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1. INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad cronica autoinmune y desmielinizante del sistema
nervioso central (SNC) caracterizada por las lesiones o placas escleréticas que presentan sus
pacientes. Estas placas se forman como consecuencia de una desmielinizacion focal aguda e
inflamatoria asociada a una posible pérdida axonal con una posterior remielinizacion. A pesar de
que se han descrito casos con un inicio de la enfermedad en edad infantil, la EM es considerada una
enfermedad que afecta a adultos jovenes, entre 20 y 40 afios de edad, llegando a ser la segunda
causa de discapacidad neurolégica en esta franja [1]. En cuanto al género, la probabilidad que
tienen las mujeres jovenes de padecer esta enfermedad es tres veces mayor que la de los varones.
Normalmente, los sintomas que se observan clinicamente suelen estar relacionados con una
afectacién monofocal, que bien puede ser una afectacion motora, visual, sensorial o del sistema
auténomo, o incluso una afectacion cognitiva. No obstante, a veces pueden existir casos en los que
el paciente muestra signos clinicos que sugieren lesiones multifocales.

El sistema nervioso central (SNC) esta compuesto por dos tipos de células: las neuronas, encargadas
de conducir el impulso nervioso a través de sus axones, y las células gliales (astrocitos,
oligodendrocitos y la microglia), vitales para la supervivencia y buen funcionamiento de las
neuronas. Los astrocitos, regulan la sinapsis, al mismo tiempo que controlan el flujo sanguineo,
mientras que la microglia son células del sistema inmune encargadas de mantener el ambiente
inmunolégico adecuado del cerebro. La gran mayoria de los axones estan cubiertos por una vaina de
mielina, una estructura multilaminar compuesta por lipidos y proteinas estructurales, que protege el
axon. Esta vaina es la membrana plasmatica de los oligodendrocitos y permite que la conduccion
del potencial de accion sea saltatoria y rapida [2, 3], gracias a los canales de sodio que se
encuentran entre las areas mielinizadas de los axones, denominadas nédulos de Ranvier.

Las moléculas que entran y salen del sistema nervioso central (SNC) son transportadas por una
maquinaria selectiva situada en la barrera conocida como barrera hemato-encefalica (BHE), que
separa el torrente sanguineo del parénquima del SNC. Esta barrera esta formada por células
epiteliales cuya union esta reforzada gracias a las prolongaciones de los astrocitos que llegan a su
membrana basal [4], formando de esta manera, una doble barrera entre la sangre y el parénquima: la
barrera endotelial y la barrera glial. En condiciones fisiol6gicas, cuando las células del sistema
inmune que circulan por la sangre, identifican los antigenos presentados por las células
presentadoras de antigeno (CPA), se activan y cruzan la barrera endotelial de la BHE. Sin embargo,
en el caso de los pacientes de esclerosis maltiple (EM), los precursores de linfocito T CD4"
autoreactivo, presentes en la sangre, son capaces de cruzar también la barrera glial, ademas de la
endotelial. Esta capacidad se debe al aumento de expresion de moléculas de adhesion en la
superficie de los linfocitos, generado por su activacion al reconocer su antigeno especifico
presentado por las CPA en el espacio perivascular. Gracias a estas moléculas de adhesién, estos
leucocitos son capaces de crear una union fuerte con las células endoteliales, pudiendo asi adentrar
en el parénquima del sistema nervioso central [5]. Una vez dentro, estas células inmunes sufren una
reactivacion por parte de los astrocitos o células de la microglia activada, desencadenando una
respuesta inflamatoria en la que participan factores y moléculas como las citoquinas, quimiocinas,
glutamato, 6xido nitroso y radicales libres. Todos ellos atraen a mas linfocitos, haciendo que el
proceso se repita una y otra vez, al mismo tiempo que producen dafio en la vaina de mielina. Este
dafio puede estar dirigido por la toxicidad generada por los linfocitos T CD8", por la activacion de
macréfagos y células gliales capaces de digerir algunos componentes de la mielina o por el efecto
directo de las citoquinas inflamatorias [6]. Todo esto promueve la desmielinizacion focal de los
axones, formando asi las placas o lesiones escleréticas que dieron lugar al nombre de esta
enfermedad.



