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RESUMEN

Introduccion:

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria créonica del SNC de
naturaleza autoinmune que produce desmielinizacién y dafio axonal. Su etiologia
no es del todo conocida aunque se sabe que distintos factores genéticos vy
ambientales contribuyen a la susceptibilidad a esta enfermedad. Tampoco se
conocen los mecanismos inmunoldgicos que juegan un papel importante en la EM.
Aunque distintos trabajos han estudiado las diferencias entre la EM y otras
patologias no inflamatorias, las diferencias con otras patologias inflamatorias no se
han estudiado en profundidad. Tampoco se conocen los factores inmunolégicos que
se asocian con el dafio axonal, la variable responsable de la discapacidad en la EM.
Ademas, durante la evolucidn de la enfermedad, parecen existir dos fases. En al fase
inicial predomina la inflamacidn, asociada a desmielinizacién y dafio axonal. En la
segunda fase, que en la un principio se solapa con la primera, habria una respuesta
inflamatoria compartimentalizada, y una activacidn crénica de la respuesta inmune
innata. Sin embargo, quedan por explorar las los cambios en distintas

subpoblaciones celulares asociados a la edad en esta patologia.

Aproximadamente un tercio de los pacientes con EM muestra bandas oligoclonales
IgM (BOC-M+) en LCR frente a lipidos. Multiple trabajos han demostrado que estos
anticuerpos son un biomarcador que se asocia con un mal prondstico de la
enfermedad. Sin embargo se desconoce su asociacibn con marcadores de
inflamacién y neurodegeneracién en la enfermedad vy si la presencia de estos

anticuerpos condiciona la inmunosenescencia en la EM.
Objetivos:

El primer objetivo del estudio fue identificar en LCR, las poblaciones celulares que
diferencian a los pacientes con EM frente a otras enfermedades neuroldgicas del
SNC. En segundo lugar, investigamos la asociacion entre el dafio axonal y
marcadores clinicos, radiolégicos y su relacién con mecanismos inmunoldgicos. En
tercer lugar, estudiamos los mecanismos inmunoldgicos en pacientes clasificados de
acuerdo a la presencia o ausencia de BOC-M. En cuarto lugar, exploramos los

cambios en la respuesta inmunolégica en la EM asociados a la edad. Por ultimo,
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RESUMEN

estudiamos la presencia de linfocitos B productores de IgM en tejido post mortem y

su asociacion con la progresién de la enfermedad.
Material y métodos:

Se obtuvieron muestras de LCR y suero en 121 pacientes con EM, 37 pacientes con
otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias (OENI), 29 pacientes con otras
enfermedades neuroldgicas no inflamatorias, 66 pacientes con sindrome
neurolégico aislado (SNA) y 30 pacientes sin patologia neurolégica. De los pacientes
con EM se recogieron los datos clinicos y radiolégicos en el momento de la PL. Se
obtuvo tejido cerebral (necropsia) de 10 casos con EMSP y 5 casos sin patologia
neuroldgica. La detecciéon de bandas oligoclonales I1gG e IgM se realizd por
isoelectroenfoque e inmunodeteccién. El estudio de poblaciones leucocitarias se
realiz6 mediante la tincién de antigenos de superficie por citometria de flujo. Para
la evaluacién de produccion intracelular por linfocitos T de citoquinas se realizaron
cultivos celulares y se analizaron las subpoblaciones productoras de citoquinas
mediante citometria de flujo. Se cuantificaron mediante ELISA los niveles de la
cadena ligera de neurofilamentos, chitinase-3 like 1, activina A, SOD, 8-isoprostano
y los titulos de anticuerpos frente a CMV. Se estudiaron mediante
inmunohistoquimica las lesiones desmielinizadas, la actividad inflamatoria, las

células plasmaticas y los plasmablastos IgG e IgM en el tejido.
Resultados:

Encontramos que los pacientes con EM muestran un nimero mayor de linfocitos T
CD8 productores de IFN-y y TNF-a y linfocitos B que otras enfermedades

neuroldgicas inflamatorias y no inflamatorias.

A continuacidn, cuantificamos los niveles de la cadena ligera de los
neurofilamentos, un marcador de dafio axonal en 127 pacientes con EM y 30 sin
patologia neuroldgica. Los valores de este grupo nos permitieron establecer un
punto de corte para establecer niveles normales y elevados. Encontramos que
niveles elevados de esta proteina en LCR identificaban a aquellos pacientes que

tenian mayor carga lesional y discapacidad. También los niveles elevados de Nf-L
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predicen de forma precoz la aparicion de un nuevo brote en pacientes con

sindrome neuroldgico aislado.

Cuando estudiamos parametros inmunoldgicos asociado a los valores de
neurofilamentos, encontramos que la presencia de BOCM+ se asocia con niveles
mas elevados de Nf-L, lo que muestra que estos anticuerpos podrian tener un

efecto deletéreo en el tejido.

En el estudio de mecanismos asociados a la presencia BOCM+ encontramos que
estos pacientes muestran niveles elevados de chitinase 3-like 1, una proteina
asociada con la activacion de astroglia y astrocitos. Ademds, muestran mayor
numero de linfocitos T CD4 y CD8 en LCR, y un aumento en la respuesta Thly Th22.
Las respuestas B T dependiente e independiente también estan aumentada en este
grupo de pacientes, que en particular mostraron un aumento de linfocitos B de

memoria y de plasmablastos CD5+.

Cuando estudiamos elo efecto de la edad en la respuesta inmune dentro del
sistema nervioso central, observamos un aumento de activina A, una citoquina
asociada con la respuesta M1 en macréfagos y microglia en todos los pacientes.
Ademas, los pacientes sin BOC-M mostraron una disminucién en la respuesta
adaptativa en LCR. Disminuyd el nimero de linfocitos T CD+, CD8+ y linfocitos B y el
numero de linfocitos T CD4+ produciendo THF alfa e IL-22 y CD8+ produciendo
perforina y las células dendriticas mieloides y plasmacitoides. Ademas, en estos
pacientes se incrementan con la edad los niveles de chitinase-3 like 1, otra proteina

asociada a la activacién de la respuesta inmune innata en el SNC.

Por el contrario, en los pacientes BOCM+ sélo se observd un aumento de
superdxido dismutasa con la edad, es decir, un aumento del estrés oxidativo

mientras que la respuesta inmune adaptativa en LCR no cambié con la edad.

Observamos que los 40 afios, es la edad en la que se comienza a detectar los
cambios anteriores en ambos grupos. En los pacientes BOCM- a partir de los 40
afos aumentan los titulos de anticuerpos frente a CMV, lo que sugiere que los

cambios observados podrian deberse a una inmunosenescencia prematura.
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Por ultimo, detectamos plasmablastos IgM y células plasmaticas en las meninges en
casos con EMSP. Solamente los plasmablastos IgM se asociaron con la presencia de

foliculos linfoides ectdpicos y mayor progresién de la enfermedad.
Conclusiones:

Los resultados de nuestro trabajo, han mostrado que los linfocitos T CD8
productores de citoquinas pro-inflamatorias y linfocitos B, estdn aumentados en la
EM en comparaciéon con otras enfermedades inflamatorias. Estos resultados
sugieren que podrian tener un papel relevante en la fisiopatologia de la

enfermedad.

Asi mismo, hemos mostrado que los niveles de Nf-L en LCR son un buen marcador
de dafio axonal. Hemos establecido un punto de corte que permitira usarlos en la
practica clinica diaria como biomarcador para identificar aquellos pacientes con
mayor discapacidad, actividad en resonancia magnética y mayor probabilidad de

padecer en segundo brote tras un primer episodio de caracter desmielinizante.

Hemos encontrado una estrecha relacién entre la presencia de BOC-M+ y los niveles

Nf-L, implicando a estos anticuerpos en el dafio axonal.

La presencia de BOC-M ademds, se asocia con una producciéon mayor de citoquinas
pro-inflamatorias en LCR por linfocitos T CD4 y CD8, y una mayor respuesta
humoral. Estos pacientes a su vez tienen aumentados los niveles de CH3L1, lo que
sugiere que también hay una mayor activaciéon de las células del sistema inmune

innato del SNC.

La edad influye en la respuesta adaptativa en los pacientes BOC M- en LCR,
disminuyendo los linfocitos T, B y células dendriticas. Por contra, aumentan las
moléculas asociadas a la activacién del sistema inmune innato en el SNC, y los
titulos de anticuerpo frente a CMV. Estos datos podrian indicar que estos pacientes
sufren una inmunosenescencia prematura. En cambio, en pacientes BOC M+, la
edad no afecta a la respuesta inmunoldgica de LCR, pero aumentan los niveles de

superoxido dismutasa, lo que implica mayor estrés oxidativo.
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A partir de los 40 afios se empiezan a observar los cambios en los mecanismos
efectores en los pacientes BOC M-. Este estudio ha contribuido a entender como
cambia la respuesta inflamatoria con la edad en la EM. Esto puede ser importante
en el futuro a la hora de considerar la eleccion o cambios del tratamiento en esta

enfermedad.

Por ultimo, la presencia de plasmablastos IgM en las meninges en casos de EMSP se
asocia con mayor desmielinizacidn cortical y progresion de la enfermedad. Este
hallazgo apoya el papel de la IgM en la patologia de la enfermedad, y su asociacién

con un curso mas agresivo de la misma.

33



RESUMEN

ABSTRACT

Background

Multiple Sclerosis is a chronic inflammatory autoimmune disease of the central
nervous system that causes demyelination and axonal damage. MS etiology remains
unknown but genetic and environmental factors contribute to MS susceptibility. In
addition, little is known about the immunological mechanisms playing an important
role in the disease. Several reports have compared MS with non inflammatory
diseases but differences with other inflammatory diseases have not been fully
elucidated. The immunological mechanisms associated to axonal damage, the cause
of the disability in MS, also remain unknown. On the other hand, it was suggested
that MS is a two-phase disease. In the first one, the adaptive and innate immune
responses mediate acute inflammation linked to demyelination and axonal damage.
It is proposed that the second phase mainly show chronic activation of the innate
immune response and a compartmentalized inflammation. However, aging effects

in cell subsets remain unexplored.

Around 30% of MS patients have oligoclonal IgM bands (OCB-M+) in the
cerebrospinal fluid (CSF) that recognize lipids. Several reports have proven that
these antibodies are a biomarker of poor disease outcome. However, little is known
about it association with inflammatory and neurodegenerative markers in the

disease and with immunosenescence.

Objective:

We first aimed to investigate whether there is a different leukocyte profile in CSF of
MS patients compared to other neurological pathologies. Second, we studied the
relationship of axonal damage with clinical and radiological biomarkers and its
association with different immunological mechanisms. Third, we explored the
immunological mechanisms present in MS patients classified according to their
OCB-M status. Next, we evaluated aging effects on the immune response taking
place in MS. Finally, we studied the presence of B-lymphocytes secreting IgM in

brain tissue (necropsies) of MS cases and their association with disease progression.
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Material and Methods:

We collected serum and CSF samples from 127 consecutive MS patients, 37 with
other inflammatory neurological disease (IND), 29 with non-inflammatory
neurological diseases (NIND), 30 patients without neurological disease and 66
patients with clinically isolated syndromes (CIS). Clinical and radiological data of MS
patients were obtained. IgM and IgG OCB were studied by isoelectrofocusing and
immunoblotting. Immnophenotyping of CSF leukocyte subsets was analized by flow
cytometry. Intracellular cytokine production by T cells was assessed by cell culture
and flow cytometry. Levels of light chain neurofilament (NfL), superoxide dismituse,
8-isoprostane, activin A, chitinise-3 like 1 and antibodies against cytomegalovirus
were studied by ELISA. Detection of demyelinating lesions, inflammatory activity,
plasmablast and plasmatic cells in brain tissue was performed by

immunohistochemistry.

Results:

MS patients showed increased number of CD8 T cells secreting TNF-a and INF-y and
B cells compared to other inflammatory and non-inflammatory neurological

diseases.

Next, we determined the levels of light chain neurofilament in 127 MS patients and
30 patients without neurological pathology. The control group values allowed
setting a cut-off to establish high and normal levels of this protein in the CSF. High
levels of this protein identify MS patients with increased MRI lesion load and
disability. In addition, they predict the earlier onset of a new relapse in patients

with a clinical isolated syndrome.

The presence of OCMB associated with increased levels of CSF NFL, suggesting that

these antibodies could exert a deleterious effect in the brain tissue.

Next, we studied the mechanisms associated to the presence of OCBM+. OCBM+
patients showed elevated levels of chitinase 3-likel, a protein associated to
microglia and astrocyte activation. Moreover, these patients showed higher

numbers of CD4 and CD8 T cells in the CSF and increased Thl and Th22 responses.

35



RESUMEN

They also showed increased numbers of T independent and dependent B cells,

particularly those with memory phenotype and plasmablasts expressing CD5+.

Further, we explored the effect of aging on the immune response in the central
nervous system. MS patients showed an age-related increase of Activin A, a protein
associated to M1 response produced by macrophages and microglia. When
analyzed adaptive immune response we found differences related to the OCBM
band status. Patients who lacked OCBM showed a decline of the adaptive immune
response in the CSF. The number of CD4+, CD8+ T cells, B cells and dendritic cells,
and the number of CD4+ T cells producing TNF-a and IL-22 and CD8+ producing
perforin, significantly diminished with aging. In this group of patients, we also found

increased levels of chitinase-3 like 1.

