrollaron EMRR tras el CIS (429 homocigotos CC,
142 heterocigotos CG, 13 homocigotos GG). No se encontraron diferencias en el
tiempo de conversidn entre los distintos genotipos (p>0,05), siendo los tiempos de
conversion [expresados como media (desviacion estandar)] para cada genotipo de: 3,0
afnos (3,8) para el genotipo CG 3,1 afios (4,5) para el genotipo CG, y 1,7 afos (1,9)
para el genotipo GG.

Por otro lado, se estudiaron los niveles plasmaticos de CHI3L1 segun los distintos
genotipos del SNP rs4950928. En la cohorte de pacientes de Barcelona (Cemcat), se
determind el genotipo y los niveles plasmaticos de CHI3L1 en un total de 50 controles
sanos y de 138 pacientes con EM (57 pacientes con EMRR, 11 con EMSP, 50 con EMPP,
y 20 EMRR durante el brote). Cuando se analizé todo el grupo formado por pacientes
con EM y controles sanos, los niveles de CHI3L1 se encontraron elevados de forma
significativa en los homocigotos CC comparado con los heterocigotos CG y los
homocigotos GG, de la misma forma que se habia descrito en otras enfermedades '"*
172

(Figura 25A). Se observaron resultados similares cuando los pacientes con EM se

clasificaron segun la forma de inicio (EM de inicio en brotes y EMPP) (Figura 25B).
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Figura 25. Niveles de CHI3L1 segun el genotipo del SNP rs4950928. Diagramas de cajas
representativos de los niveles plasmaticos de CHI3L1 en los homocigotos CC, heterocigotos CG vy
homocigotos GG para el SNP rs4950928 en todos los individuos (A) y en los pacientes con EM
estratificados segun la forma clinica (B). Inicio en brotes incluye pacientes con esclerosis muiltiple
remitente recurrente y secundariamente progresiva. EMPP: esclerosis multiple primariamente progresiva.

4.3.3 Expresion de CHI3L1 en tejido cerebral

En un primer paso se clasificaron las lesiones de los pacientes con EM. Esto se realizd
mediante las tinciones de HE (para determinar inflamacion) y KB (para determinar

desmielinizacion), lo que permitié clasificar las lesiones de EM en lesiones cronicas
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activas de alta (n=5) o baja (n=10) actividad inflamatoria (ver apartado de material y
métodos para la descripcion de la clasificacion).

Cuando se estudid la expresion de CHI3L1 en tejido del SNC se observd que en las
lesiones con mayor actividad inflamatoria la tincién era mas intensa y estaba localizada
en el margen de las lesiones (cabezas de flecha) y en el area desmielinizada (flechas)
(Figura 26G), mientras que en las lesiones de menor actividad inflamatoria la expresion
fue menos intensa y practicamente restringida al area desmielinizada (Figura 26H). Por
el contrario, no se observd tincion de CHI3L1 en el SNC de los controles no
neuroldgicos (Figura 26I). Mediante inmunohistoquimicas dobles se localizd la
expresion de CHI3L1 en el citoplasma de astrocitos reactivos (células GFAP+; Figura
26]) y macrofagos y microglia de las lesiones con alta actividad inflamatoria (células
CD68+; Figura 26M), mientras que en las lesiones con baja actividad inflamatoria la
expresion de CHI3L1 estaba restringida Unicamente al citoplasma de algunos
macréfagos y microglia (Figura 26N). En ningln caso se observd expresion de la

proteina en linfocitos T (Figura 26P, Q, R).

4.3.4 Estudio de la expresion de CHI3L1 en células del LCR

4.3.4.1 Especificidad del anticuerpo anti-CHI3L 1

Inicialmente se realizaron experimentos de bloqueo con la proteina recombinante para
determinar la especificidad del anticuerpo. Para ello se incubd el anticuerpo con la
proteina recombinante previo al marcaje de las células. Como se puede observar en la
Figura 27, el marcaje disminuyé de forma importante cuando el anticuerpo se bloqued
con la proteina recombinante, indicando que la tincién observada no era debida a la
union inespecifica del anticuerpo. Ademas, se us6 un control de isotipo como control

negativo de la tincién.
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Lesiones cronicas activas

Alta actividad aja activida
inflamatoria inflamatoria Controles

HE

KB

CHI3L1

GFAP

CD68

CD3

Figura 26. Expresion de CHI3L1 en tejido cerebral. Expresion de CHI3L1 en tejido cerebral de
pacientes con EM y controles no neuroldgicos. Tincion con hematoxilina-eosina (A-C) y Kluver Barrera (D-
F). Tincion de CHI3L1 (G-I) y tinciones dobles con GFAP (J-I), CD68 (M-0) y CD3 (P-R).
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4.3.4.2 Expresion de CHI3L1 en células de LCR

Finalmente, se investigo la expresion de CHI3L1 en células de LCR mediante citometria
de flujo. Las células se seleccionaron mediante forward scatter (FSC) y side scatter
(SSC) y por el marcador CD45, para descartar células muertas y debris (ver Figura 34
en el Anexo). La expresion de CHI3L1 se localizd en los monocitos (células CD14+)
tanto de los pacientes con EM como de los controles neuroldgicos no inflamatorios
(Figura 26), siendo mas elevada en los pacientes con EM (p=0,008). Por el contrario,
no se observd expresion de la proteina en los linfocitos T (células CD3+). Es
interesante comentar que la principal fuente de CHI3L1 correspondi® a monocitos
caracterizados por una baja expresion de CD14 (CD14,,), especialmente en el grupo

de pacientes con EM (p=0,008 comparado con controles; Figura 28).
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Figura 27. Especificidad del anticuerpo anti-CHI3L1. Marcaje mediante citometria de flujo del
control de isotipo (A), del anticuerpo anti-CHI3L1 (b) y del anticuerpo anti-CHI3L1 bloqueado previamente
con la proteina humana recombinante (C).
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Figura 28. Expresion de CHI3L1 en las células del LCR. Expresion de CHI3L1 en las células del LCR
de pacientes con EM y controles. Dot plots representativos de la expresion de CHI3L1 en monocitos
(CD14+) vy linfocitos (CD3) de LCR. Graficos representativos del porcentaje de monocitos y células T
expresando CHI3L1 (izquierda). Graficos representativos del porcentaje de monocitos expresando CHI3L1
en funcion de su expresion de CD14: CD14 high (CD14y4,) y CD14 low (CD14,,). EM: esclerosis multiple.
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Dada la implicacion de la CHI3L1 en la EM, parecia interesante estudiar su funcién en
la enfermedad a través del modelo animal, la EAE. Para ello inicialmente se estudio la
expresion génica de la Brp-39 en el SNC durante el desarrollo de la EAE asi como su
efecto en el curso clinico de la enfermedad y a nivel histopatoldgico en ratones KO y
WT para la proteina. Ademas, se estudid la influencia de la Brp-39 en la respuesta
inmune de las células de ratones WT y KO frente a distintos estimulos.

4.4.1 Genotipado de los ratones

Cuando se realizd el genotipado de los ratones, se observaron las bandas
correspondientes a 415 pb para los ratones WT y de 899 pb para los ratones KO para
la Brp-39, o bien ambas bandas en los ratones heterocigotos. A partir de los animales

homocigotos WT y KO se establecieron las colonias respectivas.

1 2 3 4 5
WT KO WT KO WT KO WT KO WT KO

g e
899ph ——> = = = - -
415pb —» == - -

Figura 29. Genotipado de los ratones Brp-39. En la figura se observan las bandas correspondientes
al genotipado de los ratones. Cada muestra se amplifica con las sondas correspondientes a los genes de la
Brp-39 (WT) o al gen de resistencia a la neomicina (KO).

4.4.2 Regulacion de la Brp-39 durante la EAE

Para investigar si la expresion de Brp-39 se induce durante la EAE, determinamos la
expresion de los niveles de ARNm de Brp-39 en los dias 12 y 31 post inmunizacién
(p.i.) en la médula espinal de ratones inmunizados con MOG normalizando la expresidn
respecto a los ratones WT inmunizados con suero fisiologico (SF). Se observd un
incremento de la expresion de Brp-39 en la médula espinal de los animales
inmunizados con MOG comparado con los controles durante la fase inflamatoria de la
enfermedad (dia 12 p.i), mientras que la expresion disminuyd durante la fase crénica
de la enfermedad (dia 31 p.i.). También se determind la expresion de Brp-39 en la
médula de animales KO para la Brp-39 inmunizados con MOG como control (Figura
30).
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4.4.3 Influencia del gen Brp-39 en el curso clinico de la EAE

A continuacion evaluamos si la inmunizacién con MOGss.ss tenia un efecto diferente en
el desarrollo de la EAE en los ratones Brp-39 WT y KO. Cuando se compararon los
scores acumulados no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos
(p=0,54; Figura 31). Cuando se analizaron los experimentos de forma global, tampoco
se encontraron diferencias en el score acumulado (p=0,75) o en el score maximo
(p=0,91) entre grupos. Tampoco se encontraron diferencias en el dia de inicio de la
enfermedad, o en la tasa de mortalidad entre los ratones WT y KO para la Brp-39
(Tabla 22). Cuando los ratones macho y hembra se analizaron por separado, no se
encontraron diferencias significativas en el score acumulado entre ratones WT y KO
(p=0,83 y p=0,93 respectivamente), ni en el porcentaje de mortalidad o dia de inicio
(Tabla 22).

Experimento I Experimento II
- Brp-39 WT (n=10) - Brp-39 WT (n=28)
6 -4 Brp-39 KO (n=14) 6- -+ Brp-39 KO (n=30)
51 5
4 4
o
3 o
Ss
[72)
2- 2
11 1
04 04
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
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Figura 31. Score acumulado y seguimiento clinico de los ratones WT y KO. Score acumulado y
representacion del seguimiento clinico diario comparando los ratones Brp-39 WT y KO de dos
experimentos independientes y global.

Genotipo N Mortalidad  p-valor Dia p-valor
(%) inicio

WT 48 12 (25) 1,0 9,85 0,60

KO 54 13 (24) 9,70

QWT 26 4 (15) 1,0 10,31 0,63

Q KO 29 4 (14) 10,03

3 WT 22 8 (36) 1,0 9,32 0,88

4 KO 25 9 (36) 9,32

Q 55 8 (14) 0,019 10,16 0,10

3 47 17 (36) 9,32

Tabla 22: Resumen de las caracteristicas clinicas de la EAE en los ratones WT y KO. Datos de
mortalidad expresados como nimero de ratones muertos durante el periodo de seguimiento (porcentaje).

4.4.4 Estudio histopatolégico

El estudio histopatoldgico de los ratones WT y KO para la Brp-39 en la fase crénica de
la enfermedad (dia 31 p.i.) mostr6 la presencia de infiltrados inflamatorios formados
por linfocitos y macrdfagos y localizados principalmente en la sustancia blanca de la
médula espinal. Ademas, en el espacio subaracnoideo del cerebro practicamente no se
observaron infiltrados de linfocitos. Unicamente se observé desmielinizacion extensa en
la sustancia blanca de la médula espinal. No se observaron diferencias en cuanto a la

inflamacion o desmielinizacion entre los ratones Brp-39 WT y KO (Figura 32).
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4.4.5 Efecto del gen Brp-39 en la respuesta inmune

Cuando se compararon los indices de proliferacion de los esplenocitos entre los ratones
Brp-39 WT y KO frente a estimulos no antigeno-especificos (PHA y LPS) o antigeno-
especificos (MOG) no se observaron diferencias (Figura 33 A). Ademas, la adicién de
Brp-39 recombinante (rBrp-39) no produjo ningun efecto en la proliferacién de los

esplenocitos ni en las células de los ratones Brp-39 WT ni KO (Figura 33 B, C).

HE KB

45, 2.5+
P .
£ 4,0 ) " £ 204 oo
§ 1,54
é 351

1,04 . snnan

g 3,04 (1] (1 1] 3 0,54

25 ~ ~ 0.0 N ~

Brp-39 WT Brp-39 KO Brp-39 WT Brp-39 KO

Figura 32. Inflamacién y desmielinizacion de la médula espinal durante la EAE en ratones
Brp-39 WT y KO. Las tinciones de HE y KB mostraron niveles similares de inflamacion y desmielinizacion
en los ratones Brp-39 WT y KO. Los graficos representan las puntuaciones de inflamacion y

desmielinizacion en los dos grupos de animales.
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Figura 33. Respuesta inmune frente A PHA, LPS y MB% con o sin BrM9§9 recombinante de
raton (rBrp-39). Los graficos de barras representan el indice de proliferacion de los esplenocitos
obtenidos a dia 12 p.i. de los ratones de los diferentes grupos frente a los distintos estimulos (A). En los
graficos inferiores se observan los indices de estimulacion de los esplenocitos de los ratones Brp-39 WT
(B) y KO (C) frente a los diferentes estimulos con o sin la adicién de Brp-39 recombinante.
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Durante los Ultimos afos se han realizado importantes esfuerzos en la identificacion de
biomarcadores prondsticos en pacientes con CIS, concretados en diferentes
publicaciones cientificas. A pesar de los estudios, en la actualidad no existen
biomarcadores prondsticos fiables que puedan emplearse en la practica clinica para
predecir el curso clinico que presentaran los pacientes con CIS. Con este objetivo
llevamos a cabo la presente tesis doctoral. De los diferentes abordajes posibles, el del
iTRAQ LC-MS/MS fue el que consideramos mas adecuado para identificar

biomarcadores por su precision, sensibilidad rendimiento y automatizacion de la

173 174, 175 El

técnica *’°, aunque también hay que tener en cuenta sus limitaciones
abordaje de protedmica mediante la aplicacion del iTRAQ se ha usado ampliamente
para el descubrimiento de biomarcadores en diferentes enfermedades como el
Alzheimer ¢, la enfermedad de Parkinson '’ y en distintos tipos de cancer /4%, F|
uso de esta técnica permite cuantificar diferencias en la concentracién de proteinas en
distintos estados fisioldgicos o patologicos. En nuestro estudio hemos usado la
metodologia de iTRAQ para identificar proteinas asociadas con la conversién a EM en
pacientes con CIS clasificados segun unos criterios extremos. De forma interesante,
mediante la aplicacion de este abordaje de protedmica a los pooles de muestras de
LCR obtenidas en el momento del CIS, los pacientes que convertian a EMCD se podian
distinguir de aquellos que se mantenian como CIS. Asi pues, en este estudio de
protedmica se identificaron una serie de proteinas diferencialmente expresadas entre
los pacientes con CIS que convertian a EMCD vy los pacientes que continuaban como
CIS, entre las que figuraban: la ceruloplasmina, la vitamin D BP y la Apo Al, que fueron
mas abundantes en los pacientes CIS que convertian a EMCD en las 6 comparaciones
de pooles de LCR; la CHI3L1 estaba también aumentada en 5 de los 6 pooles;, y
finalmente la semaZA y la CNDP1 fueron menos abundantes y el plasmindgeno,
vitronectina, y Apo AIV mas abundantes en 4 de los 6 pooles de muestras comparados.
Todas estas proteinas fueron seleccionadas para una primera validacion en muestras
individuales de LCR usando una técnica analitica alternativa en una cohorte de
pacientes parcialmente independiente. Dada la falta de disponibilidad de kits de ELISA
comerciales para cuantificar la sema7A y la CNDP1, estas dos proteinas se midieron
mediante selected reaction monitoring (SRM), que es una técnica de protedmica
ampliamente usada para la validacidn de biomarcadores '*°. En esta primera validacion
entre un 48% y un 72% de las muestras usadas provinieron de nuevos pacientes con
CIS no incluidos en los pooles de LCR iniciales usados para el estudio de screening.

Aungue la ceruloplasmina, vitamin D BP, plasmindgeno, vitronectina y Apo AIV se
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habian encontrado diferencialmente expresadas en 4 pooles o mas en el estudio de
screening, estas diferencias no se validaron cuando las proteinas se cuantificaron en
muestras individuales de LCR mediante ELISA, y Unicamente se validaron la CHI3L1, la
Apo Al la sema7A y la CNDP1 como biomarcadores asociados a la conversion a EM en
los pacientes con CIS. Finalmente, en una segunda fase de validacion de las proteinas
candidatas en cohortes de pacientes totalmente independientes, Unicamente se
validaron la CHI3L1, la sema’7A y la CNDP1. Es importante remarcar que el iTRAQ es
una herramienta apropiada para el descubrimiento de biomarcadores, pero los
resultados obtenidos mediante esta técnica siempre requieren de una validacion por
técnicas analiticas independientes y mas sensibles para descartar posibles falsos
positivos.

La ceruloplasmina es un antioxidante que se habia identificado previamente en pooles
de LCR de pacientes con EM pero no en muestras de pacientes con otras

181 y existen dos estudios recientes en los que se ha

enfermedades inflamatorias
encontrado por un lado, niveles disminuidos de ceruloplasmina en el LCR de pacientes
con EM respecto a controles con otras enfermedades neuroldgicas '*? y por otro lado
niveles elevados de ceruloplasmina en el suero de pacientes con EM respecto a los

controles 8

3. En nuestro estudio, no se encontraron diferencias en los niveles de
ceruloplasmina entre los pacientes con CIS que convertian a EMCD y los que no
convertian, ni entre los pacientes CIS y los controles con otras enfermedades
neuroldgicas.