Ante este ataque inmunoldgico, el SNC es capaz de compensar el dafio producido mediante
diferentes factores tales como la resolucion de la inflamacion, la adaptacion compensatoria del SNC
y la remielinizacion [7, 8, 9]. Este Gltimo proceso estd dirigido por las células precursoras de
oligodendrocitos (OPC del inglés, oligodendrocyte precursor cells) capaces de diferenciarse en
oligodendrocitos maduros responsables de la sintesis de la mielina. A pesar de que la nueva regién
internodal suele ser més corta y fina, estos axones parece que presentan una funcién normal [10,
11]. Este fendmeno de remielinizacion se ve reflejado en una mejoria clinica tras un brote, un
primer episodio de déficit neuroldgico focal provocado por una lesion desmielinizante. La
capacidad de regeneracién de esta vaina es limitada y por ello llega un momento, en el que el SNC
no es capaz de compensar la desmielinizacion, produciéndose asi un empeoramiento progresivo de
la enfermedad derivado en parte del dafio axonal acumulado al quedar el axén desprotegido. Este
dafo axonal es considerado la mayor causa de la discapacidad neurolégica presente en los pacientes
de EM y algunos estudios indican que esta neurodegeneracion esté presente desde el comienzo de la
enfermedad [12], s6lo que el SNC es capaz de solventarlo al principio, hasta que llega ese momento
en el que no tiene mas recursos y por tanto, la enfermedad pasa a una segunda fase donde la
inflamacion no predomina tanto, y predomina mas la neurodegeneracion.

En cuanto a su etiologia, no se sabe cdmo se origina esta enfermedad. Sus causas no se han podido
caracterizar de una manera clara, pero se conoce que en su origen interacttan factores ambientales,
tales como la luz solar, el tabaco y las infecciones viricas, unidos a una predisposicion genética. A
la hora de analizar esta predisposicién, se han realizado diferentes estudios, de los cuales los que
mayor impulso han dado han sido los estudios de asociacion de genoma completo. Estos trabajos se
centran en el anlisis de cientos de miles de SNP (del inglés, single nucleotide polymorphism) a lo
largo de todo el genoma en una poblacion de controles sanos y enfermos, para poder asi determinar
sus frecuencias, observar si existe alguna diferencia y ver si pueden sugerir una asociacion con la
enfermedad. En 2011, se publicd en Nature el GWAS (del inglés, Genome Wide Association Study)
mas grande realizado hasta ahora, en el que se genotiparon 465434 SNP autosémicos en 9772 casos
y 17376 controles, caracterizando 57 zonas ligadas a la EM [13]. A partir de 2011 nuevos estudios y
otros trabajos de meta-andlisis han sido capaces de identificar nuevas variantes elevando el nimero
de variantes asociadas a la enfermedad [14, 15]. Sin embargo, éstos son capaces de explicar
Unicamente entre un 18 y 24% de la heredabilidad de la EM. Este resultado puede deberse a
diferentes causas derivadas de la propia complejidad de la enfermedad, aunque también hay que
tener en cuenta que, desde el punto de vista técnico, estos analisis no tienen en cuenta la
informacién que contienen las regiones no codificantes del genoma.

Esta informacién se empez6 a tener en cuenta, gracias al nuevo punto de vista generado por el
proyecto ENCODE (del inglés, The Encyclopedia of DNA elements) que incide en la importancia de
los RNA no codificantes. Dentro de este grupo, los microRNA (miRNA) son los que mas se han
estudiado. La funcién de estas moléculas de RNA, compuestas por 22 nucleétidos
aproximadamente, es regular la expresion génica, bien degradando el mMRNA, o bien inhibiendo su
traduccion. Diversos estudios han demostrado que los miRNA, estan implicados en muchos
procesos bioldgicos, tales como el desarrollo, diferenciacion, regulacién de células madre,
proliferacion y muerte celular, desarrollo y funcién de las células del sistema inmune, etc. [16, 17,
18, 19, 20]. Por ello, en base a estos nuevos datos, Otaegui y colaboradores, reanalizaron los datos
del GWAS, buscando en las 57 regiones asociadas a la EM genes de miRNA. En este analisis se
encontraron 26 genes de miRNA, que analizaron en 7 familias guipuzcoanas con esclerosis
multiple, secuenciando a cada hermano sano y enfermo de cada familia. Al secuenciar dichos genes,
encontraron dos regiones que contenian los miRNA, miR3155a, miR3155b y miR3656, que tenian
variantes genéticas (SNP) que potencialmente podrian estar ligadas a la enfermedad (trabajo en
preparacion, datos no publicados).



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La hipétesis de este proyecto es analizar si estos polimorfismos de nucleétido Unico (SNP)
encontrados en los dos miRNA citados anteriormente, miR3155 y miR3656, son susceptibles a la
enfermedad de la esclerosis maltiple.

Para poder responder a esta pregunta, el objetivo de este proyecto es validar estas variantes en un
grupo de pacientes (n=285) y controles (n=285) para demostrar si las variaciones estan sobre
representadas en la poblacién con EM de manera significativa.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 Busqueda de los genes que codifican el miR3155 y miR3656

Para encontrar y recopilar informacion acerca de la secuencia de estos dos genes se utilizd la base
de datos NCBI. Existen dos tipos de miR3155, el miR3155a (Chr10:6194159-6194240) vy el
miR3155b (Chr10:6194170-6194225). Los dos genes se encuentran en el cromosoma 10
compartiendo una misma region del ADN y por tanto, son considerados genes solapados. El estudio
de ambas se realiz6 de manera conjunta, utilizando una secuencia que abarcara las dos secuencias,
afladiendo 200 bp de més en cada extremo de la misma para el posterior disefio de cebadores
(Chr10:6193959-6194440).