In contrast, OCBM+ patients did not show any changes in the CSF adaptive immune
response with aging. We only observed an increase of superoxide dismutase with

aging, meaning that oxidative stress is up-regulated with age in these patients.

We also found that 40 years is the time point where the the aging effects could be
observed. At this age, we also found increased titers of antibodies against
cytomegalovirus in BOCM- patient sera, suggesting that the aging effects could be

cause by a premature immunosenescence.

Finally, we have detected IgM plasmablasts and plasmatic cells in the meninges of
SPMS cases. IgM plasmablasts were associated with the presence of ectopic

lymphoid follicles and disease progression.

Conclusions:

MS patients showed higher CSF numbers of B-lymphocytes and of CD8+ T cells
producing inflammatory cytokines compared to other neurological diseases, which

suggests that these cells could have an important role in the underlying pathology.

On the other hand, we showed that Nf-L levels in the CSF are a good biomarker of
axonal damage. We established a cut-off that allow the use of this biomarker in

daily clinical practice to identify patients who will have more lesional load and
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higher disability suffer early a second relapse after an isolated demyelinating

episode.

The presence of OCBM associates with higher Nf-L levels. This reinforces the
relationship found between intrathecal IgM synthesis and axonal damage. OCBM
also associate with higher production of pro-inflammatory cytokines by T
lymphocytes in the CSF, higher numbers of B cells and increased activation of the
innate immune response in the CNS. This response is maintained with age. By
contrast, OCBM- patients suffer a premature immunosenescence, with a drastic
drop of the adaptive immune response. Changes can be observed since the age of

40.

This work contributed to understand the shift on the inflammatory response
associated with aging in MS. This could be an important factor in the future for

accurate therapeutic decisions.

Finally, the presence of IgM in the meninges on SPMS patients linked to disease
progression supports the role of the IgM on the pathology of the disease and the

association with a poor outcome.
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La esclerosis multiple es una enfermedad crénica del sistema nervioso central (SNC)
que afecta aproximadamente a 2.5 millones de individuos en el mundo. Se
caracteriza por presentar inflamacién, desmienilizaciéon, y neurodegeneracion,
causa del déficit permanente de los pacientes. Principalmente, la enfermedad
afecta a adultos jévenes (20-40 afios), y su prevalencia es mayor en mujeres, con un

cociente aproximadamente de 2-3:1.

El impacto social y econdmico de la enfermedad es muy alto al ser 30 afios, la media
de comienzo de la enfermedad, una edad decisiva para la vida laboral y

planificacion familiar.

La mayoria de los pacientes debutan con la forma recidivante-remitente (RR), en el
que las recidivas son seguidas por periodos de remisién completa o parcial. De los
pacientes con EMRR, el 65% evolucionan a una fase secundaria-progresiva,
caracterizada por un aumento gradual de la discapacidad con o sin recidiva
ocasional. Aproximadamente el 10% de los pacientes con EM, presenta un curso
progresivo desde el comienzo, acompaifiando en ocasiones para actividad clinica o
radiolégica. Lo que realmente caracteriza esta fase es el empeoramiento de la

discapacidad independiente de la actividad.

La presentacién de la enfermedad es heterogénea, pudiendo iniciarse sintomas
sensoriales visuales, disfunciones motoras, fatiga y déficits cognitivos.[1] Las
manifestaciones clinicas se correlacionan con la localizacién de las lesiones en el
SNC. También hay gran disparidad entre pacientes en el curso de la enfermedad
(gravedad vy frecuencia de los brotes y evolucién de la discapacidad). La
heterogeneidad también se observa en la histologia de la enfermedad, los patrones
de desmienilizacidn son diferentes en los distintos pacientes.[2] Las razones por las

que esto ocurre se desconocen aun en parte.
1.1 HISTORIA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE:

Las primeras descripciones de la EM se deben a Robert Carswell en el ano 1838 y a

Jean Cruveilhier en el afio 1841.[3, 4] Sin embargo, fue Jean-Martin Charcot (1825-
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1893) quien realizé la primera descripcion clinica completa de la enfermedad vy la

primera correlacidon anatomoclinica.[5]

Las primeras hipodtesis acerca de la etiologia de la EM las realizé Pierre Marie en el
afo 1884, sugiriendo un origen infeccioso tras observar que la sintomatologia de Ia
enfermedad se agudizaba después de infecciones o estados febriles.[6] El concepto
de EM como enfermedad autoinmune lo introdujo Thomas River el afio 1935, tras
conseguir un modelo experimental de la esclerosis multiple, encefalitis autoinmune
experimental (EAE), mediante la inoculacion de tejido neural en animales de
experimentacion.[7] Dichas investigaciones se respaldaron tras el estudio del
liquido cefalorraquideo (LCR). La técnica de la puncién lumbar fue introducida por
Quinke y Winter a finales del siglo XIX. [8, 9] Kabat et al. en 1942, fueron los
primeros que encontraron un aumento de IgG en LCR mediante técnicas de

electroforesis.[10]

Desde el punto de vista clinico, un hecho importante, fue la introduccion de Kurtzke
en el ano 1955 de una escala que permitia medir el grado de afectacion del
paciente. [11] Ademads, la introduccion de la resonancia magnética (RM), ha
constituido uno de los grandes avances, permitié identificar las lesiones

desmienilizantes en el sistema nervioso central.[12]
1.2. EPIDIEMOLOGIA

La prevalencia de la enfermedad varia considerablemente en todo el mundo, siendo
las zonas mas afectadas Europa, Estados Unidos, Japdn, Australia y Nueva Zelanda.
La mayor frecuencia de la enfermedad se da entre los 40 y 602 de latitud norte y
ocurre algo similar en el hemisferio sur. Kurtzke fue el primero en describir las
distintas zonas de prevalencia en los afios 1970-1980, zonas de riesgo alto (>30
casos por cada 100 000 habitantes), de riesgo medio (de 5 a 25 casos) y de riesgo
bajo (<5 afos).[13] La tasa de prevalencia ha aumentando desde esta primera
clasificacién y actualmente se clasifica de la siguiente forma: alto >100, medio de 50

a 100y bajo <50.
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En el sur de Europa y en Espaia la prevalencia ha aumentando en las dos ultimas
décadas a expensas casi exclusivamente de las mujeres. En Espafia la prevalencia se
sitia alrededor de los 100-125 casos por cada 100.000 habitantes, por lo que se

incluye dentro de los paises con prevalencia alta.[14, 15]
1.3 ETIOLOGIA

A pesar de que se desconoce la causa exacta que desencadena la enfermedad, la
informacién de la que se dispone permite agrupar a la EM dentro de las llamadas
enfermedades con fisiopatologia autoinmune. Se sabe que el origen de la
enfermedad es multifactorial, intervienen tanto factores ambientales como

genéticos. El reto actual es saber que factores contribuyen en cada categoria.
1.3.1 Factores genéticos:

La idea de que los factores genéticos podrian estar involucrados en la enfermedad
se planted con los estudios de agregacién familiar.[16] El riesgo de padecer EM
ajustado por edad varian dependiendo del parentesco con el enfermo estudiado.
[17] Mientras que para la poblacidn general es de alrededor del 0,1%, los familiares
en primer grado de los pacientes con EM tienen un riesgo del 3 al 5%.[18] que
aumenta hasta el 30% en gemelos monozigéticos.[19] Sin embargo, los hijos
adoptivos y los esposos de los sujetos afectados no tienen mayor riesgo de padecer
EM que la poblacién general. [20] Todo lo anterior demuestra que el riesgo de
padecer EM es multifactorial y que los factores genéticos per se no justifican la

aparicion de la enfermedad.

Hace mas de treinta anos se describid la primera asociacién genética de la EM con
el complejo mayor de histocompatibilidad localizado en el cromosoma 6.[21] La
region de clase Il de este sistema se asocia fuertemente con la EM, en particular el
alelo HLA-DR2 y su correspondiente haplotipo DR15.[22, 23] En el ultimo GWAS,
encontraron que el alelo HLA-DRB15*01 tenia la mayor asociacion con la

enfermedad.[24]

Ademas de los genes localizados en la regiéon HLA, hay multiples genes que se

asocian de forma modesta con la susceptibilidad de padecer la enfermedad. La
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mayoria de los genes identificados estan relacionados con el sistema inmune, sobre
todo con moléculas involucradas en la proliferacidon y activacién de linfocitos T.
Entre ellos destacan el receptor de TNF 1 (TNFR1)[25], el gen que codifica la cadena
a de lalL-2 [26-28] e IL-7 [29] o la sefializacidn por Nf-kB.[30]

1.3.2 Factores ambientales:

Los factores genéticos solo podrian explicar una pequefia proporcion de las
variaciones que hay en la prevalencia de la enfermedad. Esta también se puede
asociar con la exposicion a diversos factores ambientales como la exposicidn solar,

la infeccion por el virus Epstein Bar o HHV-6, tabaco, vitamina D entre otros.[31]

La vitamina D es de uno de los factores ambientales que mas se ha asociado con la
esclerosis multiple en los ultimos afios.[32] Son muchas las evidencias que apoyan
el papel de la vitamina D como factor protector a padecer la enfermedad. Se ha
observado que existe una correlacién inversa entre la prevalencia de EM vy la
exposicion solar y los niveles de vitamina D.[32] Esta correlacion parece deberse a
su metabolito activo la 25-hydroxivitamina.[33] Ademas, niveles bajos de esta
vitamina también se han asociado con mayor actividad y progresién de la

enfermedad.[34, 35]

La posible asociacién de la enfermedad con agentes infecciosos, principalmente
virus, también se baraja en los estudios epidemioldgicos de la enfermedad.
Distintos datos demuestran una asociacion con el virus de Epstein-Barr(EBV).
Aunque el 90% de la poblacién general muestra anticuerpos frente EBV, titulos altos
de estos anticuerpos se han correlacionado con un riesgo mayor a padecer EM, al
igual que la co-infeccidn por dos cepas distintas del virus [36]o el haber padecido
mononucleosis infecciosa.[31, 37] Una hipétesis del posible efecto del EBV en la EM
es que la migracién al SNC de los linfocitos B infectados por este virus active a
linfocitos T efectores en las meninges y espacios perivasculares expresando
proteinas virales que podrian activar a linfocitos T efectores.[38, 39] Sin embargo,
todavia hay controversia sobre la presencia de RNA EBV en el tejido y LCR.[38] La

segunda hipodtesis postula que la infeccion por EBV provocaria una desregulacion
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del sistema inmune, ya que la infeccion por EBV también se ha asociado con el

riesgo a padecer otras enfermedades autoinmunes. [40]

La EM también se ha asociado con otro virus, entre ellos el Herpes virus 6 (HHV-6).
El DNA de este de virus se ha detectado tanto en el cerebro de pacientes con EM,
como en el LCR y suero de los pacientes.[41-44] La EM también se ha asociado con
otro virus, entre ellos el Herpes virus 6 (HHV-6). Ademas, nuestro grupo detectd la
presencia de IgG frente a proteina MCP del HHV-6 en LCR de pacientes con EM. Asi
mismo, los titulos de anticuerpos de este virus en suero se correlacionan con la

aparicion de un nuevo brote [45, 46]

Otro factor ambiental relacionado con la EM es el tabaco. El consumo de cigarrillos
aumenta la susceptibilidad de padecer la enfermedad.[47] Ademas, los fumadores
pueden experimentar una enfermedad mdas grave con mayor frecuencia de brotes y
mayor discapacidad.[48, 49] El riesgo de conversion a EMSP es mayor en los

pacientes fumadores. [50]

La obesidad también es un factor de riesgo de conversién a EM. Estudios
observacionales han mostrado como un indice de masa corporal (IMC) elevado en la
adolescencia y nifiez se asocia con mayor riesgo a desarrollar la enfermedad.[51,

52]

Habitos alimenticios como el alto consumo de sal se han asociado con la
enfermedad. El consumo de sal se ha correlacionado con un aumento en la
actividad clinica y en resonancia en adultos con EMRR. [53] Sin embargo, en EM
pediatrica no han encontrado asociacién entre consumo alto de sal y la tasa de

brotes.[54]

1.4 FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD:

Aunque el curso de la enfermedad y la sintomatologia son heterogéneos, se han
identificado distintos perfiles de presentacion y curso de la enfermedad que han

permitido clasificarla en distintas formas.[55]

45



INTRODUCCION

Se ha afadido el Sindrome clinico aislado (SNA), y se ha eliminado la EM progresiva

primaria. Todas las formas son subcategorizadas como activas y no activas.[56]

La EM activa se define como la aparicidon de una recaida clinica, o la presencia de
nuevas lesiones T2 o captantes de Gadolinio en T1, durante un periodo de tiempo

especificado, preferiblemente al menos un afio.

Una subcategoria adicional para los pacientes con EM progresiva diferencia entre
aquellos que han mostrado signos de progresion de la discapacidad durante un

periodo de tiempo determinado, y aquellos que se han mantenido estables.