En estudios de protedmica previos, la vitamin D BP se encontré disminuida en
pacientes con EM y en pacientes con CIS respecto a individuos con otras enfermedades

neuroldgicas 8% 18% 185

, mientras que en otro estudio los niveles de vitamin D BP se
encontraron elevados en el LCR de pacientes con EMSP respecto a controles con otras
enfermedades neuroldgicas %, En nuestro estudio, los niveles de vitamin D BP en LCR
determinados mediante ELISA fueron similares entre los pacientes CIS que convertian
a EMCD vy los que permanecian como CIS, y también fueron comparables con los
controles con otras enfermedades neuroldgicas, siendo estos resultados parecidos a un
estudio reciente de Smolders y col. en el que no se encontraron diferencias en los
niveles de la proteina entre pacientes con EM y controles, ni entre pacientes con EMRR
durante el brote y en periodo de remisién '¥’. Los resultados obtenidos en nuestro
estudio, ademas, fueron confirmados en una segunda cohorte de pacientes

independientes, reafirmando asi los resultados.
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El plasminégeno es un enzima precursor inactivo, que es activado por los enzimas
uroquinasa, activador tisular del plasmindgeno o el activador endotelial del
plasmindgeno transformandolo en plasmina. El sistema de activacion del plasmindgeno
se ha encontrado alterado en los pacientes con EM 8 ¥ observandose una actividad
10 veces mayor del enzima activador tisular del plasmindgeno en los pacientes con EM
gue en los controles. Por otro lado, en los pacientes con EMSP se han descrito niveles
disminuidos de plasmindgeno en el LCR respecto a los pacientes con EMPP vy los
controles '*°, mientras que en nuestro estudio no se encontraron diferencias entre los
pacientes con CIS que convertian a EMCD y los que permanecian como CIS.

En cuanto a la Apo AIV, son conocidas sus propiedades anti-inflamatorias **°. En un
estudio de protedmica reciente se encontraron niveles disminuidos en el LCR de los
pacientes con EM respecto a los controles 2, mientras que en nuestro estudio no se
observaron diferencias entre los pacientes con CIS conversores y no conversores, del
mismo modo que en otro estudio de protedmica anterior '°.

La falta de reproducibilidad entre los diferentes estudios existentes de biomarcadores
en la EM puede ser debida a los distintos abordajes usados. Por ejemplo, en muchos
de estos estudios Unicamente se incluyen pacientes con EM, y no pacientes con CIS.
Por otro lado, en los estudios en los que si se han incluido pacientes con CIS no se ha
tenido en cuenta aquéllos que iban a convertir a EM y los que iban a permanecer como
CIS, sino que se han considerado como un Unico grupo de pacientes. Ademas, el grupo
de controles usado en los diferentes estudios es muy heterogéneo, lo que puede dar
lugar a resultados muy variables, segun si estos pacientes tienen enfermedades mas o
menos inflamatorias, como se ha observado en nuestro estudio. Asi pues, la existencia
de una gran cantidad de trabajos con resultados contradictorios en los estudios de
biomarcadores se puede deber principalmente a la falta de un protocolo estandar para
la realizacién de éstos, asi como en la seleccion de los grupos de pacientes, la recogida
de muestras y el almacenaje de éstas. Para intentar solucionar este problema, se han
realizado estudios de consenso sobre conceptos generales de biomarcadores, asi como
intentos de establecer unos protocolos estandarizados para la recogida y conservacion
de las muestras para estudios de biomarcadores ** 191> También en este sentido, el
consorcio del BioMS (Biomarkers in Multiple Sclerosis) ha desarrollado un protocolo
detallado de los grupos de estudio, centrandose en el tipo de pacientes usados como
control, y unas guias de clasificacién de éstos pacientes en diferentes grupos *. En
nuestro estudio hemos seguido estas guias para clasificar los controles como controles

neuroldgicos inflamatorios (OENI) y no inflamatorios (OENNI) %,
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En el estudio de screening, en los pacientes con CIS que convirtieron a EMCD la Apo Al
se encontrd sobreexpresada en 6 de los 6 pooles comparados, la CHI3L1 se encontro
sobreexpresada en 5 de 6 comparaciones y la sema7A y la CNDP1 se encontraron
menos expresadas en 4 de los 6 pooles. Estos resultados se validaron mediante
técnicas alternativas en dos cohortes de validacién, la segunda de las cuales era
totalmente independiente tanto de la primera cohorte de validacién como de la cohorte
de pacientes usada para el estudio inicial de screening. Para la primera validacion de
las proteinas seleccionadas del estudio de screening los niveles de CHI3L1 y de Apo Al
se midieron tanto en muestras de LCR como de suero, mientras que la sema7A y la
CNDP1 Unicamente se determinaron en muestras de LCR. El LCR representa mejor los
eventos que ocurren de forma local en el cerebro dada su proximidad al SNC, pero su
obtencion requiere un procedimiento invasivo, mientras que el suero es una muestra
mas facil de obtener, y por esta razdn seria interesante descubrir un biomarcador
cuyos niveles se pudieran detectar de forma diferencial también en el suero.
Desafortunadamente, las diferencias en los niveles de CHI3L1 y de Apo Al entre los
pacientes con CIS Unicamente se observaron en las muestras de LCR, aunque es de
destacar que los niveles de CHI3L1 en el suero se encontraron mas elevados en el
grupo de pacientes con CIS considerado de forma global comparado con los controles
con otras enfermedades neuroldgicas, un hallazgo que aumenta, de algin modo, la
especificidad de las diferencias observadas en los niveles de la proteina en el LCR entre
los pacientes con CIS que convierten a EM y los que permanecen como CIS. En la
segunda cohorte de validacion, Unicamente se confirmaron los resultados observados
para la CHI3L1, la sema7A y la CNDP1, encontrandose niveles incrementados de
CHI3L1 y niveles disminuidos de sema7A y CNDP1 en el LCR del grupo de pacientes
con CIS que convertian a EMCD. Ademas, el hecho de que las dos cohortes de
validacién incluyeran unos criterios de inclusion menos estrictos de conversion a EM
comparado con la cohorte original usada para el estudio de screening (por ejemplo, el
numero de criterios de Barkhof en la RM basal y los tiempos de seguimiento) indican
que tanto los niveles de CHI3L1 como de sema7A y CNDP1 podrian ser aplicados a un
amplio espectro de pacientes CIS con el objetivo de discriminar aquellos que
posteriormente convertiran a EM y aquellos que seguiran como CIS.

La Apo AI es el componente proteico mayoritario del HDL (del inglés high density
lipoprotein), 'y existen estudios que sugieren que podria ejercer efectos
inmunomoduladores mediante la represidn de la produccién de citoquinas pro-

inflamatorias como la IL-1b o el TNFa %, citoquinas implicadas en algunas
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enfermedades inflamatorias y autoinmunes como la EM. En un estudio de protedmica
reciente se observaron niveles disminuidos de Apo Al en pacientes con EM respecto a
los controles con otras enfermedades neuroldgicas '*2, mientras que en otro estudio no
se observaron diferencias significativas entre pacientes con EMRR, pacientes CIS y
controles **’. Como se ha comentado anteriormente, aunque en nuestro estudio la Apo
Al se validd6 como biomarcador asociado a conversion a EM en la primera cohorte de
validacion, estos resultados no se validaron en una segunda cohorte de pacientes
totalmente independiente, lo que parece indicar que esta proteina podria corresponder
a un falso positivo de la técnica de screening.

La semaZA pertenece a una familia de proteinas de membrana y solubles con

198 Los niveles

funciones en la guia axonal y con efectos inmunomoduladores
disminuidos de sema7A observados en los pacientes con CIS que convertian a EMCD
comparado con los que no convertian podrian estar relacionados con su papel como
regulador negativo de la activacion de las células T **°. En este contexto, se ha descrito
que en ratones deficientes en sema7A, el curso clinico de la EAE es mas severo y que
las células T muestran una respuesta proliferativa aumentada frente al antigeno MOG
19 "aunque hay resultados contradictorios al respecto, ya que en otro estudio se ha
descrito una EAE mas leve en los ratones KO para la sema7A %,

Por otro lado, en el estudio de Czopik y colaboradores se observd una mayor
inflamacion y desmielinizacion en el SNC de los ratones KO para la sema7A comparado
con los WT, hallazgo que estd en linea con la correlacion negativa que hemos
encontrado entre los niveles de sema7A en el LCR y la carga lesional en la RM.

Por otro lado, la CNDP1 es una dipeptidasa expresada basicamente en el higado y el
cerebro que pertenece a la familia de metaloproteasas M20 2°. La CNDP1 tiene como
funcion hidrolizar la carnosina, que tiene efectos neuroprotectores conocidos. La
carnosina ejerce su funcién neuroprotectora basicamente mediante su capacidad de
disminuir el estrés oxidativo y la inflamacidn 2°*?*, Se han descrito niveles disminuidos
de CNDP1 en pacientes con EM comparado con controles con otras enfermedades
neuroldgicas '#, asi como una disminucién en la actividad enzimatica en muestras de
suero de pacientes con EM comparado con controles sanos °®°. Los niveles disminuidos
de CNDP1 que hemos observado en el LCR de los pacientes con CIS que convertian a
EMCD comparado con los que no convertian en nuestro estudio, podrian estar
asociados a un incremento en los niveles de carnosina, hecho que se podria interpretar
como un intento de proteger el cerebro frente al estrés oxidativo y la inflamacion en

los pacientes que convierten a EM. De todos modos, el papel de la CNDP1 en estos
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pacientes requiere de estudios adicionales, sobretodo dada la falta de asociacion
observada entre los niveles de CNDP1 en el LCR vy las variables de RM como son el
numero de lesiones que captan contraste y el nimero de lesiones en T2, que
reflejarian el grado de inflamacién en el SNC.

Finalmente, la CHI3L1 fue una de las tres proteinas que se validé como marcador
asociado a conversion tanto en la primera cohorte de validacién como en la segunda
cohorte de pacientes con CIS totalmente independiente. Los niveles de CHI3L1 se
encontraron elevados en el grupo de pacientes con CIS que convertian a EMCD
comparado con los pacientes que se mantenian como CIS. Ademas, los niveles de
CHI3L1 se correlacionaron con un peor prondstico, puesto que niveles elevados
estaban asociados a un menor tiempo de conversion a EM. Finalmente, la CHI3L1 fue
validada en una cohorte mucho mayor de pacientes con CIS procedentes de 15 centros
europeos de EM. En este estudio se encontraron nuevamente niveles de CHI3L1 mas
elevados en el LCR de los pacientes con CIS que posteriormente convertian a EM
respecto a los que se mantenian como CIS.

Cuando se estudid el papel de la CHI3L1 como biomarcador asociado a la conversion a
EM en un modelo de regresidn multivariado, los niveles de CHI3L1 resultaron ser un
factor de riesgo para la conversién a EM independiente de otros factores predictivos de
tanto peso como son las alteraciones en la RM y la presencia de bandas oligoclonales
de IgG 148, 161, 206.

Por otro lado, el largo tiempo de seguimiento de algunos de los pacientes con CIS
incluidos en el estudio nos ha permitido explorar mejor el papel de la CHI3L1 en el
desarrollo de discapacidad mediante el estudio del tiempo hasta alcanzar un EDSS de
3,0. En este sentido, los niveles de CHI3L1 en el LCR resultaron ser un fuerte predictor
de la progresiéon de la discapacidad, y de hecho fueron el Unico factor de riesgo
independiente asociado con el desarrollo de discapacidad en un modelo de regresién
multivariado.

Ademas, mas de un 40% de los pacientes con CIS resultaron tener niveles de CHI3L1
en el LCR por encima de 170 ng/ml, un valor de cut-off con una clara implicacién
prondstica, dado que los pacientes con niveles por encima de ese valor de cut-off
presentaron un tiempo de conversion mas corto y una progresion mas rapida de la
discapacidad. Este valor de cut-off se podria aplicar en la practica para identificar
aquellos pacientes con CIS con un peor pronostico de la enfermedad. El hecho de
hallar niveles elevados de CHI3L1 en el LCR ademas de informacion de otras variables

como la presencia de bandas oligoclonales de IgG y 3-4 criterios de Barkhof en la RM
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basal podrian ayudar al neurdlogo en la toma de decisiones en el momento de iniciar el
tratamiento. Esto es particularmente importante cuando se analiza el tiempo hasta
alcanzar un EDSS de 3,0 dado que hemos observado que los niveles de CHI3L1 en el
LCR superiores a 170 ng/ml confieren, como Unico factor predictivo, un riesgo
aproximadamente 4 veces mayor de desarrollo de discapacidad. Ademas, los niveles
altos de CHI3L1 en el LCR estan asociados con una progresion de la discapacidad mas
temprana (de unos 5 afios antes en alcanzar un EDSS de 3,0 comparado con los que
tienen niveles bajos de proteina) con una sensibilidad por encima del 70%.
Basandonos en esto, los pacientes con CIS que presenten niveles altos de CHI3L1 en el
LCR en el momento basal de la puncidn lumbar se podrian beneficiar de un inicio
temprano del tratamiento, y de un tratamiento mas agresivo, que ayude a retrasar el
desarrollo de la enfermedad, y disminuya el grado de discapacidad a largo plazo.

La asociacion entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y las alteraciones en la RM y los
parametros del LCR en el momento del CIS apuntan hacia una estrecha relacidon entre
los niveles de CHI3L1 y el grado de inflamaciéon en el SNC de los pacientes con CIS.
Esta relacion probablemente explicaria las correlaciones observadas entre los niveles
de CHI3L1 y la atrofia cerebral observada durante el seguimiento; aunque, debido al
nimero relativamente pequefio de pacientes con datos de atrofia cerebral incluidos en
el estudio, los resultados sobre el papel de la CHI3L1 en el desarrollo de atrofia
cerebral tienen que ser confirmados en cohortes mayores de pacientes con CIS y con
tiempos de seguimiento mas largos.

Las asociaciones encontradas entre los niveles de CHI3L1 y la inflamacién en el SNC
podrian llevarnos a especular que los infiltrados inflamatorios en el SNC procedentes
de la periferia podrian ser la mayor fuente de CHI3L1 en el LCR. Pero tanto el cociente
de albimina (Q-alb) determinado en un subgrupo de pacientes como los hallazgos por
inmunohistoquimica estan en contra de esta hipdtesis y sugieren un origen
basicamente local de los niveles de CHI3L1 en el LCR. En primer lugar, el
comportamiento independiente de los niveles de CHI3L1 del Q-alb, que es una medida
establecida de la disfuncidn de la barrera hematoencefalica 2%/, es un indicador claro de
que la CHI3L1 en el LCR procede principalmente de la produccién en el cerebro. Esta
hipdtesis esta respaldada por la observacion de unos niveles de la proteina unas 6
veces mayor en el LCR que en el suero en el estudio inicial *** y de aproximadamente 8
veces superior en un estudio reciente 2%, Como consecuencia de esto, los niveles de
CHI3L1 en el LCR no requieren una correccion por concentracion en la sangre o por el
Q-alb, que si que es necesaria para otras proteinas derivadas de la sangre como por
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ejemplo la IgG *®. En segundo lugar, la expresion de CHI3L1 en las lesiones crénicas
activas con alta actividad inflamatoria de los pacientes con EM se encontro
principalmente en los astrocitos, un hallazgo descrito también en estudios previos en
los que la expresién de CHI3L1 se habia observado principalmente en los astrocitos

| 210

tanto de simios como de humanos con encefalitis lentivira y en pacientes con

| 1%, Aun asi, la contribucién de las células infiltradas en el SNC

infarto cerebra
derivadas de la sangre a los niveles de CHI3L1 encontrados en el LCR no se puede
descartar en base a nuestros hallazgos de expresion de CHI3L1 en los macréfagos y
células gliales en tejido cerebral asi como en los monocitos CD14+ del LCR. De todos
modos, el hecho de que la expresion de la proteina se observara principalmente en los
monocitos del LCR con una expresion baja de CD14 (CD14,,), una poblaciéon celular
que se ha descrito que tiene un potencial migratorio disminuido hacia los tejidos

inflamados debido a la falta del receptor de quimiocinas CCR5 !

sugiere que la
expresion de CHI3L1 por los monocitos CD14,,, no esta relacionada con el infiltrado
inflamatorio de las células de la periferia al SNC sino que estas células estarian jugando

211 Se puede hipotetizar

un papel en el reemplazo de los macréfagos residentes
entonces, que los macrofagos y microglia del cerebro y que los monocitos CD14,,, del
LCR son los responsables de un nivel basal bajo de expresion de CHI3L1 en el SNC, y
que esta expresion puede ser incrementada de forma proporcional al estimulo
inflamatorio producido en el SNC con la contribucion de células adicionales,
principalmente astrocitos. En este caso, los niveles elevados de CHI3L1 estarian
reflejando el grado de activacidn astrocitaria debida a la inflamacién. Este hecho esta
respaldado con el hallazgo de la expresion de CHI3L1 por astrocitos reactivos en
lesiones con alta actividad inflamatoria, y con las correlaciones observadas entre los
niveles de CHI3L1 en el LCR y las alteraciones en la RM y los parametros inflamatorios
del LCR. El hecho de que los niveles elevados de CHI3L1 estén asociados a un peor
prondstico en los pacientes CIS sugiere de forma indirecta un papel perjudicial de la
activacion de los astrocitos en la patogenia de la EM.