El miR3656 se encuentra en el cromosoma 11 y en este caso, también se le afiadieron 200 bp de
mas a cada extremo de la secuencia para poder después disefiar los cebadores para la PCR (del
inglés, polymerase chain reaction) (Chr11:118889454-118889922).

3.2 Disefio de cebadores para los dos miRNA

El disefio de cebadores se realiz6 con el programa Primer3, escogiendo las que mejor se ajustaban a
nuestras condiciones (Tm, %GC, cantidad de nucleétidos etc.). Los juegos de cebadores
complementarios a una region del miR3155a/miR3155b y otros complementarios al miR3656, se
encargaron a la empresa Eurofins (mwg/operon) (Tabla 1).

Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacién del ADN.

Nombre del oligonucle6tido Secuencia (5’-3”) (tamafio) Tm (°C) %GC
mir3155a/mir3155b F A 58.01 47.62
mir3155a/mir3155b R ATy ehee 60.61 60

hsa-mir-3656 F R A 58.68 55
hsa-mir-3656 R AOEACTeE iy CoAeTe 60.30 57.9

3.3 Enzimas de restriccién para la RFLP

La técnica RFLP (del inglés, restriction fragment length polymorphism) se basa en la identificacion
y en el corte de secuencias especificas de nucle6tidos en el ADN mediante enzimas de restriccion.
Estas secuencias varian entre los individuos y es por ello, que estas proteinas cortan Unicamente
aquellas que contengan su secuencia especifica. De manera que realizando una electroforesis y
observando la cantidad de bandas generadas, se determinard en qué individuos ha actuado la



enzima, pudiendo asi realizar el genotipado. Esta técnica se suele emplear mucho a la hora de
analizar los polimorfismos de nucledtido Gnico (SNP), ya que la substitucion de un nucleétido hace
que se impida la identificacion de la secuencia especifica que reconoce la enzima de restriccion,
dando lugar a un patrén diferente en la electroforesis. Antes de utilizar esta técnica es necesario
amplificar el ADN extraido tanto de los pacientes como de los controles mediante la técnica PCR.

Utilizando el programa NebCutter V2 y teniendo en cuenta los SNP de cada miRNA (secuenciados
anteriormente en hermanos sanos y enfermos de 7 familias guipuzcoanas por Otaegui et al.), se
eligieron las enzimas de restriccion que mejor se ajustaban a nuestras condiciones.

En el caso del miR3155a/miR3155b, se escogid la enzima de restriccion NlalV (GGNNCC), en
base al alelo referente (citosina, C) y minoritario (timina, T) del SNP (rs10795846) de este miRNA,
gue se encuentra en la posicion 394 bp de la secuencia de este gen. Si el alelo es T, la secuencia del
gen de este miRNA estara cortada en dos posiciones (213 bp, 372 bp), mientras que si es C, estard
cortada en una posicion mas (394 bp) (Figura 1A).

En el caso del miR3656, Otaegui et al. encontraron tres SNP (rs3802884, rs3802883, rs3802882)
que parecia que podian estar relacionados con la enfermedad. En este proyecto Gnicamente se va a
analizar el genotipo de uno, ya que estos tres forman un haplotipo, por lo que la informacién de uno
de ellos nos sirve para extrapolar la de los otros dos. El alelo referente de este SNP (rs3802884) es
la citosina (C), mientras que el alelo minoritario es la timina (T). Por ello, en este caso, se escogio la
enzima de restriccion MIuCl (AATT). La secuencia del gen del miR3656 no serd cortada en
ninguna posicion si el alelo es C, mientras que si es T, se tendra una diana de restriccién (346 bp)
(Figura 1B).

Nla IV
\ 4
5"... GGN NCC...3’
37... CCNNGG...5

ALELO REFERENTE
GTTTCTGCCTTGATGCCTAGACAAAAAATGTCCTGAAACAATACTTCACCTCAGACAATACTGTACATGCTGA
TGTTTTCTAGTCTGTTCCATTTCATTAAGAAAGATTCTGGTCTTATTCCAGTAAATTGATTTCAAGGCCACTA
ATGGGTGGTGACCCACACTTTTGAGATGCCTGTTCCGGGCATCACCTCCCACTGCAGAGCCTGGGGAGCCGGA
CAGCTCCCTTCCCAGGCTCTGCAGTGGGAACTGATGCCTGGAACAGTTCCTGCAGCCGGTCTCCAGTGTGATT
CAGGTCCTGCGGCAAGTTCTAGGTGGTCCAAGTGAGGCAGAAGCCTTGCTGGAGGCTTTACCCGTCCACACTG
CTGTGGAGCCTCTGAGCCTCCATGGAGGCTCCCCAAGCCAGGCAGCAGGGGAGGAAGCGTCTGGTAGGAGGGT
GGAA