El término “empeoramiento “se recomienda para describir a los pacientes cuya
enfermedad estd avanzando por cualquier razén, mientras que “progresion de la
enfermedad” debe reservarse para aquellos con enfermedad progresiva que estdn

progresando verdaderamente (frente al empeoramiento de una recaida).
1.4.1 Esclerosis multiple recidivante-remitente (EMRR)

La forma mas comun de presentacién de la enfermedad es la esclerosis multiple
remitente recidivante (EMRR). Afecta aproximadamente el 85% de los pacientes, se
caracteriza por episodios de disfuncién neurolégica seguidos de un periodo de
recuperacién completa o parcial. Los primeros sintomas suelen aparecer entre los
20 y 40 anos. Estos pacientes, como dijimos antes, se subdividen en aquellos que

tienen actividad clinica y/o radioldgica, y los que no siguen activos

Un grupo cada vez mas reducido de pacientes, cuando empieza la enfermedad no
cumple criterios de EM, es el llamado sindrome neurolégico asilado (SNA). Se
reconoce como tal la primera manifestacién clinica de la enfermedad que muestra
caracteristicas de desmielinizacion inflamatoria que podria ser EM, pero todavia no
cumple criterios de dispersién en tiempo. Cuando estos pacientes tienen nueva

actividad, pasan al grupo de EMRR
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Fenotipo recidivante: subclasificacion

Sindrome desmielinizante aislado
-No activo
-Activo
EMRR
-No activa
-Activa
1.4.2 Esclerosis multiple progresiva

En este grupo se incluyen las formas que antes se conocian como secundariamente
progresivas (aquellas que comienzan como formas con brotes) y primariamente
progresivas (caracterizadas por un comienzo progresivo de la enfermedad),
constituyen entre un 10-15% de los pacientes con EM). La EM progresiva suele
comenzar en la cuarta o quinta década de vida.[57] Se caracteriza por presentar
un empeoramiento gradual de los sintomas con o sin periodos de remisidn. Se
subdivide en activa o no activa a su vez dependiendo de si los pacientes presentan
actividad clinica (brotes) o en resonancia (nuevas lesiones en T2 o lesiones

captantes de gadolinio).[58]

Enfermedad progresiva. Sub-clasificacion:

-Activa y con progresion
-Activa pero sin progresién
-No activa pero con progresion

-No activa y sin progresion (enfermedad estable)
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1.5 DIAGNOSTICO

El diagndstico de la EM es fundamentalmente clinico, basado en sintomas y signos
de afectacién del SNC, que afectan diversos territorios, y espaciados en el tiempo
(lo que se denomina diseminacién espacial y temporal), siempre que hayan sido

excluidas causas alternativas.

No existe, en el momento actual, ninguna prueba patognomédnica de la
enfermedad. Hay numerosas enfermedades, localizadas o sistémicas, que afectan al
SNC, tanto clinica como radiolégicamente similares a la EM: infecciosas,
autoinmunes, metabdlicas, degenerativas que plantean un diagnostico diferencial, a
veces complejo, y para lo cual necesitamos ayuda de pruebas complementarias
inmunolégicas, microbioldgicas y bioquimicas, para descartar metabolopatias,

infecciones y otras enfermedades autoinmunes.

Existen pruebas paraclinicas esenciales para hacer el diagnostico mas certero,
precoz y preciso. Estas herramientas son el estudio del LCR, la RM cerebral y

medular, y los potenciales evocados.
1.5.1 Resonancia magnética:

La sensibilidad de la RM en la deteccion de las placas de desmielinizacién es de
alrededor del 95%. Sin embargo su eficacia estad limitada por su inespecificidad,
debido a que a veces no distingue entre lesiones por isquemia, edema, inflamacién
o desmielinizacién. A pesar de ello, las imagenes de RM permiten evaluar la
actividad de la enfermedad, su evolucidn clinica, la respuesta a tratamiento y el

grado de discapacidad del paciente.
1.5.2 Potenciales evocados:

Los potenciales evocados se utilizan para evaluar la conductividad de los impulsos
eléctricos en el SNC tras la estimulacion de un drgano sensitivo o sensorial
periférico. Estas seifiales se bloquean o se retardan cuando circulan a través de
fibras desmielinizadas, de manera que los potenciales evocados recogidos en esta

zona pueden encontrarse atenuados, ausentes o retrasados. Los potenciales
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evocados tampoco son especificos pero su utilidad se debe a que permite la
deteccion y determinaciéon de las lesiones en el SNC que no se manifiestan

clinicamente.
1.5.3- Estudio de LCR

El hallazgo fundamental en el LCR de los pacientes con EM es la deteccidon de
sintesis intratecal de IgG que se presenta en el 96% de los pacientes. La sintesis de
IgG dentro del SNC se puede estudiar por métodos cualitativos o cuantitativos. Los
métodos cuantitativos se basan en la determinacidn de una serie de indices Los mas
utilizados en la practica clinica son el indice cuantitativo de Tourtellote [59] y los
indices semicuantitativos de Reiber[60] y de Tibbling[61]. Todos ellos tienen en
cuenta la funcion de la barrera hematoencefalica al introducir en su férmula el
cociente de albumina LCR/suero que debe ser menor de 0.7 en individuos sanos. El

mas sencillo es el indice de IgG cuya férmula es:
(IgGLCR/IgGsuero)/(AIbuminaLCR/AIbuminasuero)

Los valores normales se situan entre 0.3-0.7. Por encima de 0.7 indican sintesis
intratecal de IgG. La albumina es una proteina que se sintetiza exclusivamente en el
higado y que sirve como indicador de la integridad de la barrera hematoencefalica
(BHE). Si aumenta la I1gG del LCR por difusion desde la sangre, también lo haria la
albdmina permaneciendo el cociente dentro de unos limites normales, entre 0.3-
0.7. Si en cambio, se produce una sintesis de IgG dentro del SNC tendremos niveles
aumentados de 1gG en LCR pero no de albumina de manera que se produce un

aumento del cociente por encima de 0.7.

Los métodos cualitativos son los mas sensibles y se basan en la deteccion de
bandas oligoclonales de IgG en el LCR de los pacientes. Sin embargo, al igual que el
resto de pruebas complementarias no es patognomodnico de la enfermedad.
Ademas de en la EM, también podemos encontrarnos con un patréon de bandas

positivo en algunas infecciones del SNC.
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1.5.4 Criterios diagnosticos:

A lo largo de los afios, ha habido diferentes propuestas de criterios diagndsticos
para la EM. Los mas utilizados fueron los establecidos por Poser et al (1983). Ante
las evidencias crecientes de la importancia de iniciar un tratamiento temprano, un
comité presidido por McDonald propuso nuevos criterios diagndsticos en el afo
2000. Actualmente se utiliza la revisién de los criterios diagnésticos de McDonald
2010.[62] Se basan en la diseminacion en espacio y en el tiempo de las lesiones,
valoradas mediante la aparicion de brotes o por RM. Esto ultimo ha acelerado el
diagnéstico de la enfermedad. La diseminacion en el espacio se puede demostrar
con la presencia de al menos dos lesiones en T2 en los territorios considerados
caracteristicos de la EM (yuxtacortical, periventricular, infratentorial y medular). La
diseminacion en el tiempo se demuestra por la aparicidon de una nueva lesién en T2
y/o una lesion captantes de gadolinio en comparacidn con una resonancia previa o

por la presencia simultanea en RM de lesiones captantes y no captantes.

Los ultimos criterios de McDonald dan una menor importancia al analisis de LCR, sin
embargo, esta prueba sigue siendo de gran utilidad para el diagnéstico de la EM y la
Unica herramienta para evidenciar el origen inflamatorio de la enfermedad. Es muy
util para diferenciarla EM de neuromielitis dptica y como factor de prondstico de
sindrome neurolégico aislado, en muchos casos tiene un valor predictivo mayor que

la RM.

1.6 NEUROPATOLOGIA:

La esclerosis multiple se caracteriza por la aparicién de lesiones focales que se
denominan placas, en la sustancia blanca y en las zonas corticales y subcorticales de
la sustancia gris, en las que hay una pérdida de mielina (desmielinizacién) con

preservacion relativa de los axones, con un grado variable de dafio axonal. [63-65]
1.6.1 Desmielinizacidn en la sustancia blanca:

Las lesiones en la sustancia blanca suelen ser multiples y se localizan en diferentes
zonas del SNC, son perivenulares y se localizan mas frecuentemente en zona

periventricular, nervio éptico y médula espinal. Su tamafio es variable, en general
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suele ser inferior a 1,5 cm de didmetro, y a veces suelen coalescer formando placas

de mayor tamafio. [66]

Las lesiones desmielinizantes se pueden clasificar en activas, cronicas
activas/inactivas y lesiones en remielinizacion o placas en “sombra”, que se hallan

en diferentes estadios evolutivos. [67]

Las lesiones activas se caracterizan por un importante infiltrado inflamatorio, en el
que estan presentes linfocitos T, linfocitos B, anticuerpos y macréfagos/microglia
activada. En ellas aparecen restos de mielina, producto de la digestion por parte de

macréfagos. [68] La lesidon aguda presenta bordes mal definidos.

Le lesidn crénica se caracteriza por tener poca actividad inflamatoria y margenes
definidos. En estas lesiones hay una gran pérdida de vainas de mielina y de
oligodendrocitos, mostrandose axones desmielinizados, en ocasiones degenerados.
Ademas la crénicas activas se caracterizan por la presencia de microglia activada en

el borde de la lesion.[69]

En algunos casos se detecta remielinizacion parcial, observandose la existencia de
oligodendrocitos o de sus prolongaciones y de axones finamente mielinizados. Esto

sucede en las placas en sombra.[70]
1.6.2. Lesiones en la sustancia gris:

La patologia de la sustancia gris comenzé a tenerse en cuanta desde la ultima
década, debido a que las técnicas inmunohistoquimicas utilizadas anteriormente
subestimaban la extension de las lesiones en la sustancia gris. Ahora se sabe que el
volumen de desmielinizacion puede superar incluso al de la sustancia blanca.[67]
Las lesiones neocorticales se pueden clasificar en tres tipos dependiendo de su
localizacion y extensién: lesiones tipo | o leucocorticales que abarcan tanto la
sustancia blanca como la sustancia gris; lesiones tipo Il o intracorticales, que son
lesiones que se encuentran dentro de la sustancia gris, y las lesiones tipo Ill o
subpiales que se extiende desde la pia hasta distintas zonas de las de las laminas
corticales.[71] La mayoria de las lesiones corticales en pacientes con EM son

subpiales.[72] En comparacidon con las lesiones activas de la sustancia blanca, las
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lesiones en la corteza contienen relativamente un numero menor de células
inflamatorias.[73] Esto puede reflejar el estado crénico de las lesiones, porque en
biopsias de pacientes en estadios tempranos de la enfermedad, el nimero de
células del sistema inmune es mas abundante. Las lesiones corticales se asocian con
inflamacién en la leptomeninges, que pueden ser difusa u organizada formando
foliculos linfoides ectdpicos.[74] Las lesiones corticales se asocian con mayor

gravedad y mortalidad.[75]
1.6.3 Sustancia blanca y gris aparentemente normal

El estudio de la sustancia blanca y gris aparentemente normal ha mostrado que
también hay cambios tanto celulares como moleculares sugiriendo que hay déficits
en el transporte axonal. A menudo, se encuentran cambios en los nédulos de
Ranvier, y disfuncién axonal. El dafio neuronal en estas zonas es independiente de
la desmielinizacién local.[76, 77] Los andlisis realizados hasta ahora sugieren que la
disfuncién axonal se debe a un mayor estrés oxidativo y activacién de la microglia.

(78]
1.7 FISIOPATOLOGIA

La esclerosis multiple se considera una enfermedad de naturaleza autoinmune. La
hipdtesis mas aceptada postula que linfocitos T autorreactivos desencadenarian la
respuesta inflamatoria. La activacion de estas células se podria generar a través de
mimetismo molecular (epitopos compartidos por la mielina y posibles agentes

infecciosos) o través de superantigenos virales o bacterianos.

En los drganos linfoides periféricos, las células T autorreactivas interactian con las
células presentadores de antigenos (CPA), con células B que también podrian actuar
como CPAy linfocitos T CD8+. Una vez activadas, activan a los linfocitos T CD8+ y a
los linfocitos B y todas ellas expresan moléculas de adhesidon que les permiten

traspasar la BHE.

En el sistema nervioso central, al ser expuestas de nuevo al antigeno por las CPA,
son reactivadas iniciando una reaccidon inflamatoria mediante la secrecién de

citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y, TNF-a, IL-17. Estas citoquinas a su vez
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desencadenan la activacion de macrdéfagos y microglia que secretan quimiocinas
que inducen el reclutamiento de otros linfocitos T CD4+ vy linfocitos B, linfocitos T
CD8 y monocitos hacia el SNC. Estas células promueven la desmielinizacién y el
dafo de oligodendrocitos y neuronas. Estos procesos son mediados mediante
contacto celular (linfocitos T CD8+ citotdxicos), por el deposito de inmunoglobulina-

complemento o través de mediadores neurotdxicos solubles.