La CHI3L1 (también conocida como YKL-40, human cartilage glycoprotein 39 — HC-
gp39, breast regression protein 39 — Brp-39) es un miembro de la familia de las 18-
glicosil-hidrolasas, que es capaz de unir la quitina. De todos modos, mientras que otras
quitinasas de la familia como la quitotriosidasa y la acidic mammalian chitinase
(AMCase) han demostrado actividad quitinolitica > #'® la CHI3L1 es capaz de unir la
quitina pero carece de actividad quitinolitica 2 2'8, La CHI3L1 se expresa en diferentes
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tipos celulares como condrocitos %7, células vasculares del musculo liso **°, neutréfilos
220 macrdfagos *'® y células epiteliales de las vias respiratorias 2.
Los niveles de CHI3L1 se han encontrado elevados en una gran variedad de

enfermedades caracterizadas principalmente por inflamacién crénica como por ejemplo

222, 223 4 [ 225
’

la artritis reumatoide , osteoartritis %**, enfermedad inflamatoria intestina

226 224

., lupus eritematoso sistémico ***, asma **’

, fibrosis hepéatica %,

sarcoidosis
ateroesclerosis **°, diabetes de tipo 2 ?*° y obesidad #*'. Ademds, en muchas ocasiones
los niveles de CHI3L1 se correlacionaban con la actividad y/o la severidad de la
enfermedad 22%2%% 3% 31 | o5 niveles de CHI3L1 también se han encontrado elevados
en una gran diversidad de canceres en los que se incluyen cancer de colon/recto??,
mama 2*3, ovario ***, préstata **, estémago >*®, endometrio *’, pulmén 2*® y cerebro
23 en los que los niveles de CHI3L1 se encontraron asociados a un peor prondstico en
los pacientes con cancer.

En cuanto a los trastornos del SNC, los niveles séricos de CHI3L1 se encontraron
aumentados en pacientes con accidente cerebrovascular y correlacionaron con el grado
de recuperacién funcional *°; los niveles de CHI3L1 en plasma y LCR se han
relacionado con el diagndstico de pacientes en estadios iniciales de la enfermedad de
Alzheimer %8 2% 2%2. an pacientes con EM, se han descrito niveles elevados en el LCR
de pacientes con EMRR 7% 2¥, Teniendo en cuenta todos estos hallazgos, es evidente
que la CHI3L1 no es un marcador especifico de EM, y de hecho en nuestro estudio los
niveles de CHI3L1 mas altos se encontraron en el LCR del grupo de controles con otras
enfermedades neuroldgicas inflamatorias, hallazgo de algin modo predecible,
considerando que una gran proporcion de estos pacientes padecian enfermedades
infecciosas del SNC tales como meningitis y encefalitis, las cuales se han asociado con
niveles extremadamente elevados de CHI3L1 en el LCR 2% 2%,

A pesar de los numerosos estudios que muestran una implicacion de la CHI3L1 en las
diversas enfermedades, su mecanismo de accion permanece sin ser del todo conocido.

Existen algunos estudios que sugieren una funcién de la CHI3L1 como factor de

245-247 248, 249

remodelacién tisular y como promotor de la angiogénesis . De todos
modos, aunque no se conozca su actividad fisioldgica, los estudios mencionados asi
como los hallazgos encontrados en nuestros estudios apuntan hacia un papel de la
CHI3L1 como biomarcador prondstico en una gran variedad de enfermedades.

Ademads, se ha visto que la expresion de CHI3L1 se induce por citoquinas pro-

25

inflamatorias como la IL-1 y el TNFa *°. Este hallazgo puede indicar que, en los

pacientes con CIS, la CHI3L1 es secretada por macréfagos activados en el contexto de
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un fendmeno inflamatorio que esta ocurriendo en el SNC. En nuestro estudio, los
niveles de CHI3L1 en el LCR correlacionaron significativamente con el nimero de
lesiones captantes de gadolinio y con el nimero de lesiones en T2. Ademas, la CHI3L1
se habia propuesto en un estudio previo como auto-antigeno candidato en la artritis
reumatoide, y en este estudio se mostraba que las respuestas inmunes mediadas por
la CHI3L1 en estos pacientes cambiaban hacia un fenotipo pro-inflamatorio dominado
por interferén gamma (IFN-y) %, Si en los pacientes con EM se estuviera produciendo
una respuesta inmune similar, la CHI3L1 podria estar contribuyendo al fenotipo Thl
observado en la respuesta inmune de estos pacientes.

De forma interesante, la actividad enzimatica de otros miembros de la familia de las
quitinasas, la quitotriosidasa, esta incrementada en pacientes con EM respecto a los

controles sanos %% 3

, lo que refuerza el papel importante de las proteinas de la
familia de las quitinasas en la etiopatogenia de la EM.

A raiz de estos resultados decidimos investigar el papel de la CHI3L1 en el curso clinico
de la EM. Para ello se midieron los niveles de proteina en muestras de plasma de una
gran cohorte de pacientes con representacion de las diferentes formas clinicas de la
enfermedad. Debido a que en diversos estudios se habia observado la influencia de la

167-170 " o] andlisis se ajustd por esta variable con el

edad en los niveles de la proteina
objetivo de controlar su efecto. Los pacientes con formas progresivas de la
enfermedad, es decir, los pacientes con EMSP y EMPP, fueron aquéllos en los que se
encontraron los niveles mas elevados de CHI3L1 en el plasma comparado con los
pacientes con EMRR y con los controles sanos, mientras que no se observaron
diferencias en los niveles de la proteina entre estos dos Ultimos grupos. Teniendo en
cuenta que la CHI3L1 estd aumentada en patologias caracterizadas por inflamacién

cronica %2223

el hallazgo de niveles elevados de CHI3L1 en los pacientes con formas
progresivas y menos inflamatorias de la enfermedad fue de alguna forma
sorprendente. Ademas, en un estudio reciente de Correale y Fiol ** los niveles de
CHI3L1 medidos en muestras de LCR se encontraron incrementados en los pacientes
con EMRR respecto a los pacientes con EMSP, aunque estas diferencias entre grupos
se perdian cuando la proteina se determinaba en muestras de suero. En este estudio
de Correale y Fiol, la falta de inclusién de pacientes con EMPP no nos permitid una
comparacion directa de los niveles de CHI3L1 en LCR y suero entre los pacientes con
EMPP vy las otras formas clinicas de la enfermedad. Mientras que las discrepancias
observadas entre los estudios pueden estar reflejando las diferentes muestras

bioldgicas usadas para determinar los niveles de proteina, el hallazgo de niveles
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elevados de CHI3L1 en el plasma de pacientes con formas progresivas de la
enfermedad se ven reforzados por la asociacion alélica observada entre el SNP
rs4950928 y los pacientes con EMPP.

En nuestro estudio, la asociacion genética estaba potenciada por el alelo mayor C
Dado que la EMSP es la evolucion natural de la EMRR, las asociaciones genéticas
potenciales restringidas a la forma clinica EMSP no se pudieron evaluar, y por lo tanto,
las formas EMRR y EMSP se agruparon para analisis de asociacién como EM de inicio
en brotes. A pesar de la inclusién de los pacientes con EMSP dentro del grupo de
pacientes con EM de inicio en brotes, las asociaciones alélicas resultaron
estadisticamente significativas cuando los pacientes EMPP se compararon con los
controles sanos y también con los pacientes con EM de inicio en brotes. Estos hallazgos
genéticos estan en concordancia con los resultados de la determinacion de los niveles
plasmaticos de la CHI3L1, mostrando niveles plasmaticos mas elevados en los
pacientes con EMPP comparado con los pacientes con EMRR y los controles sanos. El
SNP rs4950928 es un polimorfismo funcional localizado en la regién promotora del gen
de la CHI3L1, y se habia correlacionado previamente con los niveles séricos de la
proteina "% 2% 2% Esta asociacion entre el genotipo y el fenotipo también se observd
en nuestro estudio, y la presencia del alelo C estaba claramente asociada con niveles
mas altos de la proteina en el plasma. Como ya se habia reportado anteriormente para
otras enfermedades ’? las diferencias relacionadas con el genotipo mencionadas
anteriormente no se restringieron a la condicién patoldgica y se observaron en los
pacientes con EM independientemente de la forma clinica y en el grupo de controles
sanos.

Los resultados de niveles de CHI3L1 plasmaticos similares entre pacientes con EM en el
momento del brote o durante el periodo de remisidn clinica no sugieren un papel de la
CHI3L1 en la actividad aguda de la enfermedad. Mientras que en el estudio de
protedmica habiamos observado que los niveles de CHI3L1 en el LCR determinados en
el momento del primer brote eran mas elevados en los pacientes que convertian a EM
comparado con los que no convertian, las determinaciones de la proteina en el suero
de los mismos pacientes no mostraron estas diferencias. De forma similar y como ya se
ha comentado antes, en el estudio de Correale y Fiol ** las diferencias observadas
entre los pacientes EMRR y EMSP en los niveles de CHI3L1 estaban restringidas al LCR
y no se detectaron en el suero.

Todos estos resultados sugieren que las variaciones en los niveles de CHI3L1 debidas a

la inflamacién podrian detectarse mejor en el LCR que en muestras de suero o plasma.
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Finalmente, nos propusimos investigar si los niveles de CHI3L1 en el plasma podian ser
modulados por el tratamiento con IFN-B, ya que se ha observado recientemente que
otros tratamientos, como el natalizumab 2% %® o la mitoxantrona 2*® disminuyen los
niveles de la proteina en el LCR, aunque este efecto no se observd en el suero de los
mismos pacientes 2%, Para determinar el efecto del tratamiento con IFN-B, se midieron
los niveles de CHI3L1 en muestras de plasma de un subgrupo de pacientes antes y
después de recibir tratamiento con IFN-B. Aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas, el tratamiento con IFN-B tendia a disminuir los niveles
de la proteina después de un tiempo medio de tratamiento de 8 meses, hallazgo que
sugiere que los efectos beneficiosos del INF-B en la EM podrian estar mediados a
través de cambios en los niveles plasmaticos de CHI3L1. En este contexto, seria
interesante explorar si los niveles de CHI3L1 en el LCR también son modulados por el
tratamiento con IFN-B.

En resumen, estos resultados apuntan hacia un papel de la CHI3L1 plasmatica en el
curso clinico de la EM pero no en la actividad aguda de la enfermedad. En este
aspecto, mientras que el LCR parece ser mas adecuado para capturar cambios en los
niveles de CHI3L1 debidos a la inflamacion, los niveles plasmaticos nos permiten
discriminar mejor entre pacientes con formas progresivas de la enfermedad y pacientes
con EMRR y controles sanos. La asociacion observada entre el polimorfismo funcional
del gen de la CHI3L1 y el grupo de pacientes con EMPP esta en linea con los niveles
plasmaticos mas elevados observados en este grupo de pacientes, y apunta hacia un
papel de la CHI3L1 en este grupo particular de pacientes. De todos modos, aunque se
observaron niveles elevados de CHI3L1 en los pacientes con formas progresivas de la
enfermedad, los niveles de la proteina no se correlacionaron con variables clinicas
como el EDSS o parametros radioldgicos como la fracciéon del parénquima cerebral.
Relacionado con este ultimo punto, el hecho de que la informacidén neuro-radioldgica
Unicamente estaba disponible para el grupo de pacientes con EMPP es una limitacion
importante del trabajo. Aunque son necesarios mas estudios, estos hallazgos sugieren
que los niveles plasmaticos de CHI3L1 podrian ser usados como biomarcador de las
formas progresivas de EM.

Finalmente, quisimos explorar el papel de la CHI3L1 en la EM a través de la EAE, que
es un modelo animal ampliamente utilizado para estudiar la enfermedad, en ratones
KO y WT para Brp-39 (el andlogo murino de la CHI3L1). En estudios previos, ratones
KO para Brp-39 habian mostrado una respuesta inflamatoria diferencial de los ratones
WT. En un modelo de asma inducido por ovoalbimina (OVA), la Brp-39 se inducia en
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las células epiteliales de los pulmones, y los ratones KO para la proteina mostraban
una respuesta inflamatoria menor a la inmunizacién por OVA que los ratones WT ¢,
Por otro lado, en un modelo de lesidn pulmonar aguda inducida por hiperoxia la
expresion de Brp-39 en el pulmdn resultd inhibida. En este estudio, los ratones KO
para Brp-39 mostraron una mayor inflamacion, oxidacion y permeabilidad que los
ratones WT #’. En nuestro estudio observamos que la inmunizacion con MOGss.ss
indujo la expresién de Brp-39 en el SNC de los animales WT durante la fase aguda y
de inflamacion de la EAE, y que esta expresion disminuy6 durante la fase cronica de la
enfermedad hasta alcanzar los niveles de expresion de los ratones control inmunizados
con suero fisioldgico. Si bien hemos observado que en la EAE se induce la expresion de
Brp-39, no se encontraron diferencias en el curso clinico entre los ratones KO y WT
para la proteina. Sin embargo, existe un estudio reciente en el que se indujo EAE en
ratones KO y WT para Brp-39 y se observd que los ratones KO para la Brp-39
presentaron un curso clinico mas agresivo que los ratones WT 2%, Estos resultados no
validan los hallazgos encontrados en el estudio inicial con muestras humanas, ya que
la deplecion de la Brp-39 no parece tener ningun efecto en el curso clinico de la EAE ni
en la respuesta inmune de los ratones KO para la proteina frente a estimulos
especificos como la MOG ni frente a estimulos generales (PHA y LPS). De todos modos,
si que se ha observado un aumento en la expresion génica de la Brp-39 en la fase
aguda de la EAE, que estaria en linea con los resultados observados en el estudio
inicial, lo cual parece indicar que la CHI3L1 (o Brp-39) es un marcador de activacion,
mas que una molécula que esté jugando un papel en el desarrollo de la enfermedad.

De forma global, los resultados obtenidos apuntan hacia un papel de la CHI3L1 como
biomarcador prondstico en la EM. Los niveles elevados de la proteina en LCR podrian
ayudar a identificar aquellos pacientes con CIS que tendran un peor prondstico de la
enfermedad en términos de una conversién mas temprana a EM y un desarrollo mas
rapido de discapacidad. Estos pacientes podrian beneficiarse de un tratamiento mas
temprano y agresivo de su enfermedad. Por otro lado, la determinacion de CHI3L1 en
plasma podria ayudar a identificar pacientes con formas progresivas de la enfermedad.
Con los resultados obtenidos en el modelo animal, no se puede confirmar un papel de
la CHI3L1 en la patogenia de la enfermedad, aunque es importante mencionar que la
no presencia de esta proteina en los ratones KO podria ser perfectamente reemplazada
por otras proteinas de la misma familia con funciones similares. Sin embargo, la

CHI3L1 si parece jugar un papel importante como biomarcador prondstico en los
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pacientes con CIS, reflejando sus niveles en LCR el grado de inflamaciéon que esta
teniendo lugar en el SNC y, mas importante, el grado de activacion astrocitaria, factor
que posiblemente condiciona de una manera mas directa el mal prondstico de estos

pacientes con niveles altos de la proteina.
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CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos podemos concluir que:

1. El abordaje de protedmica mediante iTRAQ acoplado a espectrometria de
masas en muestras de LCR de pacientes con CIS ha permitido la
identificacion de proteinas asociadas con la conversién a EMCD.

2. La CHI3L1, sema7A y CNDP1 se han validado como biomarcadores
asociados con la conversion a EMCD mediante técnicas analiticas
alternativas en cohortes independientes de pacientes con CIS.

3. Los niveles de CHI3L1 en LCR tienen ademas claras implicaciones
prondsticas en los pacientes con CIS, y niveles altos se asocian con un
tiempo mas corto de conversion a EM definida tanto por criterios clinicos
como radioldgicos, y con una progresion mas rapida de la discapacidad
neuroldgica.

4. Un cut-off de 170 ng/ml en los niveles de CHI3L1 en LCR podria utilizarse
en la practica clinica para identificar los pacientes con CIS que presentaran
un mayor riesgo de desarrollo de discapacidad, quienes podrian beneficiarse
de un tratamiento mas temprano de su enfermedad.

5. A diferencia del LCR, los niveles de CHI3L1 en plasma no parecen reflejar el
grado de inflamacion que tiene lugar en le SNC de los pacientes con EM, y
se asocian mas con las formas progresivas de la enfermedad.