ALELO MINORITARIO
GTTTCTGCCTTGATGCCTAGACAAAAAATGTCCTGAAACAATACTTCACCTCAGACAATACTGTACATGCTGA
TGTTTTCTAGTCTGTTCCATTTCATTAAGAAAGATTCTGGTCTTATTCCAGTAAATTGATTTCAAGGCCACTA
ATGGGTGGTGACCCACACTTTTGAGATGCCTGTTCCGGGCATCACCTCCCACTGCAGAGCCTGGGEGAGCCGGA
CAGCTCCCTTCCCAGGCTCTGCAGTGGGAACTGATGCCTGGAACAGTTCCTGCAGCCGGTCTCCAGTGTGATT
CAGGTCCTGCGGCAAGTTCTAGGTGGTCCAAGTGAGGCAGAAGCCTTGCTGGAGGCTTTACCCGTCCACACTG
cTGTGGAGCCTcTGAGCCTcCATGGAGGCTICCCAAGCcAGGCAGCAGGGGAGGAAGCGTCTGGTAGGAGGGT
GGAA
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Figura 1A. Los cortes que va a realizar la enzima NlalV (GGNNCC). Si el nucledtido 394 es una
citosina, se generaran cuatro bandas posteriormente en la electroforesis. Si es una timina, tres.

MIuCI
57 YAATT.. 3
3. TTAA .5
A

ALELO REFERENTE
CGTCGGGTAGAGGCTGAATACCAGTTTCCGAGCGGCAAGGCAGCGATGGCGATTTTTAGTGTGTATGTGGTGA
ACAAAGCTGGCGGCTTGATTTACCAGTTGGACAGCTACGCGCCACGGGCTGAGGCTGAGAAAACTTTCAGTTA
TCCGCTGGATCTGCTGCTCAAGCTACACGATGAGCGTGTGTTGGTTGCTTTCGGCCAGCGGGACGGCATCCGA
GGTGGGCTAGGCTCGGGCCCGTGGCGGGTGCGGGGGTGGGAGGGCCCCAGTGCTGTAGAAGTGGGCTGGTTGT
AGGTGCGGGGTTGGGGGAAAAGGGGTTGTGTCGGGTCCCTTGTCCCCTCGGCGGAATCCCCGGGCTGCACCTT
CGCTGACCGTTAGCTTCACCTCTGCAGTGGGTCATGCAGTGCT

ALELO MINORITARIO
CGTCGGGTAGAGGCTGAATACCAGTTTCCGAGCGGCAAGGCAGCGATGGCGATTTTTAGTGTGTATGTGGTGA
ACAAAGCTGGCGGCTTGATTTACCAGTTGGACAGCTACGCGCCACGGGCTGAGGCTGAGAAAACTTTCAGTTA
TCCGCTGGATCTGCTGCTCAAGCTACACGATGAGCGTGTGTTGGTTGCTTTCGGCCAGCGGGACGGCATCCGA
GGTGGGCTAGGCTCGGGCCCGTGGCGGGTGCGGGGGTGGGAGGGCCCCAGTGCTGTAGAAGTGGGCTGGTTGT
AGGTGCGGGGTTGGGGGAAAAGGGGTTGTGTCGGGTCCCTTGTCCCCTCGGCGGAATICCCGGGCTGCACCTT
CGCTGACCGTTAGCTTCACCTCTGCAGTGGGTCATGCAGTGCT

mir3656

bp cC T cT

346 —_— —_—

62 — —




Figura 1B. Los cortes que va a realizar la enzima MIuCI (AATT). Si el nucle6tido 346 es una
timina, se generaran dos bandas posteriormente en la electroforesis. Si es una citosina, una.

3.4 Poner a punto la RFLP de los dos miRNA

3.4.1 miR3656 (MIuCl)

Se realizd una prueba para verificar el buen funcionamiento de esta enzima. Para ello, se
utilizaron 12 muestras, 11 de ellas como controles positivos (pacientes anteriormente
genotipados mediante secuenciacién capilar de Sanger por Otaegui et al.) y una como
control negativo (H,O). Entre los controles positivos, algunos eran homocigotos para C,
otros homocigotos para T y otros heterocigotos (YY), respecto al gen de este miRNA.

Antes de realizar la RFLP, hubo que amplificar el gen del miR3656 de todos los controles
positivos y para ello, se realizé una PCR en el termociclador Veriti de Applied Biosystems
utilizando el programa Touch Down 65-55, (disminuyendo 0.5 grados en cada ciclo durante
20 ciclos, por lo tanto, bajamos 10 grados). Para que se diera esta reaccién se afiadieron los
siguientes compuestos: MgCl, (2.5mM), tampén 1x, desoxirribonucle6tidos trifosfato
(DNTPs) (0.5 mM), cebadores (0.125 uM cada uno), Taq polimerasa (0.075 U/ul), H,0,
ADN (5 ng/ul).