Como consecuencia del dafio tisular se liberarian nuevos antigenos que producen la

diseminacion de epitopos y se amplian las dianas de los linfocitos T.[79]

A continuacién se detallan las principales poblaciones leucocitarias que participan

en la enfermedad.
1.7.1 Linfocitos T CD4

La presencia de linfocitos T en las lesiones del SNC [80] y la asociacién entre el
riesgo de padecer EM vy la regidn de HLA,[81] hizo pensar que estas células jugaban
un papel predominante en la fisiopatologia de la enfermedad. Ademads, la
demostracion de que transfiriendo linfocitos T CD4+ que reconocen antigenos de la
mielina es suficiente para inducir encefalitis experimental autoinmune (EAE) en
ratones,[82] hizo que linfocitos T CD4+ fueran la principal poblacién investigada en
relacion con la EM durante afios. En pacientes con EM se ha detectado en sangre
linfocitos T CD4 que reconocen la proteina basica de la mielina (MBP) y la
glicoproteina de la mielina de los oligodendrocitos (MOG), sin embargo, también se

han detectado en individuos sanos. [83, 84]

Entre las células CD4 efectoras mas importantes involucradas en la patologia se
encuentra las involucradas en las respuestaa Thly Th17.[85, 86] Las células Thl, se
diferencian tras la activacion por la citoquina IL-12, se caracterizan por la expresion
del factor de transcripcion Tbet, el cual controla la expresidon génica de IFN-y y otras
moléculas implicadas en la respuesta inflamatoria.[87, 88] Las células Th17, se
activan a través de la liberacién de IL-23, IL-6, TGF-B, se caracterizan por expresar
del factor de transcripcion RoRyt que favorece la expresion de la IL-17. [89] Se ha

observado que ambas poblaciones participan en la fisiopatologia de Ia
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enfermedad.[90-92] Promueven la activacién de microglia, macréfagos, astrocitos,
linfocitos B y linfocitos T CD8+ a través de la produccién de citoquinas y factores de

crecimiento promoviendo la neurodegeneracion.[93, 94]

También se considera que en la esclerosis multiple existe un desequilibrio en los
linfocitos T reguladores. Su funcion es impedir la proliferacién de linfocitos T
autorreactivos y controlar la inflamacion a través de la secrecién de citoquinas anti-
inflamatorias.[95] La transferencia adoptiva de linfocitos T reguladores previene el
desarrollo de EAE. Asi mismo se ha visto que la aparicidn de respuestas reguladoras

adecuadas se asocia con la resistencia a la EAE. [96]

En la EM, la frecuencia de linfocitos T reguladores es igual que en controles sanos,
sin embargo, tienen menor expresion de FoxP3 y su capacidad de inhibicion de la

proliferaciéon de linfocitos T CD4+ es menor.[97]
1.7.2. Linfocitos T CD8

La mayoria de los estudios llevados a cabo para determinar la inmunopatogenia de
la enfermedad se han centrado en el papel de los linfocitos T CD4. Sin embargo, ya
en los afios 80 se describid que los linfocitos T CD8+ son los mas abundantes en las
lesiones.[98, 99] Los linfocitos T CD8 necesitan para ejercer su funcidén citotéxica
qgue la célula diana exprese el MHC-I. En condiciones normales el MHC-I sélo lo
expresan la microglia/macrofagos y células endoteliales en el SNC. Sin embargo, en
la EM aumenta la expresiéon de MHC-I por astrocitos, oligodendrocitos y neuronas
dependiendo de la actividad de la enfermedad.[100] Un estudio in vitro mostrd

como la liberacién de IFN-y y TNF-a induce la expresién de MHC-I en neuronas.[101]

El numero de linfocitos CD8+ en las lesiones se asocia con el daiio axonal.[102] Los
mecanismos efectores de estas células podrian darse a través de la liberacién de
enzimas citoliticas (perforina y granzima B) y liberacion de moléculas pro-

inflamatorias como IFN-y.[103-105]

Otro hecho que apoya la implicaciéon de los linfocitos T CD8+ en la EM, es la
expansion clonal de estas células, en el SNC y en LCR y sangre de los pacientes. A

veces estos clones perduran mas de cinco afios.[106, 107]
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1.7.3 Linfocitos B

Cada vez son mas las evidencias que avalan la implicacién de los linfocitos B en la
fisiopatologia de la enfermedad. Mas del 95% de los pacientes con EM presentan
bandas oligoclonales IgG en el LCR. [108] En las lesiones también se ha identificado
anticuerpos y complemento.[2] Ademas, la eficacia del tratamiento con anticuerpos
que reconocen CD20 y eliminan a los linfocitos B, muestra que estas células juegan
un papel importante en la enfermedad. [109, 110] Sin embargo, este tratamiento
no elimina las células plasmaticas, ni inhibe la sintesis intratecal de 1gG al menos a
corto plazo.[111] Estos resultados indican que los linfocitos B pueden ejercer otras
funciones relevantes en la EM como la de células presentadora de antigeno a
linfocitos T. En este sentido, Harp et al. describieron que los linfocitos B son buenos
presentadores de neuro-antigenos a linfocitos T.[112] Ademas, los linfocitos B
pueden secretar citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a, GM-CSF, IL-6 o
citoquinas anti-inflamatorias como la IL-35 e 1L-10.[113, 114] En la EM, parece que
los linfocitos B estarian polarizados a un fenotipo mas pro-inflamatorio, mientras
gue su funcidn reguladora podria ser defectuosa.[115, 116] Por tanto, los linfocitos
B contribuyen a través de diferentes mecanismos a la fisiopatologia de la

enfermedad.

La presencia de linfocitos B se puede detectar en grado variable LCR, meninges, y en
el parénquima cerebral. En LCR la mayoria de los linfocitos B tienen un fenotipo de
memoria y de plasmablastos de vida corta. Ademas, un aumento en el porcentaje
de estas células se ha asociado con una mayor progresion de la enfermedad.[117] El
papel de estos anticuerpos en la fisiopatologia de la enfermedad ha sido
demostrado en diversos sistemas experimentales. Nuestro grupo ha demostrado
que los anticuerpos IgG e IgM se co-localizan en axones y oligodendrocitos y fijan
complemento lo que facilita la fagocitosis por los macrofagos presentes en las

lesiones. [118]

Ademas, también se ha identificado la presencia de zonas ricas de linfocitos B en las
meninges de los pacientes con EM, principalmente en formas secundariamente

progresivas.[119] Dichos linfocitos B forman estructuras que se parecen a foliculos
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linfoides y a las que se ha denominado como “foliculos linfoides ectdpicos”. Su
deteccion se ha asociado con mayor progresién de la enfermedad y mayor dafio
tisular.[78] Aunque estas estructuras en principio se describieron en formas tardias
de la enfermedad, mds tarde en biopsias de pacientes con formas atipicas también
se ha identificado foliculos linfoides ectdpicos en las meninges.[120] Ademas
estudios de imagenes por RM demuestra que hay un aumento en el contraste en las

leptomeninges en una parte de los pacientes con EMRR. [121, 122]

Distintos trabajos, han identificado los mismos clones de linfocitos B en el LCR,
meninges y parénquima cerebral de los pacientes con EM.[123, 124] En un estudio
posterior compararon los clones de los linfocitos B presentes en los ndédulos
linfaticos cervicales, en el parénquima cerebral y en el LCR. Los clones que
mostraban mayor maduracién se encontraron en las lesiones y en los nédulos
linfaticos cervicales. Estos hallazgos demuestran que hay un movimiento

bidireccional de linfocitos B a través de la barrera hematoencefalica. [125]
1.7.4 Monocitos/macréfagos y microglia

La microglia y los macréfagos residentes constituyen aproximadamente el 10% de
las células del SNC.[126] La microglia se genera a partir de precursores que migran
al SNC durante el desarrollo fetal y se encuentra distribuida en el parénquima
cerebral. [127] Una de sus principales funciones es mantener la homeostasis en el
SNC, eliminando desechos celulares y protegiendo frente a infecciones o
inflamacidén.[128] Tras la exposicidon hacia una sefal de dafio, la microglia se activa,
perdiendo su conformacién ramificada hacia una morfologia ameboidea y aumenta
la expresion de moléculas asociadas a la presentacion antigénica.[129]
Dependiendo del microambiente que se genere, la microglia puede polarizarse
hacia una fenotipo predominantemente pro-inflamatorio, con la secreciéon de
citocinas pro-inflamatorias, o mas anti-inflamatorio con la secrecién de mediadores

gue ayudarian a la regeneracién del dafio tisular.

La presencia de microglia y macréfagos activados en la EM se puede detectar desde
estadios tempranos de la enfermedad y normalmente se localizan cerca de la

lesién.[130, 131] Mediante inmunohistoquimica se ha observado como la microglia
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y macréfagos aumentan la expresién de marcadores de activacion. [131] En la
sustancia blanca aparentemente normal se ha asociado la activacion de la microglia
con el dafio en axones y oligodendrocitos independientemente la proximidad a una

lesién o del grado de infiltracién linfocitaria. [132]

La microglia y macréfagos activados liberan citoquinas pro-inflamatorias y especies
reactivas de oxigeno. La liberacion de estas moléculas alteraria el metabolismo de
las neuronas.[133] En lesiones corticales activas se han observado neuronas con
fosfolipidos oxidados y degradacion en el DNA, demostrando que el estrés oxidativo

juega un papel en la enfermedad. [134]

1.7.5. Astrocitos

Los astrocitos son las células de la glia mas abundantes y con un fenotipo mas
diverso. Los astrocitos tienen funciones estructurales y metabdlicas. También
pueden mediar la respuesta inmune innata a través de diversos mecanismos.[135]
Entre ellos, regulan la expresién de moléculas de adhesién por las células
endoteliales de la BHE que permiten la extravasacién de linfocitos al SNC.[136]
Pueden producir citoquinas y quimiocinas que atraen a células del sistema

inmune,[137] activan la microglia[138] o activan a los linfocitos T.[139]

Los astrocitos perivasculares presentan un dafio significativo en las lesiones de EM y
podrian no estar ejerciendo su funcién de mantener la permeabilidad de la
BHE.[140] Ademds, se ha observado la expresién de o6xido nitrico (NO) por
astrocitos en las lesiones de EM, su liberacién induciria la neurotoxicidad.[141] El
NO a su vez estimula la liberacidon de glutamato por astrocitos, [142] provocando

disfuncién en la actividad mitocondrial de las neuronas y degeneracién axonal.

1.7.6 Cambios asociados a la edad en la respuesta inmunoldgica.

El proceso de envejecimiento provoca cambios en el sistema inmune que afectan su
funcionamiento y desarrollo. Ambas ramas de la inmunidad, innata y adaptativa, se
ven afectadas por este proceso. La inmunosencescencia ocurre normalmente en
individuos mayores de 75 afios pero también se ha descrito que puede ocurrir de

forma precoz en enfermedades infecciosas cronicas como el VIH.
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Los cambios mas significativos y estudiados en el sistema inmune se observan en los
linfocitos T. Durante esta etapa disminuye el nimero de células virgenes, se
incrementa el nimero de células T de memoria y se invierte la relacién entre
linfocitos T CD4+ y CD8+.[143] Se produce una acumulacién de células efectoras
disfuncionales activadas con un repertorio limitado, que normalmente reconocen

antigenos de infecciones crénicas como CMV. [144]

Ademas se produce una diferenciacion celular con cambios en la expresion en
antigenos de superficie. El mas caracteristico es el aumento de las poblaciones de
linfocitos T CD4 y CD8 que han perdido CD28, una molécula necesaria para la co-

estimulacion y proliferacién celular.[145] Los linfocitos T CD4+CD28™"

adquieren
capacidad citolitica, aumentando la expresion de granulos de perforina y de

citoquinas pro-inflamatorias.[146]

La respuesta humoral disminuye durante el envejecimiento. Los linfocitos B de
memoria se caracterizan normalmente por expresar el antigeno CD27. Se ha
descrito que durante el envejecimiento aumentan las poblaciones de linfocitos B
doble negativos (DN) para CD27 e IgD[147]. Esta poblacién doble negativa de
linfocitos B, se cree que esta constituida por células B de memorias exhaustas por la
continua estimulacién en los centros germinales. Se caracterizan por producir mas

citoquinas pro-inflamatorias de forma basal.[148]

Al principio se creia que no se producian alteraciones en el sistema inmune innato.
Sin embargo, también la inmunosenescencia toca esta rama de la inmunidad. Los
macroéfagos pierden capacidad fagocitica y de produccién de citoquinas. Las células
dendriticas disminuyen la expresién de moléculas necesarias para la presentacién

antigénica. [149]

Estudios longitudinales realizados en Suecia en individuos mayores de 80 afios han
establecido diversos pardmetros para monitorizar la inmunosenescencia.[150] Entre
ellos una disminucién del cociente CD4:CD8, infeccién por CMV, aumento de

linfocitos T CD8CD28™".

58



INTRODUCCION

En enfermedades infecciosas y autoinmunes crénicas se cree que estos procesos se
podrian acelerar debido a la continua estimulacién del sistema inmune que se

deterioraria de forma precoz.

En la EM se ha visto que el curso de la enfermedad cambia con la edad, lo que
parece indicar que también podrian cambiar los mecanismos asociados con la
fisiopatologia de la misma. Una posible hipdtesis para este cambio seria la aparicién
de una inmunosenescencia prematura y una activacién crénica del sistema inmune
innato en el SNC. Los cambios observados que apoyan esta hipdtesis se detallan a

continuacion.