6. Estudios en el modelo animal de EM no sugieren un papel inmunoregulador
de la CHI3L1, en cuanto a que la eliminaciéon del gen Brp-39 en ratones no
se asocid6 con cambios en el curso clinico de la EAE, cambios
histopatoldgicos, o alteraciones en las respuestas inmunitarias.

7. Los niveles de CHI3L1 en el LCR de los pacientes con EM tienen un origen
mayoritariamente local en el SNC, y reflejan el grado de activacion de los
astrocitos como consecuencia de la inflamacion. Dicha activacion
astrocitaria es posiblemente la relacionada con un peor prondstico de los
pacientes con CIS que tienen niveles altos de CHI3L1 en LCR.
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COMENTARIOS FINALES

Con los resultados obtenidos en este trabajo se han redactado cinco articulos, tres de
los cuales estan ya publicados en revistas internacionales, uno se encuentra en revision
en revistas cientificas, y otro esta en fase de redaccion.

Los articulos correspondientes son:

- Comabella M, Fernandez M, Martin R, Rivera-Vallvé S, Borras E, Chiva C, Julia E,
Rovira A, Cantd E, Alvarez-Cermefio JC, Villar LM, Tintoré M, Montalban X.
Cerebrospinal fluid chitinase 3-like 1 levels are associated with conversion
to multiple sclerosis. Brain. 2010; 133 (Pt 4):1082-93.

- Canté E, Reverter F, Morcillo-Suarez C, Matesanz F, Fernandez O, Izquierdo G,
Vandenbroeck K, Rodriguez-Antigliedad A, Urcelay E, Arroyo R, Otaegui D, Olascoaga
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Figura 34. Dot plots representativos de la estrategia de gating usada para la determinacion
de la expresion de CHI3L1 en las células del LCR. (A) Region inicial alrededor de las células que
tienen una expresion media-alta de CD45 con un side scatter de bajo a medio (P1). (B) Se realiz6 una
segunda gate en el dot plot de side scatter para excluir restos celulares y las células apoptéticas (P2).
Unicamente las células incluidas en P1 y P2 se consideraron para el andlisis. (C) Gating de las células
CD14ygn, CD14,, y CD3+ en un caso representativo de un paciente con EM. La tincién de CHI3L1 (D) y
del isotipo correspondiente (E) en los tres subtipos celulares muestra que la expresion de CHI3L1 esta

restringida a los monocitos CD14,y,.
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ANEXO. Protocolos

Extraccion de ADN

Protocolo:

Dia 1:
1_

2-

10-

Dia 2:

11-

12-
13-
14-
15-

16-
17-
18-

Centrifugar los tubos de sangre con EDTA a 2000 rpm durante 10 minutos a T
ambiente (18-20°C).

Tras la centrifugacién descartamos el plasma de los tubos y recogemos la parte
superior del sedimento donde estan las células blancas y los eritrocitos y lo
ponemos en un tubo tipo Falcon.

Anadir los mililitros necesarios de RBC lisis buffer hasta 50 ml.

Poner los tubos a agitar en el mobil-tube durante 20 minutos.

Centrifugar 20 minutos a 3250 rpm a Temp. Ambiente.

Decantar el sobrenadante y volver a anadir RBC lisis buffer.

Agitar en el mobil-tube durante 5 minutos.

Centrifugar 20 minutos a 3250 rpm a temperatura ambiente.

Extraer el sobrenadante y anadir 9 ml del Nuclei lisis y1 ml de proteinasa K.

Incubar los tubos 3 horas a 50 °C o toda la noche a 37°C .

Poner 3,5 ml de acetato de amonio 7,5 M en cada muestra y dejar 15 minutos
a 49C para que precipite.

Centrifugar 20 minutos a 3250 rpm a Temp. ambiente.

Recoger la fase superior y a ésta se la anaden 25 ml de etanol y se vortea.
Centrifugar 10 minutos a 3250 rpm.

Decantar el sobrenadante y anadir 10 ml de etanol. Agitar en el mobil-tube
durante 10 minutos.

Centrifugar 10 minutos a 3250 rpm.

Decantar el etanol y secar el tubo Falcon para eliminar el etanol restante.
Anadir 3 ml de tampdn TE (Tris EDTA) e incubar en el bafo durante 3 horas a
50°C o overnight a 37°C hasta la completa disolucion del ADN.

Reactivos:

- NH,CI (Sigma, A-9434)
- NaHCO3 (Sigma, S-5761)
- Na2-EDTA (Sigma, S-5134)
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- NaCl (Prolabo, 27800.360)
- Tris-HCI (Sigma, T-3253)
- SDS (Sigma, L-3771)

NH,CI 2M
0 NHACT woeeeeeeeeeeeee e, 106,98 g
e Agua destilada.........cceuuiiiiiiiinnnnnn. 1000 ml
NaHCO; 25 mM
e NAHCO3 .iiiiiiiiiiirirn e e 1,05¢
e Agua destilada.........ccouvviiiiiiinnnnnnn. 500 ml

NaEDTA 25 mM a pH=8

® NAEDTA. . 93¢

e Agua destilada........cccoeeviiininiinnnnnn. 1000 ml
NacCl 3M

o NaCl.ooiiiiiiiiir e, 87,66 g

e Agua destilada.........ccoeeeiiininiinnnnnn. 500 ml
Tris 0,5M pH=8,2

L 13N [ 39,4¢

e Agua destilada.......cccooevniiiiniiinnnnnne. 500 ml

Ajustar el pH con HCI.

SDS al 20%
@ SDS..oiiiiiii e 10g
e Agua destilada.........ccoeovviiniiiiinnnnnn. 50 ml
RBC lysis buffer: (1L)
o NHCl 2M...oiiiiiiiiiiiieeeee e 72 ml
e  NaHCO3;25 MM.......ooovviiiiviiiiiiinnns 40 ml
e Na,EDTA 25 mM pH =8,2............... 80 ml
e Agua destilada...........cevvrririnnnnnnnnn. 808 ml
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Nucley lysis buffer: (500 ml)

e NaCl3 M., 67 ml

e Tris-HCI 500 mM ph=8.2........cc........ 10 mi

e Na,EDTA 25 mM ph=8.2................. 40 mi

o SDS al 20%...cceeiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 5ml

e Agua destilada.........ccuvvniiiiiiinnnnnn. 378 ml
Proteinasa K

Reconstituirla @ una concentracion de 10mg/ml y alicuotarla. Conservarla a

—200°C hasta su uso.

Solucion de Acetato de amonio:

e Acetato de amonio.........ccceveeeeneee. 578,1¢
e Agua destilada........cccoevvevniiiennnnn. 1000 ml

Extraccién de ARN de tejido

Protocolo:

Extraccion de ARN a partir de tejido congelado (-80°C)

1. Poner el tejido sobre una placa de Petri y descongelar lo suficiente para poder

cortar el tejido en fragmentos mas pequeiios con un bisturi.

ARadir el volumen de TRI reagent necesario (£ 1ml de TRI reagent por 150 mg
de tejido) y homogenar el tejido con la parte trasera de una jeringa.

Traspasar el homogenado a un eppendorf RNAse free y centrifugar a 16.000 g
5 minutos a 4°C.

Recoger el sobrenadante y pasarlo a un nuevo eppendorf. Afadir 200 pl de
cloroformo por cada ml de TRI reagent usado y vortear durante 15 segundos.
Dejar durante 3 minutos a temperatura ambiente y a continuacién centrifugar a
12.000 g durante 15 minutos a 4°C.

Recoger la fase superior (transparente) que es la que contiene el RNA y pasarla
a un nuevo eppendorf.

Afadir 500 pl de 2-propanol por cada ml de TRI reagent usado y vortear.

Dejar 7 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 12.000 g durante 10

minutos a 4°C.
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9. Eliminar el sobrenadante por decantacién y afnadir 1 ml de etanol al 70%
(preparado con agua RNAse free) y vortear.

10. Centrifugar a 12.000 g durante 5 minutos a 4°C.

11. Eliminar el sobrenadante y dejar secar el pellet. Una vez seco resuspender con
10-15 pl de agua RNAse free e incubar en el bafio a 55°C durante 5 minutos.

Reactivos:

TRI reagent (Sigma, 93289)

Cloroformo (Sigma, C2432)

2-propanol (Sigma, 19516)

Etanol absoluto (Panreac, 121086.1211)
Agua RNAse free

Paraformaldehido 4%

Solucion de paraformaldehido madre

Paraformaldehido...................... 404

H,O destilada.............ccccoeennnnnn 500 ml

Calentar la mezcla anterior hasta 60°C en agitacién. Afadir hidréxido de sodio 8 M
(Fluke, 3255) hasta la completa disolucién del paraformaldehido.

PBS 2x

PBS 10X..ciiieiieeeieieeeeeereeeeenns 100 ml
H,O destilada........ccccvvvvnnenn. 400 ml
PBS 10x

KHaoPO4uo o oo 2,722 g
NaHPO....vviiiieeeieeeeee, 11,312 g
NaCl....ooeieeeee e 90g
H,O destilada..................... 1L

Mezclar 500 ml de la solucion madre de paraformaldehido con 500 ml de PBS 2x y

ajustarelpHa 7,2 -74.
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Tincion de Hematoxilina-Eosina

Protocolo:

1- Desparafinar/hidratar:

2- Hematoxilina de Mayer 10 minutos

3- Lavado con agua destilada 1 minuto

4- Diferenciar con etanol 70° + HCl 0,05% 10 segundos
5- Lavado con agua destilada 30 segundos

6- Solucion de trabajo de Eosina 30 segundos

7- Lavado con agua destilada 1minuto

Xilol I 5 min

Xilol IT 5 min
Etanol 100° 5 min
Etanol 96° 5 min
Etanol 700 5 min
Etanol 500 5 min

Agua destilada 5 min

8- Deshidratar:

o Etanol 96° 1 min
o Etanol 96° 5 min
o Etanol 100 5 min
o Etanol 100 5 min
e Xilol I 10 min
e Xilol IT 10 min

Reactivos:

- Xilol (Prolabo, 28973.328)

- Etanol absoluto (Panreac, 121086.1211)
- Hematoxilina de Mayer (Merck 1.09249.2500)

- Floxina B (Merck, 15926)

- Eosina Y (yellowish) (Merck, 1015935.0100)
- Acido acético glacial 100% (Merck, 1.00066.0250)

- DPX (Panreac, 255254.1610)

ANEXO. Protocolos
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Soluciones para la eosina:

Solucion madre de eosina:

o EOSiNa....ccciiiiiii 5¢
e Agua destilada........c.coeevuiiiniinnnnns 250 ml

Solucion madre de floxina:

LI o (o) (] o - 1R 5¢g
e Agua destilada........cccoeevniiiniinnnnns 250 ml

Solucion de trabajo (500ml):

e Solucién madre de eosina............. 56 ml
e Solucion madre de floxina............. 6 ml

o Etanol 96°........ccoevviiiiniiiiniiiiinnnn 436 ml
e Acido acético glacial..........ceeveune.. 2,5 ml

Luxol fast blue — Kliiver Barrera

Protocolo:

1- Desparafinar/hidratar:
e Xilol I 5min
e Xilol IT 5 min
e Etanol 100° 5 min
e Etanol 95° 5 min
2- Solucién de Luxol Fast Blue overnight a 60°
3- Lavado con alcohol de 800 hasta la pérdida del exceso de color
4- Lavado con agua destilada
5- Diferenciar con carbonato de litio, hasta que se diferencien bien la sustancia gris y
la blanca
6- Diferenciar en alcohol de 60°
7- Lavado con agua destilada
8- Solucidn de violeta de cresilo a 37° durante 20 minutos
9- Diferenciar con dos cambios de alcohol de 95°
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10- Deshidratar:
e Etanol 96° 1 min
e [Etanol 96° 5 min
e Etanol 100 5 min
e Etanol 100 5 min
e Xilol T 10 min
e Xilol IT 10 min
11- Montar con D.P.X.

Reactivos:

- Xilol (Prolabo, 28973.328)

- Etanol absoluto (Panreac, 121086.1211)

- Solvent Blue 38 (Sigma, S-3382)

- Acido acético glacial 100% (Merck, 1.00066.0250)
- Violeta de cresilo (Sigma, C-5042)

- Carbonato de litio (Sigma, L-4283)

- DPX (Panreac, 255254.1610)

Soluciones

Luxol fast blue:

e Luxol Fast Blue........cccccecevviieeiciennnee 0,1g
e Etanol 950 ... 100 ml
e Acido Acético glacial 10% .................. 0,5 ml

a) Violeta de cresilo al 0,1%

e Violeta de cresilo .........cccccvevveeennnenn. 0,1g
e Aguadestilada .........cccceiiiiiiieenne 100 ml
o Acido acético glacial al 10%: afiadir 15 gotas antes de su utilizacion (una
vez ya calentado).
Carbonato de litio 0,05% :
e Carbonato de litio .......cccevvieeiininnne 0,05¢g
e Agua destilada...........cccoeeiiieiiieennen. 100 ml
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Tinciones dobles por inmunohistoquimica

Protocolo:

1- Desparafinar/hidratar:
e Xilol I 5min
e Xilol IT 5 min
e Etanol 100° 5 min
e Etanol 100° 5 min
e [Etanol 95° 5 min
e [Etanol 95° 5 min
e PBS5min
2- Lavar con PBS 5 minutos (2x)
3- Desenmascaramiento de antigeno con tampén TE pH=9, en 3 series de 3 minutos
en el microondas a maxima potencia
4- Dejar enfriar durante 1h 30 minutos
5- Lavar con PBS 5 minutos (3x)
6- Bloquear con dual endogenous enzyme block* durante 5 minutos
7- Lavado con PBS 5 minutos
8- Incubacion del anticuerpo primario (YKL-40) durante 10 minutos
9- Lavado con PBS 5 minutos
10- Incubacion con Polymer HPR* durante 10 minutos
11- Lavado con PBS 5 minutos (2x)
12- Revelado con DAB working solutior* durante 3 minutos
13- Lavado con agua destilada 1 minuto
14- Lavado con PBS 5 minutos
15- Incubacion con Double Staining Block* durante 3 minutos
16- Lavado con PBS 5 minutos.
17- Incubacion con el segundo anticuerpo (GFAP, CD68 o CD3) en solucién de bloqueo
durante 10 minutos.
18- Lavado con PBS 5 minutos.
19- Incubacion con Rabbit/Mouse LINK* durante 10 minutos
20- Lavado con PBS 5 minutos (2x)
21- Incubacién con Polymer/AP* durante 10 minutos
22- Lavado con PBS 5 minutos (2x)
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23- Revelar con Permanent Red Working solutior?* durante el tiempo necesario®
24- Lavado con agua destilada 1 minutos

25- Lavado con agua destilada 5 minutos

26- Tincién con Dako REAL Hematoxilina durante 30 segundos

27- Lavado con agua destilada hasta la eliminacion del exceso de hematoxilina
28- Montar los portas con Dako glycerol mounting mediumy conservar a 4°C

* Todos los productos estan subministrados dentro del kit comercial EnVision™G|2
Doublestain System, Rabbit/Mouse (DAB+/Permanent Red; K5361, Dako)
@ GFAP t= 1 minuto y 30 segundos; CD68 t= 5 minutos; CD3 t=3 minutos

Reactivos:

- Xilol (Prolabo, 28973.328)

- Etanol absoluto (Panreac, 121086.1211)

- Trizma Base (Sigma, T8524)

- Acido Etilendiaminotetraacético (EDTA) (Merck, 1.08418.0100)
- Albimina sérica bovina (BSA) (Merck, 1.08418.0100)
- Tween 20 (Sigma, P-1379)

- Fosfato potasico (H,KPO,) (Sigma, P-5655)

- Fosfato sédico dibasico (Na,HPO,) (Sigma, S-S5136)
- Cloruro sodico (NaCl) (Prolabo, 27800.360)

- Dako REAL Haematoxylin (Dako, S2020)

- Glycerol Mounting medium (Dako, C0563)

Tabla de anticuerpos:

Marcador  Casa comercial Referencia Dilucion
CHI3L1 Quidel Corporation, San Diego 4815 1:100
GFAP Dako, Dinamarca Z0334 1:900
CD68 Dako, Dinamarca M0876 1:400
CD3 Dako, Dinamarca A0452 1:100
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PBS 10X
e Fosfato potasico........ccccovevereerenennee. 2,722 g
e Fosfato sodico dibasico.................. 11,312 g
o NaCl......ocooiiiieeee s 90g
e Agua destilada...........ccccovvereiiniennn. 1L

e Trizma base........ccocerveniiiieenenne. 0,6057 g
o EDTA. ..o 0,186 g
e Agua destilada........c..cccoveeieinnenns 500 ml

o BSA... 0,2%
o TWEEN 20. ... e 0,05%
® PBS...oe e volumen necesario
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In most patients with multiple sclerosis, the disease initiates with a first attack or clinically isolated syndrome. At this phase,
magnetic resonance imaging is an important predictor of conversion to multiple sclerosis. With the exception of oligoclonal
bands, the role of other biomarkers in patients with clinically isolated syndrome is controversial. In the present study, we
aimed to identify proteins associated with conversion to multiple sclerosis in patients with clinically isolated syndrome. We
applied a mass spectrometry-based proteomic approach (isobaric labelling) to previously collected pooled cerebrospinal fluid
samples from patients with clinically isolated syndrome, who subsequently converted to clinically definite multiple sclerosis
(n=30) and patients who remained as having clinically isolated syndrome (n=30). Next, three of the most represented
differentially expressed proteins, i.e. ceruloplasmin, vitamin D-binding protein and chitinase 3-like 1 were selected for
validation in individual cerebrospinal fluid samples by enzyme-linked immunosorbent assay. Only chitinase 3-like 1 was
validated and cerebrospinal fluid levels were increased in patients who converted to clinically definite multiple sclerosis
compared with patients who continued as clinically isolated syndrome (P=0.00002) and controls (P=0.012). High cerebrosp-
inal fluid levels of chitinase 3-like 1 significantly correlated with the number of gadolinium enhancing lesions and the
number of T, lesions observed in brain magnetic resonance imaging scans performed at baseline, and were associated
with disability progression during follow-up and shorter time to clinically definite multiple sclerosis (log-rank
P-value =0.003). Cerebrospinal fluid chitinase 3-like 1 levels were also measured in a second validation clinically isolated
syndrome cohort and found to be increased in patients who converted to multiple sclerosis compared with patients who
remained as having clinically isolated syndrome (P=0.018). Our results indicate that patients who will convert to clinically
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definite multiple sclerosis could be distinguished from those patients who will remain as clinically isolated syndrome by
proteomic analysis of cerebrospinal fluid samples. Although protein levels are also increased in other disorders characterized
by chronic inflammation, chitinase 3-like 1 may serve as a prognostic biomarker for conversion to multiple sclerosis and
development of disability which may help to improve the understanding of the aetiopathogenesis in the early stages of

multiple sclerosis.