Una vez amplificado el gen, se realizaron cinco RFLP diferentes hasta conseguir las
condiciones optimas (Tabla 2).

Tabla 2. Las cinco RFLP realizadas para conseguir las condiciones Optimas. Estas se
consiguieron con las condiciones del cuarto ensayo.

NUumero de | Volumen de Volumen del Tiempo de Temperatura
ensayo la enzima (ul) | producto PCR (ul) | incubacion (h) (°C)
1 0.5 5 3 37
2 0.5 5 Toda la noche 37
3 1 5 Toda la hoche 37
4 0.5 1 3 37
5 0.1 1 Toda la hoche 37

3.4.2 miR3155a/miR3155b (Nla 1V)

En este caso, a la hora de realizar la prueba se utilizaron 4 muestras, un control por cada
genotipo (pacientes anteriormente genotipados mediante secuenciacion capilar de Sanger
por Otaegui et al.) y una muestra como control negativo (H,O).

Para amplificar el gen del miR3155a/miR3155b de dichas muestras, se realiz6 una PCR
utilizando el programa Touch Down 65-55, en el que se utilizaron los siguientes
compuestos para que se pudiera dar la reaccion: MgCl, (2.5mM), tampén 1x,
desoxirribonucle6tidos trifosfato (DNTPs) (0.5 mM), DMSO (5%), cebadores (0.125 puM
cada uno), Tag polimerasa (0.075 U/ul), H,O, ADN (5 ng, pl).

Después de la amplificacion, se tuvieron que llevar a cabo seis RFLP diferentes para poder
comenzar a trabajar en condiciones éptimas (Tabla 3).



Tabla 3. Las seis RFLP realizadas para poder trabajar en condiciones optimas. Estas fueron
obtenidas con las condiciones del quinto ensayo.

NUmero de | Volumen de Volumen del Tiempo de Temperatura
ensayo la enzima (ul) | producto PCR (ul) | incubacion (h) (°C)
1 0.1 1 Toda la noche 37
2 0.5 1 3 37
3 1 3 3 37
4 0.1 10 3 37
5 0.5 10 3 37
6 1 10 3 37

3.5 Separacion de fragmentos en geles de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa para poder observar los resultados obtenidos tanto con la técnica PCR
como con la RFLP. Los productos PCR se cargaban en geles de agarosa de 2%, dejando que las
bandas migraran entre 20 y 30 minutos a 200 mV, mientras que los productos RFLP, se cargaban en
geles de agarosa de 3%, dejando que las bandas migraran entre 40-50 minutos a 200 mV.

Una vez puesto a punto las RFLP de los dos miRNA, se empez0 a trabajar con las muestras de los
285 pacientes y 285 controles.

3.6 Genotipado de pacientes y controles

En el caso de ambos miRNA, se realizaron seis PCR para la amplificacién de cada gen de cada
MiRNA de todas las muestras, tres de ellas con muestras de controles (n=285) y las otras tres con
muestras de pacientes (n=285). Para cada PCR se utiliz6 una placa de 96 pocillos, 95 para cargar las
muestras y uno para el control negativo (H,O). Las condiciones de las PCR realizadas para cada
mMiRNA son las mencionadas en las secciones 3.4.1y 3.4.2.

Posteriormente, para poder genotipar las muestras se realizaron seis RFLP para cada miRNA, tres
de ellas con muestras de pacientes (n=285) y las otras tres, con muestras de controles (n=285). En
este caso como en la PCR, para cada RFLP, se utiliz6 también una placa de 96 pocillos, 95 para las
muestras y uno para el control negativo (H,0), utilizando las condiciones éptimas para cada
miRNA, mencionadas anteriormente en las secciones 3.4.1y 3.4.2.

En general, tanto los productos PCR como RFLP se cargan en geles de agarosa, matrices
tridimensionales constituidos por poros cuya funcion es separar las moléculas en funcién a su masa
y carga. A la hora de cargar las muestras de ADN en el gel, se utiliza un tampdn de carga
compuesto normalmente por agua, sacarosa y un colorante (en nuestro caso utilizamos azul de
bromofenol) y de esta manera, aplicando un campo eléctrico, se consigue que las moléculas de
ADN migren hacia el polo positivo. Para que estas bandas sean visibles en los geles, éstos suelen
teflirse con un intercalante del ADN, siendo el bromuro de etidio el que mas se utiliza. Finalmente,
es necesario afiadir un tampén de elevada fuerza ionica para que la conductancia eléctrica sea
elevada y se genere una importante cantidad de calor (en nuestro caso utilizamos el TBE).



En nuestro caso, los productos PCR se cargaban en geles de agarosa de 2%, dejandolos migrar entre
20 y 30 minutos, y para poder verificar que las bandas obtenidas cuadraban con el tamafio del
amplicon, se cargaba también un marcador, $X174 RF DNA/Hae Il Fragments, constituido por
bandas cuyo peso molecular ya se conocia.