En los pacientes con EM se ha observado una expansidon de linfocitos T CD4+
CD28”“”.[151] Estas células mostraron ser autorreactivas porque aumentaron la
proliferacion celular estimuldndolas con la proteina basica de la mielina y también

producen mayor cantidad de INF-y.[152, 153]

En un estudio reciente han estudiado la presencia de poblaciones de linfocitos B
senescentes en pacientes con EM menores de 60 afios. Se observd un incremento
en los linfocitos B CD27-IgD- en sangre y LCR. Estos linfocitos B también mostraban

caracteristicas pro inflamatorias.[154]

Ademas, la respuesta pro-inflamatoria de la microglia se exacerba con la edad,
aumentando la produccion de TNF-a e IL-6.[155] También muestra cambios
morfoldgicos, con una estructura menos ramificada y mayor hipertrofia

citoplasmatica. [156]

La funcidn astrocitaria también estd afectada por el envejecimiento. El aumento de
GFAP y de vimentina son los cambios mds cominmente observados.[157, 158]

Ademas también producen mas citoquinas pro-inflamatorias como IL-6. [159]

1.8 TRATAMIENTO

Aunque aun no se ha encontrado la cura para EM, en los ultimos 20 afios se han

desarrollado numerosas terapias que tienen como fin disminuir la aparicion de
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nuevos brotes, el aumento de discapacidad y atrofia cerebral y la aparicion de
nuevas lesiones en RM. La mayoria de las terapias actuales estan indicadas para el
tratamiento de la EMRR mientras que para formas progresivas de la enfermedad las

opciones terapéuticas son muy limitadas.

Para el tratamiento de los brotes se utilizan los corticoides, como la prednisona o la
metilprednisolona a dosis alta, porque disminuyen la intensidad y la duraciéon de los

mismos.

Los primeros farmacos inmunomoduladores que se utilizaron fueron el interferén
beta y el acetato de glatiramero. El mecanismo de accidn exacto del interferéon beta
sigue siendo desconocido. Se sabe que polariza la respuesta pro-inflamatoria hacia
anti-inflamatoria, promoviendo mecanismos reguladores.[160] El acetato de
glatiramero, es un péptido sintético, compuesto por cuatro aminodcidos, que se
comprobd que suprimia la induccién de EAE. Su efecto se produce a nivel periférico

con la polarizacién a una respuesta anti-inflamatoria.[161]

Ademas, en los Ultimos afios se han desarrollado diversas terapias altamente
efectivas para el tratamiento de la EM, como natalizumab, que es un anticuerpo
monoclonal que reconoce a4-integrina e impide la migracién de los linfocitos al
SNC,[162] o alemtuzumab, que reconoce el antigeno CD52. Alemtuzumab induce
una reprogramacion de la inmunidad adaptativa mediante la deplecidon

linfocitaria.[163]

Otro acontecimiento importante en el tratamiento de la EM, es la introduccion de
tratamientos orales, entre ellos se encuentra fingolimod, que es un modulador del
receptor de la esfingosina-1-fosfato y retiene a los linfocitos activados en los
ganglios linfaticos.[164] Teriflunomida disminuye la proliferacién de linfocitos
activados inhibiendo la enzima mitocondrial dihidro-orotato deshidrogenasa, que
cataliza un paso clave en la sintesis de novo de bases pirimidinicas, necesaria para la
proliferaciéon de linfocitos T y B.[165] Otro farmaco oral aprobado es dimetil
fumarato, un agente inmunomodulador cuyo mecanismo de accién no se conoce en
su totalidad. Se cree que actUa a través de la activacidén del factor nuclear-2 (Nrf2).

[166]
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Ademads, han culminado la fase de ensayos clinicos dos farmacos de los que se
esperan resultados prometedores. Ocrelizumab, un anticuerpo monoclonal que
reconoce el antigeno CD20 presente en los linfocitos B y elimina estas células. y
Cladribina, un analogo de los nucledsidos purinicos, interfiere en la proliferacién de

los linfocitos.[167]

Debido al aumento en el arsenal terapéutico y los efectos secundarios de algunas
terapias de segunda linea, es muy importante la buasqueda de biomarcadores que
permitan identificar de forma precoz aquellos farmacos que presenten el mejor
perfil de eficacia y seguridad para cada paciente, posibilitando asi la terapia

especializada en la enfermedad.

1.9 ESTUDIO DEL LCR

El estudio del LCR ha permitido la identificacién de diversas moléculas y células que
estdn alteradas en la enfermedad y a comprender que mecanismos celulares
podrian jugar un papel importante en la enfermedad. A continuaciéon expondremos

algunas de las proteinas y poblaciones celulares que se han visto alteradas en la EM.

1.9.1 Bandas oligoclonales de IgM

Las bandas oligoclonales IgM (IgM) se detectan en aproximadamente el 40% de los
pacientes con EM, y constituyen un marcador de pronostico desfavorable.[168] La
presencia de BOC IgM se ha asociado con una evolucidon mas rapida a EMSP y una
mayor probabilidad de alcanzar EDSS 6.[169, 170] Mas tarde nuestro grupo
describié que el 80% de las BOC IgM reconocian lipidos de la mielina (BOCM).[171]
Estos anticuerpos se asocian mdas claramente con un peor prondstico de la
enfermedad que las BOC de IgM totales. [171, 172]. Ademas la presencia de BOCM
se relaciona con mayor volumen lesional en T2 y con una mayor atrofia

cerebral.[173]

Las BOCM también pueden ser utilizadas como biomarcador de respuesta a
tratamiento. Se han asociado con una respuesta subdptima al tratamiento con
interferén beta.[174, 175] Ademads, la presencia de BOCM reduce el riesgo a

padecer LMP en pacientes tratados con natalizumab.[176]
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1.9.2. Neurofilamentos.

Los neurofilamentos forman parte del citoesqueleto del axdén, su funcidn estd
relacionada con mantener la estructura y el transporte de moléculas. Los
neurofilamentos estdn formados por tres subunidades, los neurofilamentos de
cadena ligera, los neurofilamentos de cadena intermedia y los neurofilamentos de
cadena pesada. Cuando hay un dafio en el axdn se liberan estas proteinas al medio
y su cuantificacion en LCR refleja el mismo. Como biomarcadores de dafio axonal se
han estudiado los de cadena ligera y los de cadena pesada. Sin embargo, la
reproducibilidad de los resultados es mayor con la cuantificacidon de los de cadena
ligera.[177] La concentracion de estas proteinas se ha relacionado con mayor
discapacidad, atrofia cerebral y con la progresién de la discapacidad.[178-180]
Podrian ser marcadores de respuesta a tratamiento, ya que en pacientes tratados
con natalizumab o fingolimod hay un descenso de los niveles de Nf-L en el LCR.[181,
182] Sin embargo el tener que determinarlos en LCR disminuye su valor para el
seguimiento del tratamiento en la clinica. También se ha intentado establecer a los
Nf-L como marcador de la aparicién de un segundo brote tras un primer episodio

desmielinizante, sin embargo se han obtenido resultados contradictorios.[183]
1.9.3 Chitinase 3 like-1 protein

La chitinase 3 like 1 (CHI3L1) es un miembro de la familia de las glicosil-hidrolasas,
es capaz de unirse a la quitina pero no tiene capacidad de hidrolizarla. La CHI3L1 Ia
expresan diferentes tipos celulares como condrocitos, macrofagos y
neutrdfilos.[184] Se desconoce su funcidn pero se ha implicado en diversas
enfermedades inflamatorias y en neoplasias.[185-187] Se cree que puede tener un
papel en la remodelacion tisular y en la inflamacion.[188] En la EM mediante tincién
inmunohistoquimica e hibridacién in situ se ha localizado en los astrocitos y

microglia activada presentes en las lesiones.[189]

Los niveles de CHI3L1 en LCR son un marcador prondstico de conversion de SNA a
EMCD.[189, 190] Ademas, podria ser un marcador de progresion de la
discapacidad.[191, 192]
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1.9.4. La proteina acida fibrilar glial

La proteina acida fibrilar glial (GFAP) es un componente del citoesqueleto de los
astrocitos. La cuantificaciéon de esta proteina en LCR es un marcador de astrogliosis
y dafio de los astrocitos.[193] Los niveles de GFAP se han asociado con la
acumulacién de la discapacidad de forma mas temprana a corto y a largo
plazo.[191, 194] Los pacientes con formas progresivas de la enfermedad también

muestran niveles mas altos de esta proteina.[195]
1.9.5 Poblaciones celulares:
Linfocitos T CD4+

Los linfocitos T son la poblacion celular mayoritaria en LCR, principalmente los
CD4+. La mayoria de los linfocitos T CD4+ de LCR tienen un fenotipo de memoria
central [196] o efectora.[197] Gracias a la terapia con natalizumab, un anticuerpo
gue se una a la integrina VLA-4, se sabe que esta es una de la principales moléculas
implicadas en la migracion de estos linfocitos al SNC. Ademas, la expresion del
receptor de la fractalquina también podria contribuir a ello ya que se ha observado

un aumento de esta proteina en linfocitos T CD4 de LCR.[198]

Se ha descrito que los pacientes con EM muestran mas linfocitos T reguladores en
LCR en comparacidn con otras enfermedades neuroldgicas no inflamatorias. Este

incremento aumenta durante los brotes.[199-201]

Se ha analizado el TCR para estudiar la expansién clonal de linfocitos T CD4+ en LCR
y sangre en pacientes con EM y controles. Se ha observado que hay mayor
expansion clonal en pacientes con EM en los dos compartimientos en comparacion
con controles. Pero en los pacientes con EM la expansién clonal es mayor en LCR.

Ademads, no compartian los mismos clones en sangre y LCR. [202]

Linfocitos T CD8+

La mayoria de los linfocitos T CD8+ en pacientes con EM son efectores.[203]

Ademas, al igual que sucedia con los CD4+, se observa una expansiéon clonal de
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estas células en el LCR.[204] Un estudio reciente, observd que los mismos clones

también se pueden detectar en sangre y en el SNC.[103]
Linfocitos B

Los linfocitos B no suelen detectarte en LCR en patologias no inflamatorias,
mientras que en la EM estan presentes en numero variable. La mayoria de los
linfocitos B muestran un fenotipo de memoria o son plasmablastos.[205] Un
porcentaje alto de linfocitos B se ha asociado con un mayor indice de progresién y
con la actividad de la enfermedad.[117, 205, 206] Ademds en LCR hay un aumento
de la quimiciona CXCL13 que estd involucrada en el reclutamiento de linfocitos
B.[207] También, se ha encontrado en LCR linfocitos B que pertenecen a la
respuesta T independiente y se han correlacionando con mayor actividad de la
enfermedad.[208, 209] Esta poblacién se ha asociado con la presencia de bandas

oligoclonales IgM.[210]

Se ha secuenciado la region variable de la cadena pesada de las inmunoglobulinas
en linfocitos B de sangre y LCR en cinco pacientes. Encontraron las mismas

secuencias en linfocitos B de memoria y plasmablastos.[211]
Monocitos

La proporciéon de monocitos en LCR es mucho mas baja en comparacién con la de
sangre en la EM, [212] e inversamente proporcional a la proporcién de linfocitos
B.[117] El cociente entre linfocitos T CD4 y monocitos en LCR podria ser un
biomarcador de conversidén temprana de SNA a EM.[213] Ademas, un estudio
reciente analizé las poblaciones de monocitos presentes en LCR. Los pacientes con
EM tenian invertido el cociente entre monocitos CD16+:CD16- en comparacién con
la sangre. Ademas, mostraban la presencia de los monocitos CD16+ en los espacios

perivasculares en las lesiones del SNC. [214]
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Células dendfriticas

Otra poblacion estudiada en LCR, ha sido la de células dendriticas. Los pacientes con
EM en brote muestran una proporcion mayor de células dendriticas plasmacitoides

gue otras enfermedades no inflamatorias y pacientes con EM en remisién.[215]
Células linfoides innatas

Se ha descrito la presencia de células linfoides innatas en LCR en pacientes con EM.
Una poblacién casi no estudiada en esta enfermedad. La proporcion de estas células
es mayor en EM que en individuos sanos y se correlaciona con una mayor

pleiocitosis. [216]
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OBJETIVOS

Los principales objetivos de este estudio fueron:

1. Caracterizacion de la respuesta inmunitaria en el LCR en pacientes con EM

frente a otras enfermedades inflamatorias y no inflamatorias del SNC.

2. Estudio el dafio axonal en pacientes con esclerosis multiple y su asociacién con

la inflamacidn.

3. Caracterizacién de la respuesta inmune adaptativa e innata en pacientes con
EM clasificandoles segun la presencia de bandas oligoclonales lipido

especificas

4. Estudio de los cambios asociados a la edad en mecanismos inmunoldgicos en

pacientes con EM.

5. Deteccién de células productoras de IgM en tejido cerebral y su correlacién

con la progresion de la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES Y MUESTRAS BIOLOGICAS:

3.1.1. Deteccion de bandas oligoclonales totales y especificas frente a lipidos de

mielina.