Keywords: clinically isolated syndrome; multiple sclerosis; proteomics; chitinase 3-like 1; cerebrospinal fluid

Abbreviations: CHI3L1 = chitinase 3-like 1; CIS = clinically isolated syndrome; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay;

iTRAQ = isobaric tag for relative and absolute quantitation

Introduction

In most patients who later develop multiple sclerosis, the disease
usually initiates with an acute or subacute episode of neurological
disturbance known as a clinically isolated syndrome (CIS). At this
stage, MRI is an important tool, both to predict conversion to
clinically definite multiple sclerosis and development of disability
(Brex et al., 2002; Tintoré et al., 2006; Fisniku et al., 2008). In
addition, the presence of oligoclonal bands was found to be a risk
factor for conversion to multiple sclerosis independently of base-
line MRI findings (Tintoré et al., 2008). With the exception of
oligoclonal bands, the role of other biomarkers in CIS patients is
controversial (Berger et al., 2003; Kuhle et al., 2007; Pelayo et al.,
2007). Biomarker discovery in CIS patients at the time of disease
onset may be useful (i) to differentiate CIS patients who will con-
vert to multiple sclerosis from patients in whom CIS is due to a
separate disorder; (ii) to develop prognostic factors for disease
progression and development of disability; and (iii) to understand
the pathogenesis underlying the early stages of the disease better.

Proteomics is well suited for biomarker discovery, and mass
spectrometry-based approaches have been widely applied for pro-
tein identification. Proteomic studies in patients with multiple scle-
rosis are rapidly emerging and have helped to identify proteins
that may be potential disease-specific markers (Hammack et al.,
2003; Dumont et al., 2004; Noben et al., 2005; Irani et al., 2006;
Lehmensiek et al., 2007; Chiasserini et al., 2008; D'Aguanno
et al., 2008; Stoop et al., 2008; Qin et al., 2009; Tumani et al.,
2009). These studies have analysed the proteome profile present
in CSF samples from patients with multiple sclerosis as well as
other inflammatory and non-inflammatory neurological disorders.
Its proximity to inflammatory lesions in the CNS makes CSF ideal
for the identification of biomarkers related to the underlying
disease.

In a first phase of the study, we applied a mass spectrometry-
based approach to identify proteins associated with conversion to
clinically definite multiple sclerosis in pooled CSF samples from
patients with CIS who converted to clinically definite multiple scle-
rosis and patients who remained as CIS during the follow-up
period. In a second phase of the study, selected proteins
were validated by an independent technique in individual CSF
samples. Our data show that the CSF proteome profile is different
between CIS patients who will convert to multiple sclerosis and
CIS patients who will not convert, and propose a candidate marker

associated with conversion to clinically definite multiple sclerosis
in CIS patients.

Materials and methods

Patients

Screening phase

For the screening phase, 60 patients with CIS recruited at the Centre
d'Esclerosi Mltiple de Catalunya from 1995 onwards were selected
based on the following criteria: Group 1—no conversion to clinically
definite multiple sclerosis, 1gG oligoclonal band negative and normal
brain MRI after 5years of follow-up (n=30); and Group 2—conver-
sion to clinically definite multiple sclerosis, presence of oligoclonal
bands and 3 or 4 Barkhof criteria at baseline brain MRI (n=30). The
study was approved by the Ethics Committee of Vall d'Hebron
University Hospital. Clinical and MRI assessments have been previously
described elsewhere (Tintoré et al., 2006). Briefly, brain MRI scans
were performed at baseline and after 1 and 5 years of follow-up on
a 1.0 or 1.5T magnet with a standard head coil. MRI included the
following sequences: transverse proton-density and T,-weighted con-
ventional spin echo, and contrast-enhanced T,-weighted spin-echo.
The number of Barkhof criteria (Barkhof et al., 1997; Tintoré et al.,
2008), number of T, lesions, number of gadolinium enhancing lesions
and number of new T, lesions were scored. Disability was evaluated
according to the Expanded Disability Status Scale score in each visit
and only Expanded Disability Status Scale performed during stability
periods were considered. Clinically definite multiple sclerosis was diag-
nosed when there was a second attack with a new neurological abnor-
mality that was confirmed by examination (Poser et al., 1983). Time of
follow-up was computed as the difference between the date of the
last visit and the date of the CIS event. A summary of demographic
and clinical characteristics of patients with CIS included in the screen-
ing phase is depicted in Table 1.

First validation phase

Totally 84 patients with CIS recruited at the Centre d'Esclerosi Mdltiple
de Catalunya were selected for a first validation phase. Forty-eight
patients fulfilled Group 2 criteria, and 20 patients strictly satisfied
Group 1 criteria. An additional group of 16 patients with less stringent
Group 1 criteria, namely no conversion to clinically definite multiple
sclerosis, negative oligoclonal bands and normal brain MRI after 1 year
follow-up was also included. Clinical and MRI assessments in these
84 patients were comparable to those described in the screening
phase. Additionally, a control group of 20 individuals with other
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Table 1 Clinical information and CSF characteristics of CIS patients included in the screening phase

Characteristics Group 1 No conversion Group 2 Conversion to multiple sclerosis P-values
n 30 30 —
Age (years)? 29.9 (8.9) 27.1 (6.6) 0.371
Female/male (% female) 23/7 (76.7) 23/7 (76.7) 1.0
Follow-up time (years)? 6.0 (3.0) 5.5 (2.0) 0.294
Clinical presentation

Optic neuritis 19 (63.3%) 9 (30.0%) 0.073
Brainstem 4 (13.3%) 8 (26.7%)

Spinal 4 (13.3%) 9 (30.0%)

Others 3 (10.0%) 4 (13.3%)

Time between CIS and CSF extraction® 51.0 (13.5-114.5) 47.0 (24.0-85.0) 0.877
Leukocytes® 2.0 (0-4.0) 2.0 (0-7.0) 0.367
Red cells® 2.0 (0-12.5) 0 (0-23.0) 0.993
Protein concentration (g/l)b 0.310 (0.250-0.430) 0.350 (0.260-0.440) 0.166
Albumin concentration (g/I)° 0.169 (0.135-0.231) 0.186 (0.139-0.244) 0.522
I1gG concentration (g/l)b 0.021 (0.016-0.030) 0.032 (0.023-0.060) 0.020

a Data are expressed as mean (SD).

b Data are expressed as median (interquartile range). P-values were obtained following comparisons between Groups 1 and 2 by means of chi-square test (gender and

clinical presentation) and Mann-Whitney's U-test (remaining variables).

neurological disorders was included in the study. Demographic and
clinical characteristics of CIS patients and controls are shown in
Table 2. Eighteen patients (50.0%) from Group 1 and 25 patients
(52.1%) from Group 2 were also included in the screening phase of
the study (Table 2).

Second validation phase

A second independent cohort comprised of 52 new CIS patients
recruited at the Hospital Ramon y Cajal (Madrid, Spain) was used
for validation of candidate proteins. Group 1 included 26 CIS patients
who remained as CIS during the follow-up, with negative oligoclonal
bands and O (11 patients; 42.3%), 1 (11 patients; 42.3%), or 2
(four patients; 15.4%) Barkhof criteria at baseline brain MRI.
Group 2 included 26 CIS patients who converted to multiple sclerosis
(by the Poser criteria in 24 patients and McDonald criteria in two
patients; McDonald et al., 2001), with positive oligoclonal bands
and 3 or 4 Barkhof criteria at baseline brain MRI. The median
time (interquartile range) between the CIS event and CSF extraction
was 36.5 days (9.5-111.3 days) in patients from Group 1 and
26.0 days (10.0-78.8 days) in patients from Group 2. Sixteen
individuals with inflammatory neurological disorders were used as
controls. Table 2 describes demographic and clinical character-
istics of CIS patients and controls included in the second validation
cohort.

CSF sampling and pooling strategy

CSF samples were collected at baseline by lumbar puncture and cen-
trifuged for 5min at 1500 rpm to remove cells. Samples were subse-
quently used for routine CSF diagnostics that included biochemistry
and determination of 1gG oligoclonal bands by agarose isoelectric
focusing combined with immunoblotting and immunoperoxidase stain-
ing. The remaining volume of the samples was aliquoted and con-
served at —-80°C until used. CSF characteristics of patients included
in Groups 1 and 2 are shown in Table 1.

A CSF pooling strategy was designed in the screening phase to
identify proteins differentially expressed between patients belonging
to Groups 1 and 2. Twelve CSF pools were created, six per group,

each pool containing CSF from five different patients, and each patient
contributing with 300l to a final volume of 1.5ml. Pools between
groups were sex- and age-matched, and patients between pools were
different. An illustration of the pooling design is depicted in
Supplementary Fig. S1.

Proteomic analysis

Supplementary Fig. S2 exemplifies the workflow followed for proteo-
mic analysis, which comprised the following steps.

Sample depletion and preparation

After thawing, CSF samples were first concentrated and then albumin
and 1gG depleted with the ProteoPrep Immunoaffinity Albumin and
1gG Depletion Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) following
the manufacturer's recommendations. Subsequently, samples were
precipitated by adding four volumes of ice-cold acetone overnight,
centrifuged and the protein pellet diluted in water. Finally, protein
concentration was determined using the Bradford's protein quantifica-
tion method (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories GmbH,
Munich, Germany).

Isobaric tag for relative and absolute quantitation
labelling

CSF pools were analysed by isobaric tag for relative and absolute
quantitation (iTRAQ) as follows. Three independent 4-plex experi-
ments were performed, and each experiment contained two pools
from each group. Fifty micrograms of protein were transferred to a
sample tube and dried in a speedvac. After re-dissolving samples in the
Sample Buffer-Plasma following the manufacturer's recommendations
(iTRAQ™ Reagents Application Kit-Plasma  Protocol, ~Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), samples were reduced, alkylated
and enzymatically digested with porcine trypsin (Promega, Madison,
WI, USA) as per the manufacturer's protocol. The resulting peptides
were then labelled with the iTRAQ™ reagents and pooled following
the manufacturer's protocol. Due to the complexity of the peptide
mixture, a strong cation exchange chromatography was carried out.
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Peptides were eluted using salt steps and seven fractions finally
collected using a KCl range from 25mM to 1M.

Nanoflow liquid chromatography and tandem mass
spectrometry analysis

Samples were run on a Q-Star Pulsar i (Applied Biosystems) instrument
fitted with a nano-ESI source, previous nano-liquid chromatography
separation in an Ultimate Il system (LCPackings). Prior to liquid
chromatography-mass spectrometry analysis, tryptic peptide mixtures
were desalted and concentrated on reverse phase-C18 columns (Spec
C18, Varian). The reverse phase chromatography was performed in an
Atlantis dC18 NanoEase Column, 75um x 150 mm (Waters), using a
linear gradient of 5-55% acetonitrile in water 0.1% formic acid over
120min. A data dependent analysis was performed using software
Analyst QS 1.1 (Applied Biosystems).

Other inflammatory
neurological
disorders

47.0 (14.7)
11/5 (68.8)
7 systemic
autoimmune
disorders, 2 PS, 2 THS,
2 bilateral ON, 1 RE,
1 myelitis, 1 recurrent ON
2), vasculitis (n=2), systemic lupus

Group 2
16

Second validation phase

Data processing and selection of differentially expressed
proteins

Protein identification and quantification was performed by the
Paragon™ Algorithm in thorough search mode implemented in the
ProteinPilot™ Software 2.0. Proteins were identified by searching in
the UniProt/Swiss-Prot or NCBInr databases.

For the analysis, six-pool comparisons were performed as
follows: Pool 1 from Group 1 was directly compared with Pool 1
from Group 2, Pool 2 from Group 1 was compared with Pool 2
from Group 2, and so forth. From each pool comparison, differ-
entially expressed proteins between Groups 1 and 2 (P<0.05) were
selected, and the number of pool comparisons in which a selected
protein was differentially expressed was counted. Proteins with
changing directions in their expression, i.e. up-regulated and
down-regulated in different pool comparisons, were not considered
in the analysis.

Conversion to
multiple

sclerosis

4 (15.4%) ON

6 (23.1%) brainstem
10 (38.5%) spinal

6 (23.1%) others

26
19/7 (73.1)

33.6 (8.9)
4.9 (3.0)

Group 1
No conversion
26
36.5 (11.1)
18/8 (69.2)
2.3 (1.5)
8 (30.8%) ON
11 (42.3%) brainstem
4 (15.4%) spinal
3 (11.5%) others

Other
neurological

disorders

Enzyme-linked immunosorbent assay

In the validation phase, baseline levels of selected proteins were deter-
mined in CSF and serum samples using commercially available
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits according to the
manufacturers’ recommendations. CSF samples were collected as
described before, and serum was obtained after centrifugation of the
clotted blood and stored frozen at -80°C until used. Levels of chitinase
3-like 1 (CHI3L1) were measured with the METRA, EIA kit (Quidel
Corporation, San Diego, USA) in undiluted CSF and serum following a
1:2 dilution factor. Levels of ceruloplasmin were measured by quanti-
tative competitive sandwich ELISA (AssayPro, St Charles, USA) in
diluted CSF (1:2) and serum (1:400) samples. Levels of vitamin
D-binding protein were detected using a sandwich ELISA
(Immunodiagnostik AG, Germany) following CSF (1:100) and serum
(1:40000) dilutions. All samples were measured in duplicate. The
intra-assay variability was 8.4% for CHI3L1, 5.3% for vitamin
D-binding protein and 12.2% for ceruloplasmin. The inter-assay vari-
ability was 15.0% for CHI3L1, 20.0% for vitamin D-binding protein
and 22.7% for ceruloplasmin.

5 diplopia, 4 headache,
4 vertigo, 4 papillitis,
1 facial pain, 1 neck pain,
1 | visual acuity

35.3 (10.0)

12/8 (60.0)
Rasmussen'’s encephalitis. Patients with systemic autoimmune disorders included Sjégren’s syndrome (n

Group 2
20

First validation phase

Conversion to

multiple sclerosis

48

25 (52.1%)

26.8 (6.6)

35/13 (72.9)

5.5 (2.3)

15 (31.3%) ON

11 (22.9%) brainstem

15 (31.3%) spinal

7 (14.7%) others
=Tolosa-Hunt syndrome; RE

Group 1
4 (11.1%) brainstem
7 (19.4%) spinal
3 (8.3%) others

No conversion
18 (50.0)

28.7 (9.4)

29/7 (80.6)

22 (61.1%) ON

4.1 (3.1)

36
paraneoplastic syndrome; THS

erythematosus (n=1), neurosarcoidosis (n=1) and Behget's disease (n=1).