Sin embargo, en el caso de los productos RFLP, éstos se cargaban en geles de agarosa de 3% a lo
largo de una hora aproximadamente. En el caso del miR3656, se utilizé el mismo marcador que el
utilizado con los productos PCR, mientras que en el caso del miR3155a/miR3155b, se utilizd otro
marcador diferente para poder visualizar las bandas de menor peso molecular (25 bp DNA ladder).
Gracias a las bandas generadas en estos geles se pudo realizar el genotipado tanto de los pacientes
como de los controles para cada SNP de cada miRNA.

3.7 Andlisis estadistico

Una vez realizado el genotipado, se calcularon las frecuencias genotipicas de los pacientes y
controles, para poder asi realizar un analisis estadistico de cada SNP de cada miRNA. Gracias a los
datos obtenidos, se pudo determinar si las variaciones encontradas conferian mayor susceptibilidad
a desarrollar la enfermedad de la esclerosis maltiple o no.

4. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

4.1 Poner a punto la RFLP de los dos miRNA y separacién de fragmentos en geles de agarosa

4.1.1 miR3656 (MIuCl)

La amplificacion del gen que codifica el miR3656 se dio de manera adecuada en los 11
controles positivos, pero en el caso de las muestras 3, 4 y 10, se obtuvieron bandas mas
débiles. Estas tres muestras tenian el mismo genotipo (homocigotos para C), pero como no
eran los Unicos que cumplian con esta caracteristica, se prosiguié a trabajar con las 9
muestras restantes con las que se obtuvo una buena amplificacion. En el caso del control
negativo, no se observo ninguna contaminacidn, por lo que la PCR se consider6 valida.

Con el primer RFLP (0.5 ul enzima, 5 pl producto PCR, 37°C y 3 h) que se realiz6 no se
consiguieron buenos resultados. El patrén que se identifico para la muestra nimero dos fue
el de un homocigoto para T, mientras que en los datos guardados aparecia que esta muestra
era heterocigoto para el SNP de este miRNA. Por lo tanto, las condiciones de esta RFLP no
fueron buenas, ya que la enzima no corté bien en dichas condiciones.

A partir de este punto, en vez de trabajar con 9 controles positivos se decidio trabajar
Unicamente con tres, para evitar el gasto innecesario de las muestras de ADN de los
controles positivos: muestra ndmero 1 (homocigoto para C), muestra ndmero dos
(homocigoto para T) y muestra nimero siete (heterocigoto).

Con las condiciones del segundo RFLP (0.5 pl enzima, 5 pl producto PCR, toda la noche
y 37 °C) tampoco se obtuvieron buenos resultados. Observando el gel se determinaba que
las tres muestras tenian el mismo genotipo, cosa que no era asi, por lo que se tuvo que
realizar otra RFLP con nuevas condiciones (1 pl enzima, 5 pl producto PCR, toda la noche
y 37°C). En este caso, los genotipos que se identificaron fueron los correctos, pero las
bandas eran muy débiles.

En las especificaciones de la enzima MIuCl indicaba que la relacion entre enzima/ADN
tenia que ser 1:1 (1 pl enzima/l1 pg ADN) y hasta entonces, las RFLP que habiamos
realizado tenian mayor cantidad de ADN que de enzima, ya que antes de realizar la PCR la



concentracion de ADN era de 100 ng/ pl, es decir, 0.1 pg/ pl de ADN, y la cantidad de
producto PCR que afiadiamos era 5 pl, por lo que estdbamos utilizando mas de 0.5 pg de
ADN en cada RFLP:

» Primer RFLP: 0.5 pl enzima/ més de 0.5 ug de ADN/3h
» Segundo: 0.5 pl enzima/ mas de 0.5 pg de ADN/ toda la noche
» Tercero: 1 pl enzima/ méas de 0.5 ug de ADN/ toda la noche

Las condiciones de la tercera RFLP eran las que mas se ajustaban a las de las
especificaciones y con las que obtuvimos buenos resultados, pero bandas débiles. Por ello,
se realiz6 una cuarta RFLP (0.5 pl enzima, 1 pl producto PCR (mas de 0.1 ug de ADN), 3
h y 37 °C) con las mismas condiciones que la tercera, pero en este caso disminuyendo la
cantidad de producto PCR, ya que sale mas rentable disminuir la cantidad de ADN que
aumentar la cantidad de enzima. Esa vez, la intensidad de las bandas fue adecuada y los
genotipos coincidieron. A pesar de obtener estos resultados, se realizé una Gltima prueba
(0.1 ul enzima, 1 pl producto PCR (mas de 0.1 ug de ADN), toda la noche y 37 °C) para
ver si la enzima funcionaba en menores cantidades, sin cumplir del todo con la relacion 1:1
enzima/ADN. Analizando los resultados, se demostré que la enzima no cortaba en estas
cantidades, por lo que fueron las condiciones de la cuarta RFLP las que se determinaron
como validas y las que a posteriori se utilizaron para realizar las RFLP de los 285 pacientes
y 285 controles.