- Acido cloridrico 36% (Merck)

- Acido sulfurico 98% (Merck)

- Cloroformo (Merk)

- Dimetilformamida (Merk)

- Ditiotreitol (DTT) (Sigma Aldrich Quimica SA)

- Sorbitol (Sigma Aldrich Quimica SA)

- Glicerol (Merck)

- Fosfato dipotasico K;HPO,4 (Panreac)

- Fosfato monopotasico KH,HPO4 (Panreac)

- Hidréxido sédico (Merck)

- Leche desnatada en polvo (Central Lechera Asturiana)

- Suero salino isotonico (FreseniusKabi)

- Tris Base (Sigma Aldrich Quimica SA)

- Agarosa IEF (GE Healthcare)

- GelBond (GE Healthcare )

- Nitrocelulosa (GE Healthcare)

- PVDF (GE Healthcare)

- Papel Whatman

- Pharmalyte 5-8 (GE Healthcare)
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Pharmalyte 4,2-4,9 (GE Healthcare)

Pharmalyte 3-10 (GE Healthcare)

Pharmalyte 8-10.5 (GE Healthcare)

Anti- IgM humana marcada con biotina(Sigma Aldrich Quimica SA)

Anti-lgG humana marcada con fosfatasa alcalina (Jackson Immunoresearch

Laboratories)

Estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina. (Sigma Aldrich Quimica SA)
Nitroazul de tetrazolio (NBT) (Sigma Aldrich Quimica SA)

Bromo, cloroindoleil fosfato, p-toluidil sal (BCIP) (Sigma Aldrich Quimica SA)
Fosfatidilcolina Tipo IlI-L (Sigma AldrichQuimica SA)

Fuente para electroforesis EPS 3500 (GE Healthcare)

Cubetapara IEF Multiphor Il (GE Healthcare)

Bano refrigerador Multitemp Il (GE Healthcare)

Cristales, moldes metacrilato, pinzas

3.1.2. Cuantificacion de los indices de IgG e IgM y el cociente de albumina en las

muestras de LCR y suero.

IMMAGE Immunochemistry Immunoglobulin G (Beckman Coulter)
IMMAGE Immunochemistry Immunoglobulin M (Beckman Coulter)
IMMAGE Immunochemistry Albiumina (Beckman Coulter)

Nefelémetro IMMAGE 800 (Beckman Coulter)

3.1.3. Estudio de las poblaciones de leucocitos en el LCR.

Los anticuerpos monoclonales utilizados para el inmunofenotipo de las distintas

poblaciones leucocitarias estudiadas estan detallados en la tabla 1.
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Tabla 3.1: Anticuerpos monoclonales utilizados en citometria de flujo.

Antigeno Fluorocromo conjugado | Clon Procedencia
CD3 PerCP SK7 BD Biosciences
CD3 Bv421 UCHT1 BD Biosciences
CD3 APC-H7 SK7 BD Biosciences
Cb4 APC-H7 RPA-T4 BD Biosciences
Cb4 FITC SFCI12T4D11 Beckman Coulter
CD5 APC L17F12 BD Biosciences
CD8 APC-H7 SK1 BD Biosciences
CD11c APC S-HCL-3 BD Biosciences
CD14 FITC MdaP9 BD Biosciences
CD16 Pe-Cy5 3G8 BD Biosciences
CD19 Pe-Cy7 SJ25C1 BD Biosciences
CD25 PE UCHT1 BD Biosciences
Ccb27 FITC M-T271 BD Biosciences
CD38 Pe-Cy5 HI72 BD Biosciences
CD45 V500 HI30 BD Biosciences
CD45 APC-H7 2D1 BD Biosciences
CD62L BV510 DREG-56 BD Biosciences
CD69 PE FN50 BD Biosciences
CD123 Pe-Cy7 7G3 BD Biosciences
CD127 BV421 G20-127 BD Biosciences
CD154 PE TRAP1 BD Biosciences
CD192 Alexafluor 647 48607 BD Biosciences
HLA-DR PE L243 BD Biosciences
CX3CR1 Pe-Cy7 2A9-1 Biolegend
TNF-a PerCP-Cy5.5 Mab11l BD Biosciences
IFN-y FITC 4S.B3 BD Biosciences
IL-17 APC 41802 R&D Systems
IL-22 PE 142928 R&D Systems
IgM PE G20-127 BD Biosciences
Perforina FITC 5G9 BD Biosciences
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3.1.4. Deteccidn intracelular de citoquinas en linfocitos T en el LCR.

Phorbolmyristicacetate (PMA) (Sigma Aldrich Quimica SA)

- lonomicina (Sigma Aldrich Quimica SA)

- Brefeldina (BD Biosciences)

- Medio RPMI (GIBCO)

- Glutamina (Biowhittaker)

- Gentamicina (Braun)

- Suero de ternera fetal Hyclone (GE Healthcare Life Sciences)

- Solucion fijadora, BD Cytofix (BD Biosciences)

- Solucion permeabilizadora, BD Cytoperm (BD Biosciences)

- Suero Salino (Baxter)

- Incubador (Thermor Scientific)

Tubos polipropileno estériles
3.1.5. Determinacion del daiio axonal en LCR.
- NF-Light (Neurofilament light) ELISA kit (Uman Diagnostics)
3.1.6. Determinacion de estrés oxidativo en LCR.
- Superoxide Dismutase Assay kit (Cayman Chemical)
- 8-lsoprostane ELISA kit (Cayman Chemical)
3.1.7. Cuantificacion de activina A en LCR.
- Human/Mouse/Rat Activin A Quantikine ELISA Kit
3.1.8 Cuantificacion de chitinase-3 like 1 en LCR.

- METRA®EIA Kit (Quidel)
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3.1.9 Cuantificacion de IgG frente a CMV en suero.
- Anti-HHV-6 IgG ELISA (Vircell)
3.1.10 Tincion de IgM, IgG y CD138 en tejido.
- PBS (Sigma Aldrich Quimica SA)
- Perodxido de hidrégeno (Sigma Aldrich Quimica SA)
- Polyclonal Rabbit Anti-Human IgM (Dako)
- Monoclonal Mouse Anti-Human CD138 (Dako)
- Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG (Dako)
- Monoclonal Mouse Anti-Human HLA-DP,DQ,DR Antigen (Dako)
- Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG Antibody (Vector Laboratories)
- Biotinylated Goat Anti-Mouse IgG Antibody (Vector Laboratories)
- Polyclonal Mouse Anti-MOG (In house)
- 2.5% Normal Horse Serum Blocking Solution (Vector laboratories)
- Advanced avidin/biotin complex (ABC) (Vector laboratories)

- 3, 3’'-Diaminobenzidina (Impact DAB Peroxidase Substrate) (Vector

Laboratories)
- Metanol (Merk)
- Etanol (Merk)
- Paraformaldehido (Sigma Aldrich Quimica SA)
- Hematoxilina de Mayer (Sigma Aldrich Quimica SA)
- DPX, medio de inclusidn para la histologia (Sigma Aldrich Quimica SA)

- Xileno (Sigma Aldrich Quimica SA)
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- Crioestato Leica
- Microscopio Olympus BX63
3.1.11 Muestras bioldgicas.

Las muestras se obtuvieron con fines diagndsticos. Para su utilizacion se obtuvo el
consentimiento informado de los pacientes previamente aprobado por el Comité

Etico del Hospital Universitario Ramon y Cajal.

El LCR se centrifugd durante 10 minutos a 1800 rpm. El pellet se separd para el
anadlisis posterior de las poblaciones celulares. El sobrenadante se alicuotd y
almacend a -802C hasta su posterior utilizacién. Las muestras de suero fueron

alicuotadas y almacenadas a -80 2C hasta su uso.

Las muestras de tejido cerebral post mortem se obtuvieron del UK Multiple
Sclerosis Society Tissue Bank del Imperial College. Las muestras se criopreservaron

en isopentano frio.
3.1.12 Pacientes.

En este trabajo se incluyeron tres grupos de pacientes para analizar distintas

variables. A continuacion, describimos los distintos grupos.
3.1.12.1. Grupo de pacientes 1:

Para la comparacién entre pacientes con EM y otras enfermedades neuroldgicas se
estudiaron 115 pacientes con EM atendidos en los Servicios de Neurologia del
Hospital Universitario Ramén y Cajal y el Hospital Universitario de Getafe. Ninguno
de los pacientes habia recibido previamente ningun tratamiento inmunomodulador
o0 inmunosupresor previo a la puncién lumbar. De los 115 pacientes incluidos en
este estudio, 105 presentaban EMRR y 10 EMPP. Todos los pacientes fueron

diagnosticados siguiendo los criterios de McDonald 2010.[62]

En el estudio se incluyd a otros dos grupos de enfermos formados por 37 pacientes
con otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias (OENI) y por 29 pacientes con

otras enfermedades neuroldgicas no inflamatorias (OENN).
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Los pacientes del grupo OENI presentaban las siguientes patologias: neuritis dptica
bilateral (n=10), mielitis transversa (n=9), encefalitis autoinmune (n=6), encefalitis
virica (n=5), sindrome de cefalea y déficits neuroldgicos transitorios con linfocitosis
en el LCR (HANDL) (n=2), vasculitis (n=1), encefalomielitis aguda diseminada (n=1),
enfermedad de Behget (n=1), neuromielitis dptica (n=1), sindrome de persona rigida

(n=1).

Los pacientes con OENN presentaron las siguientes enfermedades: pseudotumor
cerebri (n=7), cefalea tensional (n=6), ictus (n=4), epilepsia (n=3), esclerosis lateral
amiotréfica (n=2), demencia (n=1), tumor cerebral (n=1), hernia espinal discal (n=1),
sindrome de dolor regional complejo (n=1), enfermedad de Wilson (n=1),

enfermedad de Huntington (n=1) y paraplejia espastica hereditaria (n=1).
3.1.12.2. Grupo de pacientes 2
El analisis de factores asociados al daifio axonal consto de dos partes:

Estudio transversal:

Se realizd un estudio transversal en el que se incluyeron de forma consecutiva 127
pacientes con EMRR, estudiados en el Servicio de Neurologia del Hospital
Universitario Ramon y Cajal. Todos los pacientes fueron diagnosticados segun los

criterios de McDonald 2010. [62] Ninguno de ellos habia sido tratado previamente.

Se incluyé ademas en este estudio un grupo control formado por 37 sujetos sin
patologia neuroldgica inflamatoria o neurodegenerativa. Doce presentaban cefalea
inespecifica, 12 no mostraban patologia neuroldgica, 6 tenian hipertensiéon
intracraneal benigna, uno epilepsia, uno hidrocefalia normotensiva y otro deficit de

vitamina B1.

Se recogieron los siguientes datos de los pacientes con EM: Tiempo de evoluciéon de
la enfermedad, la discapacidad medida a través de la escala EDSS y a través del
Multiple Sclerosis Severity Score (MSSS) y la actividad clinica de la enfermedad

(brote o remision).
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Se definid un brote como la aparicién de nuevos sintomas neuroldgicos atribuibles a
esclerosis multiple con una duracién de al menos 24 horas, precedido por un

periodo de estabilidad minimo de mes.

Se consideré que los pacientes estaban en remisién cuando se encontraban libres
de brotes y de progresion durante al menos tres meses antes de ser incluidos en

este estudio.

El estudio de resonancia se realizdé en un periodo no superior a un mes antes de la
obtencién de las muestras bioldgicas. Las imagenes se adquirieron en un equipo de
1,5T (Phillips Gyroscan NT, Eindhoven, the Netherlands). Se estudiaron las
secuencias potenciadas en T1 con y sin la aplicacién de gadolinio-DTPA y también se
estudiaron las secuencias potenciadas en T2. Se consideraron como lesiones
aquellas mayores de 3 mm?. Las lesiones en T1 (“agujeros negros”) se definieron
como regiones con una intensidad de sefial mas baja que la materia blanca
(hipointensa) que correspondian a una region hiperintensa en T2. Ademas, se

determiné la presencia de lesiones captantes de gadolinio.

Estudio longitudinal:

Para el andlisis de los neurofilamentos de cadena ligera como posible biomarcador
prondstico de conversiéon a EM, realizamos un estudio longitudinal en el que se
incluyé a 66 pacientes con sindrome neurolégico aislado (SNA), de los cuales 45
también se incluyeron en el estudio transversal. Se siguieron prospectivamente en

la unidad de EM del Hospital Universitario Ramén y Cajal.

Se anotaron las caracteristicas clinicas ene el momento del SNA y se realizd un
seguimiento de los pacientes, valorando la aparicidon de nuevos sintomas clinicos y
realizando resonancias magnéticas anuales. La aparicion de un segundo brote y/o
nuevas lesiones por RM durante el tiempo de seguimiento fueron los criterios que
se utilizaron para establecer la conversion a esclerosis multiple clinicamente
definida. De los 66 pacientes incluidos, 45 convirtieron a EMCD. El tiempo medio de
seguimiento de los pacientes fue 26 (12-57) meses. La topografia del brote esta

detallada en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2: Topologia de los SNA

SNA-EMCD SNA-SNA
Topografia SNA
N=45 N=21
Tronco 9 5
Sensitivo 8 8
NO 11 4
Mielitis 17 4

3.1.12.3 Grupo de pacientes 3:

Para la caracterizacion de los mecanismos inmunoldgicos presentes en los pacientes
con EM y los cambios asociados a la edad se estudiaron 120 pacientes
diagnosticados con EM atendidos de forma consecutiva en la Unidad de Esclerosis
multiple del Hospital Universitario Ramoén y Cajal y el Hospital Universitario de
Getafe, de los cuales 115 ya se habian estudiado en el grupo de pacientes 1.
Ninguno de los pacientes habia sido tratado previamente con terapias

inmunomoduladoras o inmunosupresoras previo a la puncién lumbar.