Statistical analysis

Statistical analysis was performed by using the Statistical Package for
the Social Sciences 15.0 package (SPSS Inc, Chicago, IL) for
MS-Windows. A Mann-Whitney's test was used to test for significant
differences in CSF and serum levels of selected proteins between
Group 1 and Group 2 CIS patients, and between CIS patients and

screening phase®
Age (years)

(% female)
Follow-up

time (years)
Clinical presentation

optic neuritis; PS

Percentage in

Characteristics
Female/male

n

Table 2 Clinical information of CIS patients and controls included in the validation phase

ON

b As described in the ‘Materials and methods' section, in two patients conversion to multiple sclerosis was defined by the McDonald criteria. Data are expressed as mean (SD) unless otherwise stated.

a Refers to number and percentage of patients that were also part of the screening phase.
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control individuals. Correlations between CHI3L1 levels and radiologi-
cal and clinical variables in CIS patients were assessed by the
Spearman rank correlation coefficient. Development of clinically defi-
nite multiple sclerosis according to baseline CSF levels of CHI3L1 was
assessed by Kaplan—Meier survival analysis with Log Rank test and Cox
proportional hazard regression.

Results

Screening phase: clinical information
and CSF characteristics

A schematic flow chart summarizing the main steps performed in
study design is represented in Fig. 1. At baseline, demographic and
clinical characteristics were comparable between CIS patients who
did not convert to clinically definite multiple sclerosis (Group 1)
and CIS patients who converted to clinically definite multiple scle-
rosis (Group 2) (Table 1). A higher number of CIS patients pre-
senting with optic neuritis was observed in Group 1 compared
with Group 2, although overall differences in clinical presentation
were not statistically significant. As shown in Table 1, the median
time between the CIS event and CSF collection was similar

M. Comabella et al.

between Groups 1 and 2 (51.0 and 47.0 days, respectively).
Comparisons of CSF characteristics between groups only revealed
a statistically significantly higher IgG concentration in Group 2
patients, which is associated with the 1gG oligoclonal bands that
are present in these patients.

Screening phase: proteins associated
with conversion to multiple sclerosis

In order to identify proteins associated with conversion to clinically
definite multiple sclerosis, pooled CSF samples from 30 CIS
patients fulfilling Group 1 criteria and 30 CIS patients satisfying
Group 2 criteria were compared using the iTRAQ proteomic tech-
nique, as described in the ‘Materials and methods' section. Only
4 proteins out of 267 identified (1.5%) showed up-regulation or
down-regulation in different pool comparisons: alpha-1 antitrypsin
precursor, which is a contaminant from the trypsin enzymatic
digestion of proteins, and serum albumin precursor, serotransferrin
precursor and plasma retinol-binding precursor, which all are
common blood contaminants of CSF.

Table 3 displays the 23 proteins that were found to be differ-
entially expressed between Groups 1 and 2 in three or more pool
comparisons. Seventeen proteins (73.9%) were up-regulated and

Screening phase Validation phase
ipooled CSF samples) (individual CSF samples)
Onginal Firsl validation Second valdalion
s cohort OIS cohodd CIS cohord
Froteame
3 7]
H ﬁﬁr ; .. ELSA P ] -~
Cormrsion Cormmerson Canversion .
o MS (=20 i Swleched 10 MS [R=48) to WS {rr=26]
R i 3 47 0% new patrnl e + 100% nn:# Ry
ot ‘ - ey gt nln feel Lk 4 1 peden
FT- 55 yoars List of proteins | ¢ CHI3LY 4 FT 55 yoars " 4 ET 40 yeara :
Fssociated with — VDER CHIALY — CHIALY
Cofpersion o MS| Cp
Mo convarsion : MG COnversion MO COMYRTE nnﬁ"

bos WA {ir=30)
-
=3

< FT. 6.0 yeara

o M5 {m=36) to WS {m=266) )

= T rdw pafaaels
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Andnsonal anahyses
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50.0% miw palwpnls
FT:d 1 peara

Figure 1 Flow chart summarizing the different steps undertaken in the study design. In a first phase of the study (screening phase), a
mass spectrometry-based proteomic approach (iTRAQ) was applied to pooled CSF samples from 30 patients who converted to multiple
sclerosis and 30 patients who remained as CIS (original CIS cohort) in order to identify proteins associated with conversion to multiple

sclerosis. In a second phase of the study (validation phase), three proteins, CHI3L1, vitamin D-binding protein (VDBP) and ceruloplasmin
(CP) were selected for validation in individual CSF samples by means of ELISA. CSF levels for these proteins were measured in a partially
overlapping CIS cohort comprised of 48 patients who converted to multiple sclerosis and 36 patients who continued as CIS (first validation
cohort). Only CHI3L1 was validated and an additional analysis was performed in order to evaluate the association between CSF levels of
CHI3L1 and MRI parameters, Expanded Disability Status Scale and time to multiple sclerosis. Finally, CSF CHI3L1 levels were determined
in a totally independent CIS cohort comprised of 26 patients who converted to multiple sclerosis and 26 patients who remained as CIS
(second validation cohort). CHI3L1 was also validated in this new CIS cohort. The follow-up time (FT) and the percentage of new patients
included in the different CIS cohorts are indicated. MS = multiple sclerosis.
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Table 3 Differentially expressed proteins identified in the screening phase in 3 or more CSF pool comparisons between Group 1 and 2 patients

Protein Accession number Expression® Number of pools®
Ceruloplasmin P00450 up 6
Vitamin D-binding protein P02774 up 6
Apolipoprotein A-I P02647 up 6
Chitinase-3-like protein 1 P36222 up 5
Semaphorin-7 A 075326 down 4
Beta-Ala-His dipeptidase Q96KN2 down 4
Plasminogen P00747 up 4
Vitronectin P04004 up 4
Apolipoprotein A-IV P06727 up 4
Ig alpha-1 chain C region P01876 up 4
Ig kappa chain C region P01834 up 4
Ig mu chain C region P01871 up 4
Ig lambda chain C regions P01842 up 4
Brevican core protein Q96GW7 down 3
Secretogranin |l P13521 down 3
Proactivator polypeptide P07602 down 3
Thy-1 membrane glycoprotein (CD90 antigen) P04216 down 3
Alpha-1-antichymotrypsin P01011 up 3
Serum paraoxonase/arylesterase 1 P27169 up 3
Corticosteroid-binding globulin P08185 up 3
Haptoglobin P00738 up 3
Heparin cofactor 2 P05546 up 3
Alpha-2-antiplasmin P08697 up 3

a Refers to the direction in protein expression: up = up-regulated in Group 2 (conversion to clinically definite multiple sclerosis) versus Group 1 (no conversion to clinically

definite multiple sclerosis); down = down-regulated in Group 2 versus Group 1.

b Refers to the number of pool comparisons in which a protein was found to be differentially expressed in the same direction (up or down).

6 (26.1%) proteins down-regulated in Group 2 compared with
Group 1. These results indicate that patients who converted to
clinically definite multiple sclerosis could be distinguished from
those patients who remained as CIS by proteomic analysis of
CSF samples collected at the time of a CIS event.

First validation phase: CSF CHI3L1
levels are increased in patients who
converted to clinically definite multiple
sclerosis

To rule out the presence of false positive results associated with
the pooling methodology and proteomic technique, three of the
most represented differentially expressed proteins were selected
for validation in individual CSF samples using an independent ana-
lytical method. Ceruloplasmin and vitamin D-binding protein were
selected among the three proteins found differentially expressed in
all the pool comparisons, and CHI3L1 was selected as the unique
protein identified in five-pool comparisons. CSF and serum levels
of selected proteins were determined by ELISA in a first validation
cohort comprised of 36 CIS patients who remained as CIS
(Group 1) and 48 CIS patients who converted to clinically definite
multiple sclerosis (Group 2). CSF and serum levels for these pro-
teins were also determined in 20 individuals with other neurolog-
ical diseases. As shown in Fig. 2, only CHI3L1 was validated. CSF
CHI3L1 levels were significantly higher in CIS patients who con-
verted to clinically definite multiple sclerosis compared with

patients who did not convert (P=2.3 x 107) and controls with
other neurological disorders (P=0.012). This finding was restricted
to CSF samples, as CHI3L1 serum levels were similar between
Groups 1 and 2. However, CHI3L1 serum levels were higher in
CIS patients than in controls (Group 1 versus controls, P=0.048;
Group 2 versus controls, P=0.003). CSF and serum levels of cer-
uloplasmin and vitamin D-binding protein were similar between
patients who converted to clinically definite multiple sclerosis
and patients who did not convert and comparable to the levels
found in controls (P>0.05 for all the comparisons).

These results point to CHI3L1 as the CSF biomarker that more
reliably and best discriminated between patients who converted
to clinically definite multiple sclerosis and those who continued
as CIS.

CSF CHI3L1 levels are associated
with brain MRI abnormalities at
baseline and disability progression
during follow-up

We next investigated whether levels of CHI3L1 in CSF correlated
with brain MRI-derived metrics in patients with CIS at the time of
disease onset. As shown in Table 4, baseline CSF CHI3L1 levels
significantly correlated with the number of gadolinium enhancing
lesions and the number of T, lesions observed in brain MRI scans
performed at baseline.

To determine whether baseline CSF CHI3L1 levels are associated
with  MRI abnormalities and disability progression during
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Figure 2 CSF and serum levels of selected proteins in CIS patients and controls included in the first validation phase of the study. Levels of
ceruloplasmin (ug/ml), vitamin D-binding protein (VDBP; ng/ml) and CHI3L1 (ng/ml) were determined by ELISA in CSF and serum
samples from CIS patients who did not convert to clinically definite multiple sclerosis (Group 1, n=36), CIS patients who converted to
clinically definite multiple sclerosis (Group 2, n=48), and individuals with other neurological disorders (C; Controls, n=20). CSF CHI3L1
levels were significantly higher in Group 2 compared with Group 1 and controls (*P=2.3 x 107 and P=0.012, respectively,
Mann-Whitney U test). Serum CHI3L1 levels were higher in CIS patients compared with controls (Group 1 versus controls, *P=0.048;
Group 2 versus controls, *P=0.003). Boxes represent the 75th and 25th percentiles divided horizontally by the median. Whiskers are
drawn to the nearest value not beyond a standard span (1.5 and 3 x the interquartile range) from the 75th and 25th percentiles. VDBP:
vitamin D binding protein; CHI3L1: chitinase 3-like 1.

Group 1 Group 1

Table 4 Correlations between CHI3L1 CSF levels and clinical and radiological parameters at baseline and during follow-up

Follow-up MRI Follow-up
Baseline MRI 1 year 5 years Expanded Disability Status Scale
NGD NT2L NGD NT2L NGD NT2L 1 year 2 years 3 years 4 years 5 years
(n=44) (n=44) (n=24) (n=25) (n=18) (n=18) (n=44) (n=39) (n=41) (n=37) (n=29)
CHI3L1  0.32 0.44 -0.23 0.07 0.12 -0.05 0.34 0.40 0.47 0.38 0.29
(0.037) (0.003) (0.274) (0.756) (0.636) (0.833) (0.025) (0.012) (0.002) (0.022) (0.131)

Data are expressed as Spearman correlation coefficient (P-value). Number of patients available for each comparison is shown in parenthesis. NGD = number of gadolinium
enhancing lesions; NT2L = number of T, lesions. Statistically significant correlations are shown in bold.

follow-up, analysis was restricted to those patients who will con-
vert to multiple sclerosis (Group 2). As shown in Table 4, signifi-
cant correlations between baseline CSF CHI3L1 levels and brain
MRI findings were lost at 1- and 5-year follow-up, most likely
reflecting the small number of patients from whom MRI data
were available. Of note, baseline CSF CHI3L1 levels were asso-
ciated with disability progression at follow-up, as reflected by the
statistically significant correlations observed between CSF CHI3L1
levels and Expanded Disability Status Scale during Years 1
through 4 (Table 4).

These results indicate that CSF levels of CHI3L1 at the time of a CIS
event are associated with the amount of CNS inflammation and T,

lesion burden, and more interestingly, that CHI3L1 may be used as a
prognostic marker for disability progression in patients who will later
convert to clinically definite multiple sclerosis.

Baseline high CSF levels of CHI3L1

in patients with CIS are associated
with shorter time to clinically definite
multiple sclerosis

In order to evaluate the association between baseline levels of
CHI3L1 in CSF and time to clinically definite multiple sclerosis,
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Figure 3 Kaplan-Meier curves for time to clinically definite
multiple sclerosis according to baseline CSF levels of CHI3L1 in
patients with CIS. Levels of CHI3L1 were categorized into low
and high as described in the ‘Results’ section. CIS patients with
high CHI3L1 levels had a significantly shorter time to clinically
definite multiple sclerosis (CDMS) compared with patients with
low CHI3L1 (log-rank P-value=0.003). Median survival time
(95% Cl) in patients with high and low levels of CHI3L1 in CSF is
17.6 months (11.6-23.7) and 34.2 months (16.9-51.5),
respectively.

patients were classified into two groups (high/low) based on a
cut-off value in the CSF CHI3L1 levels of 287.9mg/ml. This
cut-off value was calculated from the mean CSF CHI3L1 levels
+ 2 SDs obtained in the group of patients with other neurological
disorders. Nineteen (22.6%) CIS patients with CHI3L1 levels in
CSF above the cut-off value comprised the ‘high’ group, and
the remaining 65 (77.4%) patients comprised the ‘low’ group.
Interestingly, the time to clinically definite multiple sclerosis was
significantly shorter in patients with high levels of CHI3L1 in CSF
at baseline compared with patients with low protein levels
(log-rank P=0.003) (Fig. 3). The median survival times (95% con-
fidence interval) between the CIS event and the second relapse in
patients with high and low CSF CHI3L1 levels were 17.6 months
(11.6-23.7) and 34.2 months (16.9-51.5), respectively. When the
CSF CHI3L1 levels were incorporated into a univariate Cox regres-
sion model, the presence of high baseline CHI3L1T levels
were associated with an increased risk of conversion to clinically
definite multiple sclerosis (hazard ratio: 2.5; 95% confidence
interval: 1.3-4.7; P=0.004).

These results indicate that high baseline CSF levels of CHI3L1
may be used as a prognostic marker for conversion to clinically
definite multiple sclerosis.

Determination of CSF CHI3L1 levels in a
second validation cohort of patients
with CIS

Finally, in a second validation phase, CSF levels of CHI3L1 were
also determined by ELISA in a totally independent validation
cohort comprised of 52 new CIS patients classified based on
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Figure 4 CSF levels of CHI3L1 in CIS patients and controls
included in the second validation phase of the study. Levels of
CHI3L1 (ng/ml) were measured by ELISA in CSF samples from a
second independent validation cohort comprised of CIS patients
who did not convert to multiple sclerosis (Group 1, n=26), CIS
patients who converted to multiple sclerosis (Group 2, n=26),
and controls with inflammatory neurological disorders (C;
Controls, n=16). CSF CHI3L1 levels were significantly increased
in Group 2 compared with Group 1 (*P=0.018, Mann-Whitney
U-test).

conversion to multiple sclerosis, as described in the ‘Materials
and methods’ section. Sixteen individuals with inflammatory neu-
rological disorders were also included as a control group. Similar to
the findings observed in the first validation cohort, CSF CHI3L1
levels were found to be significantly increased in CIS patients who
later converted to multiple sclerosis compared with patients who
remained as CIS (P=0.018; Fig. 4). Although CSF levels of CHI3L1
were also higher in patients who converted to multiple sclerosis
compared with controls with other inflammatory neurological dis-
orders, the difference did not reach statistical significance
(P=0.351). These results reinforce the potential of CHI3L1 to dis-
criminate between CIS patients who convert to multiple sclerosis
and patients who remain as CIS.

Given the contradictory results observed between the iTRAQ
and ELISA techniques for proteins that were differentially
expressed in all pool comparisons using the proteomic approach,
CSF levels of vitamin D-binding protein were also measured by
ELISA in the second validation cohort. Mean values of vitamin
D-binding protein were similar between groups (P=0.752 for
comparison between Group 2 and Group 1; P=0.711 for compar-
ison between Group 2 and controls; Mann-Whitney U-test) (data
not shown). These results confirm the lack of association between
CSF vitamin D-binding protein levels and conversion to multiple
sclerosis observed in the first validation cohort, and point to a false
positive result of the iTRAQ technique for this protein.

Discussion

Mass spectrometry has been widely applied in proteomics for pro-
tein identification. Recently, new strategies based on 2D liquid
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chromatography with tandem mass spectrometry have been
developed in order to quantify differences between distinct phys-
iological or pathological stages. The advantages of mass
spectrometry-based protein quantification are precision, sensitivity,
throughput and convenient automation (Boehm et al., 2007).
Stable isotopic-labelling approaches rely on the covalent attach-
ment of stable isotope tags to specific amino acid residues of
proteins or peptides. iTRAQ is one of the chemical-labelling tech-
niques that has received more attention (Zieske, 2006; Wiese
et al., 2007) and the performance and limitations of this technique
have been described elsewhere (DeSouza et al., 2005; Wu et al.,
2006). In this approach, peptides are labelled at the N-terminus
and the lysine side chains. MS/MS fragmentation produces signa-
ture ions (114, 115, 116 and 117 for four states) that are used to
determine relative amounts of each protein in each sample. The
quantization of proteins is based on the ratio observed in tryptic
peptides identified for each protein. Then, in order to quantify one
protein, at least three peptides from this protein should be quan-
tified with good P-values (statistically significant); in consequence,
not all proteins identified can be confidently quantified.