4.1.2 miR3155a/miR3155b (NlalV)

La amplificacién de este gen se realiz6 sin ningln problema obteniendo buenos resultados,
por lo que se procedi6 a realizar la primera RFLP (0.1 pl de 1000 unidades/mL de enzima,
1 pl producto PCR, toda la noche, 37°C) utilizando los productos PCR de los tres controles
positivos anteriormente amplificados, y un control negativo (H,0).

Después de realizar la separacion de los fragmentos en un gel de agarosa de 3%, no se
observaron todas las bandas que se tenian que visualizar (no aparecieron las bandas de bajo
peso molecular). Por ello, en la segunda RFLP (0.5 pl de 1000 unidades/mL de enzima, 1
pl producto PCR, 3h, 37°C) se decidié disminuir el tiempo de incubacion, pensando que la
inespecifidad de la enzima podia haber aumentado a causa del tiempo de incubacién que se
utilizé en el ensayo anterior (toda la noche). En este caso, se realizaron dos fotos, una, al
cabo de 20 minutos de haber cargado las muestras, para ver a ver si se podian distinguir las
bandas de menor peso molecular, y otra, al cabo de 50 minutos. En la primera foto, no se
logré observar ninguna banda pequefia, pero, en la segunda, si. Aln y todo, éstas tenian
muy poca intensidad.

Las especificaciones de la enzima NlalV indicaba que la enzima era eficaz cuando se
cumplia la relacion 10:1 enzima/ADN (10 unidades de enzima para 1 pg de ADN).
Nosotros hasta ahora habiamos afiadido 0.1 y 0.5 pl de 1000 unidades/mL de enzima, es
decir, 0.1 y 0.5 unidades de enzima; y 1 pl de producto PCR, es decir, mas de 0.1 pg de
ADN, teniendo en cuenta que la concentracion del ADN era de 100 ng/ pl antes de realizar
la PCR.

Por lo que en las RFLP que habiamos realizado la cantidad de ADN era mayor 0 mas o
menos igual que la de la enzima afiadida, mientras que en el panfleto ponia que la cantidad
de la enzima tenia que ser 10 veces mayor que la del material genético. Por ello, en la
tercera RFLP (1 pl de 1000 unidades/mL de enzima (1 unidad de enzima), 3 pl producto
PCR (més de 0.3 pg de ADN), 3h, 37°C) que realizamos aumentamos la cantidad de la
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enzima respecto al del ADN. No obstante, las bandas de abajo obtenidas en este caso
seguian teniendo poca intensidad.

Ante la dificultad de conseguir buenos resultados, se decidié aumentar la cantidad del
material genético, para analizar a ver si de esta manera se conseguia obtener unos resultados
mas claros, variando también la cantidad de la enzima:

» Cuarta RFLP: 0.1 pl de 1000 unidades/mL de enzima/ 10 ul producto PCR
» Quinta RFLP: 0.5 pl de 1000 unidades/mL de enzima/ 10 ul producto PCR
» Sexta RFLP: 1 pl de 1000 unidades/mL de enzima/ 10 pl producto PCR

*En los tres casos se realiz6 una incubacién de tres horas con una temperatura constante de
37°C.

Una vez realizadas las tres RFLP, los productos se cargaron en un gel de agarosa de 3%. En
los tres casos, la obtencién de bandas y sus intensidades fueron adecuadas, pero, analizando
los resultados, se determind que las condiciones de la quinta RFLP eran las 6ptimas para
trabajar a posteriori con las muestras de los 285 pacientes y 285 controles, ya que la
claridad de las bandas de la quinta RFLP era mayor que las de las otras dos, por lo que se
diferenciaban mejor los diferentes genotipos.

4.2 Genotipado de pacientes y controles

4.2.1 PCR v separacion de fragmentos en geles de agarosa de los dos miRNA

4.2.1.1 miR3656

Las seis PCR que se realizaron para amplificar el gen del miR3656 de todos los pacientes
(n=285) y controles (n=285), obtuvieron resultados satisfactorios. Los controles negativos
no presentaron ninguna contaminacion y el tamafio de las bandas obtenidas coincidia con el
del amplicén (408 bp) previamente observado en los controles positivos a la hora de poner a
punto las RFLP (Figura 2).
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Figura 2. Esta imagen muestra los resultados de la amplificacion del gen del miR3656 de
una de las seis PCR realizadas. La flecha roja remarca que no ha habido ninguna
contaminacién en el pocillo del agua (control negativo), por lo que la PCR se determind
como valida.
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4.2.1.2 miR3155a/miR3155b

En el caso de la amplificacion de este miRNA, en los seis PCR realizados (pacientes y
controles) se consiguieron buenos resultados, tal y como se puede apreciar en la siguiente
imagen (Figura 3). No se observd ninguna contaminacién en los pocillos del agua (controles
negativos), y el tamafio de las bandas generadas coincidia con el anteriormente observado
en la puesta a punto de las RFLP, por lo que se decidi6 continuar con el trabajo.
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Figura 3. Esta imagen nos muestra los resultados de la amplificacion del gen del
miR3155a/miR3155b de una de las seis PCR llevadas a cabo. En este caso también, la
flecha roja remarca que no ha habido ninguna contaminacion en el pocillo del agua (control
negativo).