De estos pacientes se recogieron las siguientes variables clinicas y demograficas que
presentaron en el momento de la PL: edad, sexo, tiempo de evoluciéon de la
enfermedad, numero de lesiones en RM en T2, Tl y captantes de gadolinio,
discapacidad medida a través de las escalas EDSS y MSSS, estado de la actividad

clinica de la enfermedad (brote/remision).

Para la deteccidon de imagenes por resonancia magnética y definicién de brote y

remision, se utilizé el mismo protocolo que en el apartado anterior.
3.1.13. Muestras de tejido post-mortem

El tejido de cerebro humano utilizado en este estudio se obtuvo del UK Multiple
Sclerosis Society Tissue Bank en el Imperial College de Londres. Las muestras se

obtuvieron durante la autopsia, para su utilizacion se obtuvo previamente el
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consentimiento informado aprobado por el comité bioético. Se incluyeron 10 casos

con EMSP y 5 casos sin patologia neurolégica inflamatoria. (Tabla 2.2)

Tabla 2.2: Datos demograficos de los casos incluidos en este estudio

Caso Enfermedad Edad Causa de defuncién

MS326 SP MS 62  Esclerosis multiple, cancer de prdstata
MS317 SP MS 48 Neumonia debido a esclerosis multiple
MS347 SP MS 49  Carcinoma de préstata

MS356 SP MS 45  Esclerosis multiple

MS371 SP MS 40  Bronconeumonia

MS402 SP MS 46  Esclerosis multiple, bronconeumonia
MS407 SP MS 44  Septicemia, bronconeumonia

MS408 SP MS 39 Neumonia, sepsis

MS426 SP MS 48  Esclerosis multiple

MS448 SP MS 37  Embolia pulmonar

Ci14 Patologia no neurolégica 64  Fallo cardiaco

C25 Patologia no neurolégica 35  Carcinoma de lengua

C28 Patologia no neurolégica 60  Cancer de ovario

C45 Alzheimer 77  Cancer de prdstata

C48 Patologia no neuroldégica 68  Cancer de colon
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3.2 METODOS:
3.2.1. Cuantificacién de IgM, IgG y albimina en LCR y suero.

Las concentraciones de 1gG, IgM y albumina se determinaron en un nefelémetro

IMMAGE (Beckman Coulter)

Los indices de IgG e IgM se calcularon con la siguiente férmula:
indice de 1gG= (IgGcr/18Gsuero)/(Albimina,cr/Albliminasuero)
indice de IgM= (I1gM_cr/18Msuero)/(AlbUmina,cr/Albliminasyero)

3.2.2. Deteccidn de bandas oligoclonales IgG:

La deteccion de bandas oligoclonales de IgG se realizd mediante un método puesto
a punto en nuestro laboratorio mediante isoelectroenfoque (IEF) e
inmunodeteccidén. [25] Para la preparacion del gel de IEF se utilizaron anfolinas con
un rango de pH entre 3-10 y entre 8-10.5. Se estudiaron muestras pareadas de LCR
y suero diluido hasta alcanzar la misma concentracién de 1gG que el LCR. Una vez
realizado el isoelectroenfoque las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y bloqueamos la membrana al 2% de leche desnatada durante 30
minutos. La inmunodeteccién se realizd con anti-lgG humana unida a fosfatasa
alcalina en una dilucién 1/5000 al 0.2% de leche desnatada durante 1 hora a
temperatura ambiente en agitacién. Después, la membrana se tifid con NBT y BCIP.
En la figura 3.1 se muestra los cuatro patrones que se pueden encontrar en los

pacientes con patologia neuroldgica.
Estos patrones se definen como:
1: El patrén policlonal en el LCR, el que se encuentra en individuos sanos.

2: Patron oligoclonal presente en suero y en el LCR (patrén en espejo). Indica una

respuesta humoral sistémica con paso de inmunoglobulinas del suero al LCR.

3: Patrdén oligoclonal en suero y en LCR, con bandas adicionales presentes en el LCR.
Este patron puede verse en la EM, aunque aparece mds frecuentemente en

infecciones del SNC.
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4: Presencia de bandas oligoclonales en el LCR y patrdn policlonal en el suero. Tipico

de la EM, aunque no patogndmico.

1 I III IV
S C s C S C SscC

Figura 3.1: Ejemplo representativo de los cuatro patrones de bandas IgG detectados en
patologias neuroldgicas. S: suero. C: Liquido cefalorraquideo. Los patrones lll y IV indican la

presencia de sintesis intratecal de IgG.

3.2.3. Deteccion de bandas oligoclonales IgM.

Las BOC IgM también se realizaron mediante un método puesto a punto en nuestro
laboratorio. [217] Se analizaron por IEF e inmunodeteccién. Los geles de agarosa se
prepararon con anfolinas en un rango de pH de 5-8 y 4,2-4.9. Se estudiaron
muestras pareadas de LCR y suero diluido hasta alcanzar la misma concentracién de
IgM que el LCR. Una vez realizado el isoelectroenfoque, se transfirieron las
proteinas a una membrana de PDVF previamente activada con metanol durante 15
minutos. Después se bloqued la membrana con 2% de leche desnatada durante 30
minutos. Para la inmunodeteccién, se incubd durante toda la noche con anti-IgM
unida a biotina a 42C en agitacion con una dilucién 1/5000 en 0.2% de leche
desnatada. Al dia siguiente, se incubd con estreptavidina unida a fosfatasa alcalina
durante una hora a temperatura ambiente y se visualizé con NBT y BCIP. En la figura
3.2 se muestra una imagen de los patrones de bandas de IgM que indican sintesis

intratecal de IgM.
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S L & L

Figura 3.2: Ejemplo representativo de patrones de bandas IgM positivas (A) y negativas (B).

S: suero. L: Liquido cefalorraquideo.
3.2.4. Deteccion de bandas oligoclonales IgM lipido especificas.

El método para la deteccién de BOC IgM lipido especificas también se puso a punto
en nuestro laboratorio.[171] La inmunodeteccion se realizd mediante membranas
de nitrocelulosa recubiertas de fosfatidilcolina, a una concentracién final de
20ug/ml en suero fisioldgico. Las membranas de nitrocelulosa se incuban con las
micelas toda la noche en agitacién a 42C. Al dia siguiente, se lava la membrana con
Polypep al 1% y se bloquean toda la noche con Polypep al 3% a 42C en agitacion. El

resto del protocolo es igual que para las BOC IgM.
3.2.5. Estudio de poblaciones celulares en LCR

Para el estudio del LCR se partié de un volumen variable de entre 4-10 ml de cada
uno de los pacientes. Las muestras de LCR se centrifugaron a 1800 r.p.m. durante
10 minutos. El precipitado celular se resuspendié y se repartido en un maximo de 2
tubos para su marcaje y un tercer tubo para la posterior estimulacién. En 36
muestras el volumen fue superior a 8 ml y realizamos la tincién de un tercer tubo. El
minimo volumen de cada tubo fueron 2ml (Tubo 3). Las distintas combinaciones

gue se utilizaron fueron las siguientes:

- Tubo 1: Perforina-FITC, CD25-PE, CD3-PercP, CD19-PeCy7, CD5-APC, CD8-
APC-H7, CD127-BV421, CD45-V500
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- Tubo 2: CD14-FITC, HLA-DR-PE, CD16-PeCy5.5, CD123-PeCy7, CD11c-APC,
CD4-APC-H7, CD45-V450, CD62L-V510

- Tubo 3: CD27-FITC, IgM-PE, CD38-PeCy5.5, CD19-PeCy7, CD5-APC, CD3-APC-
H7, CD45-V500

Los anticuerpos monoclonales se utilizaron a las concentraciones dptimas indicadas
por el fabricante y solamente en algunos casos se titularon los anticuerpos (CD16-
PeCy5.5, CD38-PeCy5.5). Las incubaciones de las células fueron de 20-30 minutos a
4°C y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo se realizd un lavado con suero
fisiolégico. Las células se resuspendieron en aproximadamente 200 ul de suero
salino fisiolégico y se analizaron en un citémetro de flujo (FACSCanto I,
BectonDickinson). El analisis multiparamétrico se llevé a cabo con el programa

FACSDiva.

Para seleccionar los leucocitos primero discriminamos los dupletes con un grafico
biparamétrico entre el area y la altura. A continuacidn, en un grafico que representa
la granularidad (SSC) frente al tamafo celular (FCS), los leucocitos totales se
englobaron dentro de la poblacion de granularidad y un tamafio células intermedio-
bajo (P1). Dentro de esa poblacién se seleccionaron aquellos que expresasen el

antigeno pan leucocitario CD45 (P2). (Figura 3.4)
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Figura 3.4: Ejemplo representativo de la seleccién de los leucocitos para el posterior andlisis
de las poblaciones. Primero eliminamos los posibles dupletes (A). A continuacién, por
tamafio y granularidad seleccionamos los leucocitos (B) y como Ultimo criterio

seleccionamos las células que expresen el antigeno pan-leucocitario CD45 (C).

86



MATERIALES Y METODOS

A continuacién, se detallan en las figuran las estrategias utilizadas para la

identificacion de las poblaciones leucocitarias estudias.
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Figura 3.5: A partir de los leucocitos CD45+ determinamos los linfocitos CD3 (A), linfocitos

CD4 y CD8 (B), linfocitos T CD4 reguladores (C).
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Figura 3.6: A partir de los leucocitos CD45+ estudiamos los linfocitos B. Seleccionamos los

linfocitos B con el antigeno CD19+, poniendo como marcador negativo el CD3 (A), linfocitos

CD19 estudiamos los que expresan el antigeno CD5+ (B).
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Figura 3.7: A partir de los leucocitos CD45+ estudiamos las poblaciones de monocitos. Los
monocitos totales tenian que cumplir la condicién de expresar CD14 (A) y HLA-DR (B). A
continuacién, estudiamos las tres poblaciones de monocitos segun la expresién de CD14 y

CD16 (D).
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Figura 3.8: A partir de los leucocitos CD45+ estudiamos las células dendriticas. En primer
lugar, pusimos como condicidon que no expresaran el antigeno CD14. Las células dendriticas
mieloides las seleccionamos segun la expresiéon de CD11c y HLA-DR. Las células dendriticas

plasmacitoides las seleccionamos con el antigeno CD123 y HLA-DR (B).
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Figura 3.9: A partir de los leucocitos CD45+ estudiamos el inmunofenotipo de linfocitos B.
Primero seleccionamos linfocitos B totales (A), sobre la P3 estudiamos la expresion del
antigeno CD5 (B), IgM (C), CD27 (B) y la co-expresion de CD38 y CD27 de alta intensidad

para la identificacidon de plasmablastos (E).

3.2.6. Deteccidn intracelular de citoquinas en linfocitos T en LCR

Para la determinacion de citoquinas intracelulares en LCR, se resuspendié el pellet
en 1 ml de medio completo al 10% de suero de ternera fetal. Para la activacion
linfocitaria se afiadid PMA (50ng/ml) e ionomicina (750ng/ml), ademas se bloqued
el transporte de proteinas con 2ul de brefeldina A (BD GolgiPlug™). Como control
de estimulacién se analizd en paralelo un tubo sin estimular, en el que también se
bloqued el transporte de proteinas. Las muestras se incubaron durante 4 horas en

estufa a 379C.
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Transcurridas las 4 horas, incubamos las células con los siguientes anticuerpos: CD8-
APC-H7, CD3-BV421, CD45-V500. La incubacidn de las células fue de 20-30 minutos
a 4°C y en oscuridad. Posteriormente se realizaron 2 lavados con suero salino
fisiolégico durante 5 minutos a 1600 r.p.m. Después de los lavados, se decantaron
los tubos y se ainadieron 200 pl de solucidn fijadora incubando durante 20 minutos
a 4°C. Lavamos con 2 ml de solucidon permeabilizadora durante 5 minutos a 1600
r.p.m. Realizamos el marcaje con los anticuerpos anti-antigenos
intracitoplasmaticos (IFN-y-FITC, 1L-22-PE, TNF-a-PerCP-Cy5.5, IL-17-APC) y se
incubaron durante 30 minutos a 42C en oscuridad. A continuacion, se lavaron dos
veces las muestras con la solucién permeabilizadora y se resuspendieron en 200 pl
de suero salino antes de ser analizadas en el citdmetro de flujo. Todas las muestras
se analizaron en un citémetro de flujo FACSCanto Il. El andlisis multiparamétrico se

llevé a cabo con el programa FACSDiva 7.
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Figura 3.10. Ejemplo representativo de la produccidn de citoquinas por linfocitos T CD4. En
la izquierda estdn representados los linfocitos estimulados con PMA e ionomicina y en la
izquierda el control de estimulacién. Analizamos la produccion de TNF-alpha (A) e IFN-

gamma (B), IL-17 (C) e IL-22 (D).
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Figura 3.11: Ejemplo representativo de la produccidn de citoquinas por linfocitos T CD8. En
la izquierda estan representados los linfocitos estimulados con PMA e ionomicina y en la
izquierda el control de estimulaciéon. Analizamos la produccion de TNF-alpha (A) e IFN-

gamma (B), IL-17 (C) e IL-22 (D).
3.2.7. Deteccidon de la cadena ligera de los neurofilamentos en LCR:

Los niveles de la cadena ligera de los neurofilamentos se determinaron mediante
ELISA (UmanDiagnostics, Umea, Sweden) segun las condiciones del fabricante. Los

limites de rango de deteccidn oscilan entre 100 to 10 000 ng/l. Las muestras de LCR
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las diluimos en algunos casos 1:5 porque superaban el limite del rango de

deteccion.