We took advantage of the iTRAQ methodology to identify pro-
teins associated with conversion to multiple sclerosis in CIS
patients classified based on stringent criteria. Interestingly, by
applying this proteomic approach to CSF samples collected at
the time of a CIS event, patients who converted to clinically def-
inite multiple sclerosis could be distinguished from those who
remained as CIS. In this methodology, relative quantitation of pro-
teins in the CSF relies on the assumption that the expression levels
for most proteins do not change in response to disease.

Three of the most represented proteins that were differentially
expressed in the pool comparisons were selected for a first valida-
tion phase in individual CSF samples using a different analytical
approach. To give more strength to the validation process,
approximately 50% of the CSF samples used for validation came
from new CIS patients not included in the initial CSF pools.
Although vitamin D-binding protein and ceruloplasmin were dif-
ferentially expressed in all pool comparisons, differences were not
validated by ELISA. It is important to remark that iTRAQ is an
appropriate tool for biomarker discovery, but results always need
to be validated by more sensitive and independent analytical
approaches. Vitamin D-binding protein is an immunomodulatory
factor that binds vitamin D and monomeric actin (Niino et al.,
2002). In two previous proteomic studies, vitamin D-binding pro-
tein was decreased in patients with multiple sclerosis and CIS
compared with individuals with other neurological disorders
(Lehmensiek et al., 2007; Qin et al., 2009). Ceruloplasmin is an
antioxidant protein that was previously identified in pooled CSF
from multiple sclerosis patients but not in samples from patients
with other inflammatory disorders (Hammack et al., 2003). In our
study, CSF levels of vitamin D-binding protein and ceruloplasmin
determined by ELISA were similar between CIS patients who con-
verted to multiple sclerosis and patients who continued as CIS,
and comparable to individuals with other neurological disorders.
Furthermore, the lack of association between CSF levels of
vitamin D-binding protein and conversion to multiple sclerosis
was also confirmed in a second validation cohort. Differences
in the study design may explain the lack of reproducibility
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between studies. For instance, in previous studies CIS patients
were analysed as a whole without drawing a distinction between
patients who will convert to multiple sclerosis and patients who
will remain as CIS.

In five out of six-pool comparisons, CHI3L1 was overexpressed
in CIS patients who converted to clinically definite multiple sclero-
sis. Interestingly, proteomic results were confirmed by ELISA in
two independent validation cohorts, and CSF CHI3L1 levels were
increased in this group of patients. The fact that both validation
cohorts included less stringent classification criteria of conversion
to multiple sclerosis compared with the original cohort used in the
screening phase, i.e. number of Barkhof criteria at baseline MRI
and follow-up times, indicates that CHI3L1 can be applied to a
broad spectrum of CIS patients to discriminate between patients
who will later convert to multiple sclerosis and patients who will
continue as CIS. CHI3L1, also known as YKL40, is a member of
the glycoside hydrolase 18 chitinase family that binds chitin of
different lengths but lacks chitinase activity (Renkema et al.,
1998). It is mainly secreted by activated macrophages, chondro-
cytes, neutrophils, vascular smooth muscle cells and some tumour
cells. CHI3L1 has been found to be up-regulated in several human
cancers, in which increased serum levels have been associated with
disease severity, poorer prognosis and shorter survival (Jensen
et al., 2003; Johansen et al., 2004; Diefenbach et al., 2007;
Kucur et al., 2008; Mitsuhashi et al., 2009). In addition, increased
serum levels of CHI3L1 have been found in non-neoplastic disor-
ders characterized by chronic inflammation and tissue remodelling,
such as rheumatoid arthritis, osteoarthritis, inflammatory bowel
disease and sarcoidosis; and protein levels again correlated with
disease severity (Vos et al., 2000; Koutroubakis et al., 2003;
Johansen et al., 2005; Erzin et al., 2008). Hence, CHI3L1 was
not expected to be specific for multiple sclerosis and, in fact,
differences of CSF CHI3L1 levels between CIS patients who
converted to multiple sclerosis and individuals with inflammatory
disorders were not statistically significant. In our study, increased
CSF CHI3L1 levels correlated with baseline brain MRI findings that
reflect the degree of brain inflammation and lesion burden,
and with development of disability progression at follow-up.
Interestingly, high baseline CSF protein levels paralleled poorer
prognosis, as they were associated with shorter time to clinically
definite multiple sclerosis.

For the first validation phase, CHI3L1 levels were measured in
both CSF and serum samples. CSF represents better the local
events occurring in the brain but is invasive, whereas serum is
simpler to collect. However, differences in CHI3L1 levels between
CIS patients were only observed in CSF samples. Of note, CHI3L1
serum levels were increased overall in CIS patients compared with
individuals with other neurological disorders, a finding that
increases the specificity of the differences observed in the CSF
protein levels between patients who converted to multiple sclerosis
and patients who continued as CIS. Although its precise physio-
logical role is unclear and the identity of its ligand remains
unknown, our data point to CHI3L1 not only as a reliable protein
associated with conversion to multiple sclerosis but also as an
attractive prognostic marker for the disease. CHI3L1 expression
has been shown to be induced by strongly proinflammatory
cytokines such as interleukin-1p and tumour necrosis factor-«
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(Recklies et al., 2005). This finding may indicate that, in CIS
patients, CHI3L1 is secreted by activated macrophages in the con-
text of the inflammatory environment that is taking place in the
CNS. In our study, CSF levels of CHI3L1 significantly correlated
with the number of gadolinium enhancing lesions and the number
of T, lesions. Furthermore, CHI3L1 is proposed as a candidate
autoantigen in and CHI3L1-mediated
immune responses in these patients are shifted toward an
interferon-gamma-y-dominated proinflammatory phenotype (van
Bilsen et al., 2004). If similar responses are operating in patients
with multiple sclerosis, CHI3L1 might contribute to the Th1 type
immune responses observed in these patients.

Interestingly, enzyme activity of another member of the chiti-
nase family, the chitotriosidase, was increased in patients with
multiple sclerosis compared with controls (Sotgiu et al., 2006;
Comabella et al., 2009), which further reinforces an important
role of the chitinase family in the aetiopathogenesis of multiple
sclerosis.

Although they need to be validated, the remaining proteins
identified in our study represent potential candidates associated
with conversion to multiple sclerosis. Apolipoprotein A-1 was
up-regulated in all pool CSF comparisons. Apolipoprotein A-I has
been shown to block the T cell-dependent contact-mediated acti-
vation of monocytes (Bresnihan et al., 2004), and it was
up-regulated in a previous study in CIS and multiple sclerosis
patients compared with controls (Lehmensiek et al., 2007).
However, given its presence in blood contaminated CSF samples
(You et al., 2005), apolipoprotein A-lI was not considered for val-
idation in the present study.

Of note, among the proteins that were differentially expressed
in four pool CSF comparisons, semaphorin-7 A and beta-Ala-His
dipeptidase were down-regulated in patients who later converted
to clinically definite multiple sclerosis. Semaphorin-7A is a
membrane-anchored member of the semaphorin family that is
involved in immune responses and plays an important role
in axon growth and guidance (Pasterkamp et al., 2003).
Beta-Ala-His dipeptidase, also known as carnosinase, is an
enzyme with diverse biological functions such as intracellular
buffer, metal-chelator (particularly copper), antioxidant and free
radical scavenger. Interestingly, serum carnosinase activity was
decreased in patients with multiple sclerosis compared with control
individuals (Wassif et al., 1994).

The remaining proteins identified in four-pool comparisons were
up-regulated in patients who developed multiple sclerosis.
Plasminogen is a circulating zymogen that is converted to the
active enzyme plasmin, the main function of which is to dissolve
fibrin clots. Interestingly, tissue plasminogen activators have been
implicated in multiple sclerosis pathogenesis (Gveric et al., 2003).
Vitronectin is a plasma and extracellular matrix glycoprotein
involved in pleiotropic functions such as cell adhesion, coagulation
and phagocytosis. Of note, in the animal model of multiple scle-
rosis, experimental autoimmune encephalomyelitis, vitronectin
deposition in brain tissue directly promoted microglial activation
and matrix metallopeptidase-9 expression (Milner et al., 2007).
Apolipoprotein A-IV is a major circulating apolipoprotein with

rheumatoid arthritis,
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physiological functions that are not completely understood. It
was previously identified in CSF from multiple sclerosis patients
but not from controls (Hammack et al., 2003). In a recent study
(Tumani et al., 2009), apolipoprotein A-IV was overexpressed in
CSF samples from CIS patients who remained as CIS compared
with patients who converted to multiple sclerosis. Differences in
the methodology, CSF characteristics and criteria to classify CIS
patients may account for the discrepancies observed between
the two studies.

Finally, the overexpressed IgG heavy and light chains are most
likely associated with intrathecal immunoglobulin synthesis (Fischer
et al., 2004), and related to one of the classification criteria
applied to patients who converted to multiple sclerosis (presence
of 1gG oligoclonal bands).

In summary, the iTRAQ proteomic approach carried out in the
present study facilitated identification of CSF proteins associated
with conversion to clinically definite multiple sclerosis that may
help to understand the aetiopathogenesis of early stages of multi-
ple sclerosis better. In particular, CHI3L1 is proposed as an attrac-
tive and strong prognostic biomarker for disease conversion and
development of disability in a patient with CIS.
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Abstract

Background: Chitinase 3-like | (CHI3LI) is upregulated in a wide variety of inflammatory conditions. Recent studies
have pointed to a role of CHI3LI in multiple sclerosis (MS) pathogenesis.

Objective: The objective of this study was to investigate the role of plasma CHI3LI in MS clinical course and disease
activity and to evaluate the effect of interferon-beta (IFNf) treatment on protein levels.

Methods: Plasma CHI3LI levels were determined by ELISA in 57 healthy controls (HC), 220 untreated MS patients [66
primary progressive MS patients (PPMS), 30 secondary progressive MS patients (SPMS), and 124 relapsing—remitting MS
patients (RRMS), 94 during clinical remission and 30 during relapse], and 32 MS patients receiving IFNf} treatment. A
polymorphism of the CHI3LI gene, rs4950928, was genotyped in 3274 MS patients and 3483 HC.

Results: Plasma CHI3LI levels were significantly increased in patients with progressive forms of MS compared with
RRMS patients and HC. CHI3LI levels were similar between RRMS patients in relapse and remission. A trend towards
decreased CHI3LI levels was observed in IFN[-treated patients. Allele C of rs4950928 was significantly associated with
PPMS patients and with higher plasma CHI3LI levels.

Conclusions: These findings point to a role of CHI3LI in patients with progressive forms of MS, particularly in those

with PPMS.
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Introduction

The 18 glycosyl hydrolase family of chitinases is a gene
family that codes for chitinases and chitinase-like proteins
and include the acidic mammalian chitinase AMCase and
chitotriosidase, which possess enzymatic activity, and chi-
tinase 3-like 1 (CHI3L1), YKL-39, oviductin and stabilin-
l-interacting chitinase-like protein, which lack enzymatic
activity.!

CHI3L1, also known as YKL-40, is produced by a broad
spectrum of cells including macrophages, neutrophils,
chondrocytes, synovial cells, osteoblasts and vascular
smooth muscle cells,>* but its physiological role remains
unclear and the identity of its ligand is not known yet.
CHI3LI is a normal component of human serum that is
upregulated in several human cancers and non-neoplastic
disorders characterized by chronic inflammation such as
rheumatoid arthritis and sarcoidosis, where serum CHI3L1
levels have been found to influence prognosis and disease
severity.>8 CHI3L1 has also been implicated in the patho-
genesis of multiple sclerosis (MS). In a previous study by
our group,’ cerebrospinal fluid (CSF) CHI3L1 levels were
found to be associated with conversion to MS in patients
presenting with a clinically isolated syndrome (CIS). In
these patients, increased CSF levels of CHI3L1 correlated
with shorter time to clinically definite MS and higher
degree of brain inflammation and lesion burden measured
by MRI.? In a more recent study,'® CSF CHI3L1 levels
were reported to be higher in patients with relapsing—remit-
ting MS (RRMS) compared with patients with secondary
progressive MS (SPMS) and controls, suggesting that
CHI3LI levels may differ between MS clinical forms.

Based on these findings, we aimed to expand our knowl-
edge of the role of CHI3L1 in MS pathogenesis by measur-
ing plasma CHI3L1 levels in a large cohort of MS patients
with representation of several clinical forms and activity
phases of the disease, and also including patients receiving
treatment with interferon-beta (IFNP).

Materials and methods
Patients

Fifty-seven healthy controls and 220 patients with clini-
cally definite MS who had not received treatment with cor-
ticosteroids in the 3 months before blood drawing were
included in the study. The study was approved by the Ethics
Committee of Vall d"Hebron University Hospital and sub-
jects involved in the study gave written informed consent.

Plasma CHI3LI levels and MS clinical
course

In order to evaluate plasma levels of CHI3L1 in patients
with different clinical phases of MS, disease course of
individual patients was labelled as RRMS (n = 94), SPMS

(n=30), or primary progressive (PPMS; n = 66) according
to the Lublin and Reingold classification.!! None of these
patients received previous treatment with IFNf or immuno-
suppressive therapies.

CHI3LI levels in plasma during clinical
exacerbations

To investigate whether plasma CHI3L1 levels are modi-
fied during acute relapses, plasma CHI3L1 levels were
measured in patients whose blood was collected during
clinical remission (n = 94) and at the time of a clinical
exacerbation (n = 30), defined by the appearance of new
neurological symptoms or worsening of pre-existing neu-
rological symptoms attributable to MS which persisted for
over 24 hours.

Table 1 summarizes the main demographic and baseline
clinical characteristics of MS patients and healthy controls
included in the study.

Effect of treatment with IFNJ in plasma
levels of CHI3LI

Plasma CHI3L1 levels were measured in 32 RRMS patients
that had been treated with IFN for a median time of 8.7
months (range: 5-10 months). Nineteen patients were
treated with subcutaneous IFN-1b, 7 patients with intra-
muscular IFNf-la, and 6 patients with subcutaneous
IFNB-1a.

Plasma CHI3LI levels and clinical and
radiological variables

Levels of plasma CHI3L1 were correlated with clinical
variables including disease duration, number of relapses in
the previous two years, and the Expanded Disability Status
Scale (EDSS) at the time of blood sampling. In a subgroup
of PPMS patients (N = 50), CHI3L1 levels were also cor-
related with radiological variables such as T2-weighted
lesion load (T2LL), T1-weighted lesion load (T1LL), and
brain parenchymal fraction (BPF).

Determination of CHI3LI levels in plasma

Peripheral blood was collected by standard venipuncture
into vacuum tubes with EDTA and plasma was subse-
quently isolated by centrifugation and stored frozen at
—80°C until used. Plasma CHI3L1 levels were determined
using a commercially available enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) kit (METRA YKL-40 ELISA kit,
Quidel Corporation, San Diego, CA, USA) according to the
manufacturers’ recommendations. Undiluted plasma sam-
ples were measured in duplicate and the intra-assay and
inter-assay coefficients of variation were 2.1% and 11.9%,
respectively.



Canto et al.

985

Table I. Summary of demographic and clinical characteristics of MS patients and HC included in the study.

Characteristics RRMS SPMS PPMS HC

in remission in relapse | FN-treated
n 94 30 32 30 66 57
Female/male (% women) 66/28 (70.2) 21/9 (30.0) 22/10 (68.7) 20/10 (66.7) 32/34 (48.5)  40/17 (70.2)
Age (years)? 37.0 (9.1) 31.4(8.8) 30.7 (7.4) 49.2 (10.4) 49.2 (9.4) 37.1 (11.5)
Duration of disease (years)? 6.2 (5.8) 5.4 (4.8) 6.4 (6.6) 14.6 (9.4) 11.3(7.3) -
EDSSP 2.0 (1.5-2.5) 3.0 (2.5-3.5) 2.0 (1.5-3.0) 4.5 (4.0-6.0) 6.0 (4.5-6.5) -
Number of relapses in the 2 2.0 (1.2) 1.8 (1.9) 24 (1.2) 0.5 (0.7) - -

previous years?

2Data are expressed as mean (SD).
bData are expressed as median (interquartile range).

EDSS, Expanded Disability Status Scale; RRMS, relapsing—remitting multiple sclerosis; SPMS, secondary progressive multiple sclerosis; PPMS, primary
progressive multiple sclerosis; IFN, interferon; HC, healthy controls; MS, multiple sclerosis.