4.2.2 RFLP e identificacién de patrones en geles de agarosa

4.2.2.1 miR3656

Las seis RFLP que se realizaron posteriormente a la amplificacién del gen del miR3656,
tanto de los controles como de los pacientes, dieron buenos resultados, pudiendo asi realizar
su genotipado respecto al SNP que se encuentra en este miRNA (Figura 4).

Figura 4. Uno de los resultados obtenidos al realizar la RFLP y la identificacion de
patrones mediante electroforesis del miR3656. La flecha roja remarca que no ha habido
ninguna contaminacion en el pocillo del agua (control negativo).

Teniendo en cuenta estos datos, se realizo el genotipado tanto de los 285 pacientes como de
los 285 controles para el SNP de este miRNA, a pesar de que algunos de ellos no se
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pudieron genotipar debido a la evaporacidn que sufrieron algunas de las muestras a la hora
de llevar a cabo o bien la PCR o bien la RFLP. He aqui los resultados que se consiguieron:

Tabla 4. Resultados obtenidos tras realizar el genotipado de los pacientes y controles.

223 51 3 277
198 50 4 252
421 101 7 529

Como se puede observar en esta tabla, en total se evaporaron 41 muestras, 33 en el caso de
los pacientes y 8 en el de los controles. Por lo que a posteriori, a la hora de llevar a cabo el
analisis estadistico, los calculos se realizaron partiendo de 529 muestras y no de 570.

4.2.2.2 miR3155a/miR3155b

En cuanto a este miRNA, las RFLP que se realizaron también obtuvieron buenos resultados,
pudiendo asi realizar el genotipado del SNP que se localiza en este gen, tanto en el caso de
los pacientes como en el de los controles (Figura 5).

= Z52 R = TR e Sl =
‘ “ CEE S PR

3 R Yo 0\ P 2y  — : ~—r— £ -
:232::!ltllll!%z!:l:l:;:z:::zggggggggggszégzzz_

Figura 5. Figura representativa de las RFLP realizadas tanto con los pacientes como con
los controles. La fecha roja indica que el pocillo del agua (control negativo) no esta
contaminado, por lo que la RFLP se consider6 como buena.

Teniendo en cuenta estos datos, se realizo el genotipado de los 285 pacientes y de los 285
controles. En este caso, como en el anterior, también se evaporaron algunas de las muestras
a la hora de realizar la PCR o la RFLP, por lo que no se pudo realizar el genotipado de las
570 muestras. He aqui los resultados que se obtuvieron respecto al SNP de este miRNA:
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Tabla 5. Resultados del genotipado del SNP del miR3155a/miR3155b en los pacientes y
controles a estudio.

163 90 26 279
143 79 16 238
306 169 42 517

Como se puede observar, 53 muestras se evaporaron, 6 de ellas en el caso de los controles y
47 en el de los pacientes. De modo que a la hora de realizar el andlisis estadistico, se
realizaron los calculos con 517 muestras, en vez de con 570.

4.3 Analisis estadistico

Introduciendo los datos obtenidos en el sistema SAS, se realiz6 el analisis estadistico para cada
miRNA. En el caso del miR3656, el sistema indicaba que no era fiable realizar el calculo del Chi-
cuadrado, ya que para llevar a cabo este test es necesario que todas las celdas tengan una frecuencia
esperada mayor que 5, y en este caso, el 33% tenia una cantidad menor que dicho nimero (sz =
0.4569 , p= 0.7958). Por ello, en este caso se realizo el test exacto de Fisher con el que obtuvimos
un valor de p parecido, p = 0.791.

En cuanto al miR3155, como todas las celdas tenian una cantidad mayor que 5 se pudo realizar sin
ningun problema el célculo del Chi-cuadrado (sz =1.1600, p=0.5599).

Como conclusion, en ambos casos se determina que las diferencias entre las frecuencias genotipicas
de los pacientes y controles no es suficientemente relevante para que tengan una significancia
estadistica, por lo que la hipétesis de este proyecto queda anulada, ya que las variaciones (SNP)
encontradas en los dos miRNA no estan sobre representadas de manera significativa en la poblacién
de esclerosis multiple. Por ello, determinamos que estas dos variaciones no confieren una mayor
susceptibilidad a padecer dicha enfermedad, por lo que habra que seguir trabajando en la busqueda
de nuevos factores genéticos.
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