CHI3LI genotyping

Genomic DNA was extracted from whole blood using
standard methods and rs4950928 was genotyped in a
Spanish cohort comprising 3274 MS patients and 3483
healthy controls. DNA samples from cases and controls
were collected from four geographical regions of Spain:
East [Barcelona/CEM-Cat cohort, comprising 814 controls
(mean age: 38.7 years; female/male ratio: 1.1) and 803
cases (mean age: 40.4 years; female/male ratio: 1.7; %
PPMS: 12.2); and Barcelona/Clinic cohort, comprising 213
controls (mean age: not available; female/male ratio: 1.9)
and 204 cases (mean age: 45.5 years; female/male ratio:
1.9; % PPMS: 5.4)]; South [Andalucia cohort, comprising
1216 controls (mean age: 35.5 years; female/male ratio:
2.5) and 1044 cases (mean age: 39.8; female/male ratio:
2.2; % PPMS: 1)]; Center [Madrid cohort, comprising 534
controls (mean age: not available; female/male ratio: 1.8)
and 497 cases (mean age: 45.0 years; female/male ratio:
1.9; % PPMS: 13)]; North [Bilbao cohort, comprising 459
controls (mean age: not available; female/male ratio: 2.6)
and 514 cases (mean age: 40.7 years; female/male ratio:
2.6; % PPMS: 10.7); and San Sebastian cohort, comprising
213 controls (mean age: 50.7 years; female/male ratio: 1.4)
and 212 cases (mean age: 42.9 years; female/male ratio:
1.5; % PPMS: 3.3)].

Except for the Barcelona/CEM-Cat cohort, 1s4950928
genotyping was performed using the iPLEX™ Sequenom
MassARRAY platform in the Spanish National Genotyping
Center (CEGEN, Santiago de Compostela, http:/www.
cegen.com). Two CEPH trios were genotyped as part of the
quality control. Genotypes from these samples confirmed the
absence of Mendelian inconsistencies and corresponded
with those deposited in HapMap. On the other hand, a ran-
dom 10% of samples were subjected to re-genotyping. Final
data were concordant with an average accuracy of 99.9%.

The Barcelona/CEM-Cat cohort was genotyped by
means of the 5’ nuclease assay technology for allelic dis-
crimination using fluorogenic TagMan® probes.

Statistical analysis

Statistical analysis of plasma CHI3L1 levels was per-
formed by using the SPSS 17.0 package (SPSS Inc,
Chicago, IL) for Microsoft Windows. A one-way analysis
of covariance (ANCOVA) was used to compare CHI3L1
levels between healthy controls and the whole MS group,
and between patients with different clinical forms of MS
(RRMS patients in clinical remission, SPMS patients,
and PPMS patients). Given that in our study mean age
was significantly different between healthy controls and
MS patients (analysis of variance [ANOVA] p-value =
2.7 x 10718) and age correlated with CHI3L1 levels
(Spearman rank correlation coefficient: 0.368, p-value =
4.5 x 1079), this variable was included in the model as a
covariate. A Mann—Whitney U-test was used to test for
significant differences in CHI3L1 levels between RRMS
patients during clinical exacerbations and during remis-
sion. Comparisons of CHI3L1 levels before and after
IFNp treatment were assessed by a Wilcoxon signed
ranks test. Partial correlations controlling for age were
used to assess the relationship between CHI3L1 levels
and clinical and radiological variables. Bonferroni cor-
rection was used to correct the alpha level for multiple
comparisons.

To investigate potential associations between single
nucleotide polymorphism (SNP) rs4950928 and the dis-
case, allele frequencies were compared between healthy
controls and the whole MS group, and between different
clinical forms of the disease taking into account possible
stratification due to different population origin using the
Cochran—Mantel-Haenszel test. Data processing, missing-
ness and Hardy—Weinberg analysis were performed with
SNPator (http://www.snpator.org).'> A Cochran—Mantel—
Haenszel test was performed using plink (http://pngu.
mgh.harvard.edu/~purcell/plink/).!3 Differences between
rs4950928 genotypes and CHI3L1 levels and time to con-
version to clinically definite MS were assessed by a Mann—
Whitney U-test.
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Results

Plasma CHI3LI levels are increased in
patients with progressive forms of the
disease

When plasma protein levels were compared between
healthy controls and the whole MS group, mean CHI3L1
levels were significantly higher in MS patients than in
healthy controls (p = 0.019; Figure 1). When MS patients
were further classified based on the clinical form, plasma
CHI3L1 levels were significantly increased in PPMS
patients compared with RRMS patients (p = 0.040) and
healthy controls (p = 0.004), and in SPMS patients when
compared with the control group (p = 0.029) (Figure 1). No
significant differences in the mean plasma CHI3L1 levels
were observed between RRMS patients and healthy con-
trols (p = 1.000; Figure 1).

Plasma CHI3LI levels are not altered during
relapses and are modulated by treatment
with IFNf

We next investigated whether CHI3L1 levels were modi-
fied at the time of acute disease exacerbations by compar-
ing protein levels in patients during relapses and patients
during clinical remission. As shown in Figure 2A, plasma
CHI3L1 levels were similar between both groups of patients
(p = 0.735). When the effect of IFNf treatment was evalu-
ated by comparing plasma CHI3L1 levels in MS patients
before and after treatment, a trend towards decreased pro-
tein levels was observed during treatment (p = 0.045)
(Figure 2B).
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CHI3LI gene is associated with the disease
in patients with PPMS

Inasmuch as plasma CHI3L1 levels were found to be sig-
nificantly increased in MS patients compared with controls,

A
Group Dif. mean (ng/ml) 95% CI dif. (ng/ml) p-values*
MS 7.465 1.2t013.7 p=0.019
RRMS in clinical remission 4.183 -4.7t0 13.0 p=1.000
SPMS 13.375 0.9t025.9 p=10.029
PPMS 13.523 3.0t024.0 p=0.004
B 30T i
'
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Figure I. Differences of the mean plasma CHI3LI levels and
95% confidence intervals of the difference in the whole MS
group, RRMS patients in clinical remission, SPMS patients, and
PPMS patients relative to healthy controls. (A) Table containing
the difference values. (B) lllustrative graph representing the
difference values in the whole MS group, MS subtypes, and
healthy controls.The y-axis shows differences of mean plasma
CHI3LI levels in ng/ml.

Dif. mean: adjusted differences of the mean in (ng/ml). 95% ClI dif.: 95%
confidence intervals of the differences in ng/ml. MS: whole MS group.
RRMS: relapsing—remitting multiple sclerosis. SPMS: secondary progres-
sive multiple sclerosis. PPMS: primary progressive multiple sclerosis.
*Corrected p-values after Bonferroni correction.

B

E

% | p=0.045

w

g 1 -

5 A0

o

5

m;

g 15 T

o

m |

il _
Basaling IFM
(MN=32) (N=32)

Figure 2. Comparisons of plasma CHI3LI levels between RRMS patients in clinical remission and RRMS patients during relapse
(A),and between untreated and IFN-treated MS patients (B). Baseline: indicates CHI3LI levels determined before treatment. IFN:
indicates CHI3L1 levels determined in the same group of patients after 8 months of treatment with IFNf. Boxes represent the 75th
and 25th percentiles divided horizontally by the median.Whiskers are drawn to the nearest value not beyond a standard span (1.5%

and 3% the interquartile range) from the 75th and 25th percentiles.
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we investigated whether rs4950928, a functional polymor-
phism located in the promoter region of the CHI3L1 gene,
was associated with the disease. As part of a multicentric
collaborative study, SNP rs4950928 was genotyped in a
large cohort of Spanish MS patients and healthy controls,
as described in the Methods section. The overall genotype
success was 98.1% and SNP rs4950928 was in Hardy—
Weinberg equilibrium (p = 0.61). Interestingly, combined
analysis of the study cohorts revealed a statistically signifi-
cant association of allele C with PPMS patients when com-
pared with relapse-onset patients [odds ratio (OR) 1.4 (95%
CI 1.1-1.8), p-value = 0.0181] and healthy controls [OR
1.4 (95% CI 1.1-1.8), p-value = 0.0182] (Table 2). Allele
frequencies were similarly distributed between the whole
MS group and the healthy control group (p = 0.6962), and
between relapse-onset MS patients and healthy controls (p
=0.9727) (Table 2).

Plasma CHI3LI levels are increased in allele
C carriers for SNP rs4950928

In the Barcelona/CEM-Cat cohort, both plasma CHI3L1
levels and SNP genotyping were available for 50 healthy
controls and 138 MS patients (57 RRMS patients in clinical
remission, 11 SPMS patients, 50 PPMS patients, and 20
MS patients during relapses). To evaluate whether CHI3L 1
genotypes were associated with changes in plasma protein
levels, CHI3L1 levels were compared between CC homozy-
gotes, CG heterozygotes, and GG homozygotes for
rs4950928 in the whole group of individuals with available
samples. As shown in Figure 3A, the presence of allele C
was associated with increased CHI3L1 levels, and differ-
ences reached statistical significance for CC homozygotes
when compared with CG heterozygotes (p =3.8 x 107%) and
GG homozygotes (p = 0.003), and also for CG heterozy-
gotes when compared with GG homozygotes (p = 0.016).
Further stratification of patients into different clinical forms
resulted in similar trends (Figure 3B).

Association between CHI3L| and clinical
and radiological variables

As shown in Table 3, in SPMS and PPMS patients no statis-
tically significant correlations were observed between

plasma CHI3L1 levels and clinical variables such as dis-
ease duration, number of relapses in the previous 2 years,
and EDSS score at the time of blood collection. In the
whole MS group and in RRMS patients, trends towards sig-
nificant positive correlations were found between plasma
CHI3LI levels and EDSS scores (= 0.19; p = 0.011) and
number of relapses in the previous 2 years (r = 0.24, p =
0.024), respectively, although these associations did not
reach the threshold for statistical significance after
Bonferroni correction (Table 3). In the PPMS group, no sig-
nificant linear associations were observed between plasma
CHI3L1 levels and radiological variables such as T1 and
T2 lesion loads, and BPF (Table 3).

Insomuch as in a previous study * CHI3L1 levels meas-
ured in the cerebrospinal fluid were found to correlate with
the time to conversion to clinically definite MS in CIS
patients, we also investigated potential associations
between rs4950928 genotypes and time to a second relapse
after a CIS in a subgroup of 584 patients with relapse-onset
MS (429 CC homozygotes / 142 CG heterozygotes / 13 GG
homozygotes). Time to conversion to clinically definite MS
[mean values (standard deviation)] was 3.0 years (3.8) in
CC homozygotes, 3.1 years (4.5) in CG heterozygotes, and
1.7 years (1.9) in GG homozygotes, and differences were
not statistically significant (»p > 0.05 for all comparisons
between genotypes).

Discussion

In order to investigate the role of CHI3L1 in MS clinical
course, we measured protein levels in plasma samples from
a large cohort of MS patients with representation of differ-
ent clinical forms of the disease. Given the influence of age
in plasma CHI3L1 levels, the analysis was adjusted for this
variable in order to control its confounding effect. Patients
with progressive forms of MS, i.e. SPMS and PPMS, were
found to have the highest plasma levels of CHI3L1 com-
pared with RRMS patients and HC, whereas no differences
were observed between the latter two groups. Considering
that CHI3L1 is upregulated in disorders characterized by
chronic inflammation,>’ our findings of higher CHI3L1
levels in patients with progressive and less inflammatory
clinical forms of the disease are somewhat unexpected.
Furthermore, in a recent study by Correale and Fiol,'

Table 2. Results of the association analysis between single nucleotide polymorphism rs4950928 and MS.

Group comparisons Risk allele p-value Odds ratio 95% ClI
MS versus HC C 0.6962 1.0 1.0-1.1
Relapse-onset versus HC G 0.9727 1.0 0.9-1.1
PPMS versus HC C 0.0182 1.4 I.1-1.8
PPMS versus relapse-onset C 0.0181 1.4 I.1-1.8

Relapse-onset includes patients with both relapsing—remitting and secondary progressive MS. Significant p-values are shown in bold.
MS, multiple sclerosis; PPMS, primary progressive multiple sclerosis; HC, healthy controls; 95% Cl, 95% confidence intervals.
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Figure 3. Boxplots representing plasma CHI3LI levels among CC homozygotes, CG heterozygotes,and GG homozygotes for SNP
rs4950928 located in the promoter region of the CHI3L/ gene, in all individuals (A) and in MS patients stratified by the clinical form
(B).-Whole group: refers to healthy controls and all untreated MS patients. Relapse-onset MS: includes patients with both relapsing—
remitting and secondary progressive MS. PPMS: primary progressive multiple sclerosis.

Table 3. Partial correlations between plasma levels of CHI3LI and clinical and radiological parameters.

Characteristics* MS RRMS SPMS PPMS
r(p) r (p) r(p) r(p)
Duration of disease 0.05 (0.480) 0.02 (0.838) -0.18 (0.378) 0.04 (0.764)
Number of relapses? 0.16 (0.081) 0.24 (0.024) 0.18 (0.386) -
EDSS 0.19 (0.011) 0.06 (0.581) 0.01 (0.957) 0.10 (0.416)
T2LLY - - - 0.04 (0.773)
TILL® - - - 0.05 (0.723)
BPF® - - - - 0.03 (0.824)

*Analysis was restricted to the Barcelona/CEM-Cat cohort.
aNumber of relapses in the two previous years.

®Data were available in a subgroup of 50 PPMS patients.
MS, the whole multiple sclerosis group; RRMS, relapsing—remitting multiple sclerosis in remission; SPMS, secondary progressive multiple sclerosis;
PPMS, primary progressive multiple sclerosis; T2LL, T2-weighted lesion load; TILL, T | -weighted lesion load; BPF, brain parenchymal fraction; r, partial

correlation coefficient; p, p-value.
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CHI3LI levels measured in CSF samples were increased in
RRMS patients compared with SPMS, although differences
between these two groups were lost when protein levels
were measured in serum samples. In the Correale and Fiol
study,!? the lack of inclusion of patients with PPMS did not
allow for direct comparisons in the CSF and serum CHI3L1
levels between PPMS and other clinical forms of the dis-
case. Whereas the discrepancies observed between the
studies may well reflect the type of biological sample used
to measure protein levels, the findings of increased plasma
CHI3L1 levels in patients with progressive forms of the
discase is further supported by the allelic association
observed between SNP rs4950928 and PPMS patients.

In our study, genetic association was driven by the major
allele C. Given that SPMS is the natural evolution of
RRMS, potential genetic associations restricted to the
SPMS clinical form cannot be evaluated, and hence RRMS
and SPMS are usually grouped together for association pur-
poses as relapse-onset MS. Despite the inclusion of SPMS
patients, allelic associations became statistically significant
when PPMS patients were compared not only with HC but
also with relapse-onset MS patients. Genetic findings are in
agreement with the ELISA results showing higher plasma
CHI3L1 levels in the PPMS group compared with the
RRMS and HC groups.

rs4950928 is a functional polymorphism located in the
promoter region of the CHI3L1 which is known to correlate
with serum protein levels.!41¢ This association between
CHI3L1 genotype and phenotype was also observed in our
study, and the presence of allele C was clearly associated
with higher plasma proteins levels. As it has been previ-
ously reported for other diseases,!” the above-mentioned
genotype-related differences were not limited to the patho-
logical condition and were observed in MS patients regard-
less of the clinical form and also in the HC population.

The results of similar plasma CHI3L1 levels between
MS patients whose blood was extracted at the time of a
clinical exacerbation and patients in clinical remission do
not seem to support a role of plasma CHI3L1 in acute dis-
ease activity. Whereas in a previous study by our group®
CSF CHI3L1 levels measured at the time of the first relapse
or CIS were higher in patients who later converted to MS
compared with those who did not convert, CHI3L1 meas-
urements in serum samples collected from the same patients
failed to show such differences. Similarly, in the Correale
and Fiol study,'® differences between RRMS and SPMS
patients in CHI3L1 were restricted to CSF and not detected
in serum samples. Altogether these findings suggest that
variations in the CHI3L1 levels due to inflammation are
possibly better captured in CSF than in serum and plasma
samples.

Finally, to investigate whether plasma CHI3L1 levels
may be modulated by current MS therapies, protein levels
were also measured in a subgroup of MS patients receiving
treatment with IFNf. Although the difference was not

statistically significant, IFNP tended to decrease protein
levels after a median treatment time of 8 months, finding
that suggests that the beneficial effects of IFNf in MS may
be mediated through changes in plasma CHI3L1 levels. In
this context, it will be interesting to explore in future stud-
ies whether CSF levels of CHI3L1 are also modulated by
IFNB.

In summary, our study supports a role of CHI3L1 in the
MS clinical course but not in acute disease activity. In this
setting, whereas CSF may be more suitable to capture
changes in CHI3L1 levels secondary to inflammation,
plasma CHI3L1 levels discriminated well between
patients with progressive forms of MS and patients with
RRMS and HC. The association observed between a func-
tional polymorphism of the CHI3L! gene and the PPMS
group is in line with the higher plasma CHI3L1 levels
observed in PPMS patients, and points to a role of CHI3L1
in this particular group of patients. However, despite the
increased plasma CHI3L1 levels observed in patients with
progressive forms of the disease, protein levels did not
correlate with clinical variables such as the EDSS or with
radiological parameters such as the BPF. Related to the
latter point, the fact that neuroradiological information
was only available for the PPMS group is a limitation of
the study.

Although more studies are needed, our findings suggest
that plasma CHI3L1 levels may be used as biomarkers of
the progressive forms of MS.
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