3.2.8. Deteccion de la activina A en LCR:

Los niveles de activina A se determinaron mediante ELISA (R&D) segun las
condiciones del fabricante. Los limites de rango de deteccién oscilan entre 15,6 a

1000 pg/ml.
3.2.7 Deteccidn de chitinase-3 like 1 en LCR:

Los niveles de chitinase-3 like protein 1 se determinaron mediante el ELISA METRA
EIA kit (Quidel) segun las condiciones del fabricante. Las muestras se analizaron por

duplicado en muestras de LCR sin diluir.
3.2.9 Deteccidn de la superdxido dismutasa en LCR:

Para determinar la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) utilizamos el kit
superoxide assay kit (Cayman) segun las condiciones de fabricantes. Para la
deteccion de la actividad de SOD diluimos previamente las muestras de LCR 1:5. Los

limites de rango de deteccidn oscilan entre 0-0,05 U/ml.
3.2.10 Deteccion de 8- isoprostano:

Para la determinacidon de 8-isoprostano utilizamos el ELISA de Cayman segun las
condiciones de fabricante. El ensayo tiene un rango de deteccion de 0,8-500 pg/ml y

una sensibilidad aproximadamente de 3 pg/ml.
3.2.11 Deteccidn de anticuerpos frente a CMV:

Para la cuantificacion de IgG frente a CMV utilizamos el ELISA CMV IGG TEST

SYSTEM segun las condiciones del fabricante.
3.2.12 Deteccion de IgG e IgM en lesiones corticales en la esclerosis multiple.
3.2.12.1 Cortes de tejido

Se obtuvieron dos bloques de cada caso, los 30 bloques fueron criocortados a -202C

con un grosor de 10 um.
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3.2.12.2. Determinacidn de las placas de desmielinizacién:

Para la determinacién de las placas desmielinizadas, las secciones se tifieron con el
anticuerpo de ratén anti-MOG (1/50). Primero, secamos las secciones y las fijamos
con metanol a -202C durante 10 minuto. Después, se lavaron con PBS y se
bloguearon con suero de caballo fetal al 1% una hora a temperatura ambiente. Las
secciones se incubaron con anti-MOG durante toda la noche a 42C. Al dia siguiente,
se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos con PBS al 1% de H,0,.
Después se volvieron a lavar con PBS y se incubaron con anti-IgG biotinilado de
raton (1/500) a temperatura ambiente durante una hora. Se lavaron las secciones
con PBS y se incubaron durante 45 minutos con el complejo avidina-biotina
peroxidasa (ABC). Visualizamos las secciones con diaminobenzidina (DAB). Después
se tiferon los nucleos con hematoxilina, y se deshidrataron con etanol y se

montaron con depex (DPX).
3.2.12.3. Determinacion de la actividad inflamatoria:

Para la determinacién de la actividad inflamatoria secamos las secciones y las
fijamos con acetona a -202C durante 10 minuto. Después, se lavaron con PBS y se
bloguearon con suero de caballo fetal al 1% una hora a temperatura ambiente. Las
secciones se incubaron con anti-HLA-DR (1/200) humano de raton durante toda la
noche a 49C. Al dia siguiente, se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos
con PBS al 1% de H,0,. Después se volvieron a lavar con PBS y se incubaron con
anti-IgG biotinilado de ratén (1/500) a temperatura ambiente durante una hora. Se
lavaron las secciones con PBS y se incubaron durante 45 minutos con el complejo
ABC. Visualizamos las secciones con DAB. Después se tifieron los nucleos con

hematoxilina, y se deshidrataron con etanol y se montaron con DPX.
3.2.12.4. Identificacidon de plasmablastos IgG

Para la identificacién de plasmablastos IgG secamos las secciones y las fijamos con
metanol a -202C durante 10 minuto. Después, se lavaron con PBS y se bloquearon
con suero de caballo fetal al 1% una hora a temperatura ambiente. Las secciones se
incubaron con anti-IgG (1/500) humano de rata durante toda la noche a 49C. Al dia

siguiente, se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos con PBS al 1% de
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H,0,. Después se volvieron a lavar con PBS y se incubaron con anti-IgG biotinilado
de rata (1/500) a temperatura ambiente durante una hora. Se lavaron las secciones
con PBS y se incubaron durante 45 minutos con el complejo ABC. Visualizamos las
secciones con DAB. Después se tifleron los nucleos con hematoxilina, y se

deshidrataron con etanol y se montaron con DPX.
3.2.12.5. Identificacidn de plasmablastos IgM

Para la identificacidn de plasmablastos IgM secamos las secciones y las fijamos con
metanol a -202C durante 10 minuto. Después, se lavaron con PBS y se bloquearon
con suero de caballo fetal al 1% una hora a temperatura ambiente. Las secciones se
incubaron con anti-IgM (1/1000) humano de rata durante toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente, se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos con PBS al 1%
de H,0,. Después se volvieron a lavar con PBS y se incubaron con anti-lgG
biotinilado de rata (1/500) a temperatura ambiente durante una hora. Se lavaron
las secciones con PBS y se incubaron durante 45 minutos con el complejo ABC.
Visualizamos las secciones con DAB. Después se tifieron los nucleos con

hematoxilina, y se deshidrataron con etanol y se montaron con DPX.
3.2.12.6. Identificacidon de células plasmaticas

Para la identificacion de células plasmaticas secamos las secciones y las fijamos con
metanol a -202C durante 10 minuto. Después, se lavaron con PBS y se bloquearon
con suero de caballo fetal al 1% una hora a temperatura ambiente. Las secciones se
incubaron con anti-CD138 (1/1000) humano de raton durante toda la noche a 42°C.
Al dia siguiente, se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos con PBS al
1% de H,0,. Después se volvieron a lavar con PBS y se incubaron con anti-IgG
biotinilado de ratén (1/500) a temperatura ambiente durante una hora. Se lavaron
las secciones con PBS y se incubaron durante 45 minutos con el complejo ABC.
Visualizamos las secciones con DAB. Después se tifieron los nucleos con

hematoxilina, y se deshidrataron con etanol y se montaron con DPX.
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3.2.13 Analisis estadistico:

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa Graphpad Prism 5 (GraphPad
software, La Jolla, USA). Se consideraron estadisticamente significativos los valores

de p menores a 0.05.

Los test estadisticos empleados para la comparacion entre dos grupos fueron el test
de U de Mann Whitney mientras que para la comparacion de 3 o mas grupos
utilizamos la prueba de Kruskal-Wallis. Para el anadlisis de tablas de contingencia
utilizamos el test exacto de Fisher. Para el analisis de curvas de supervivencia

utilizamos el test de Kaplan Meier.
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4.1 ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNITARIA EN PACIENTES CON EM,
OENIY OENN EN LCR.

En primer lugar, nos propusimos caracterizar la respuesta inmunitaria en pacientes
con EM, con otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias (OENI) y otras
enfermedades neurolégicas no inflamatorias (OENN), con el objetivo de estudiar las
posibles diferencias entre los tres grupos de pacientes. Para ello analizamos
subpoblaciones de linfocitos T, linfocitos B, monocitos y la produccion intracelular

de citoquinas por linfocitos T por citometria de flujo en el LCR.

Este estudio lo realizamos en 115 pacientes con EM, 37 pacientes con OENI y con 29
pacientes con OENN. Todos ellos sin tratamiento desde, al menos, seis meses antes
de la obtencion de las muestras. Las variables demogréficas de edad y sexo estan
detalladas en la tabla 4.1. No hubo diferencias significativas entre los tres grupos de

pacientes.

Tabla 4.1: Datos demograficos de los pacientes con EM y otras enfermedades

neuroldgicas.

EM OENI OENN P

n=115 n=37 n=29
EdadM+DS 40+12 44413 43+11 NS
Sexo (F/M) 73/42 27/10 23/6 NS

MzDS: Media * desviacion estandar; EM: Esclerosis multiple; OENI: otras enfermedades

neuroldgicas inflamatorias; OENNI: otras enfermedades neuroldgicas no inflamatorias.

4.1.1 Analisis de linfocitos T y linfocitos B:

Primero estudiamos mediante marcaje de antigenos de superficie los linfocitos T

CD4, CD8 vy las células B. Los resultados obtenidos se detallan en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2: Numero total de linfocitos T y B presentes en pacientes con EM, OENI y

OENN.
Ne de células/ml LCR EM OENI OENN p
Mediana (RIQ) n=115 n=37 n=29
LT CD4+ 1236 708 143 p<0.0001;
(613-2847)  (152-3494) (70-340)  ans,b*** c**
182 136 36 p<0.0001;
LT CD4+DR
TORY (108-415) (77-1206) (16-50)  a:ns,b*** cx*x
601 404 97 p<0.0001;
LT CD4+CD62L+ (279-1829)  (70-1295) (41-231)  a:ns,b*** c*+
. 41 14 2 p<0.0001;
LT CD4+CD25hiCD127lo/- (21-116) (2-137) (1-11) I
360 221 61 p<0.0001
LT CD8+ (223-825)  (825-1574)  (18-125)  a:ns b***,crr*
. 9 42 4 p=0.01
LT CD8+ Perforina+ (2-24) (19-54) (3-4) a:ns;b:ns;c*
45 10 2 0<0.0001;
LB (17-135) (2-102) (1-6) A%k prEE CEx
6 3 0 p<0.0001;
LB CD
D5+ (2-19) (0-15) (0-1) a:ns ¥k cr
36 6 2 p<0.0001;
LB CD5-
b5 (15-102) (1-81) (0-4)  a**b*** cins

RIQ= rango intercuartil (25%-75%). LT: Linfocitos T; LB: Linfocitos B; EM: Esclerosis multiple;
OENI: otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias; OENNI: otras enfermedades
neurolégicas no inflamatorias. El valor de P es el resultado del analisis global de las
diferencias (Kruskal-Wallis test); Ademas se realizd un estudio post hoc mediante el test de
Dunn’s para evaluar las diferencias entre: a: EM versus OENI; b: EM versus OENN; c: OENI

versus OENN. *p< 0.05; **p< 0.01; ***p < 0.001.

Tanto los pacientes con EM como aquellos con OENI mostraron un aumento
significativo de todas las subpoblaciones celulares estudiadas cuando se
compararon con los pacientes con OENN. Ademas, los pacientes con EM mostraron
diferencias en distintas subpoblaciones con respecto a OENI. Mostraron un nimero

mas elevado de linfocitos T reguladores (CD4+CD25hiCD137lo/-, p<0.05). (Figura
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4.1) Por otro lado, solamente los pacientes OENI mostraron un incremento de

linfocitos T CD8+ productores de perforina en comparacion con OENN.
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Figura 4.1: A. Comparacion en el nimero de linfocitos CD4 reguladores presentes en el

LCR en pacientes con EM, OENI y OENNI. Ejemplo representativo de poblaciones de

linfocitos CD4 reguladores en un paciente con EM (B), un paciente con OENI (C) y un

paciente con OENN (D).

También observamos en los pacientes con EM un claro aumento de los linfocitos B

con respecto a OENI (p<0.01). Este aumento se debia principalmente a la poblaciéon

CD19+5- (p<0.01). (Figura 4.2)
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Figura 4.2: A. Numero de linfocitos B presentes en el LCR en pacientes con EM, OENI y
OENNI. B Ejemplo representativo de poblaciones de linfocitos B en un paciente con EM (B),

un paciente con OENI (C) y un paciente con OENN (D).

4.1.2. Analisis de monocitos:

A continuacién, estudiamos las distintas poblaciones de monocitos en los

tres grupos de pacientes. Los resultados se muestran en la tabla 4.3.

102



RESULTADOS

Tabla 4.3: Comparacion en el nimero de monocitos en el LCR entre pacientes con

esclerosis multiple y otras enfermedades neuroldgicas.

Ne de células /ml LCR EM OENI OENN

Mediana (RIQ) n=115 n=37 n=29 8

Mo Totales 50 (27-75) 29 (14-121) 24 (8-45) p=0.0015;a:ns,b**,c:ns
Mo CD14hiCD16- 21 (13-44) 18 (7-63)  10(5-21) p=0.007;a:ns,b**,c*
Mo CD14hiCD16+ 14 (6-25) 9 (4-41) 11 (5-15) p=0.19;a:ns,b:ns,c:ns
MoCD14loCD16+ 5(2-11) 3 (0-7) 1(0-1) p=0.0003;a:ns,b*** c*

RIQ= rango intercuartil (25%-75%). Mo: monocitos; EM: Esclerosis multiple; OENI: otras
enfermedades neuroldgicas inflamatorias; OENNI: otras enfermedades neurolégicas no
inflamatorias. El valor de P es el resultado del analisis global de las diferencias (Kruskal-
Wallis test); Ademas se realizd un estudio post hoc mediante el test de Dunn’s para evaluar
las diferencias entre: a: EM versus OENI; b: EM versus OENN; c: OENI versus OENN. *p<
0.05; **p<0.01;***p < 0.001.

Los pacientes con EM mostraron un nimero superior de monocitos que aquellos
con OENN (p=0.0015). Estas diferencias se debian principalmente a un aumento en
los monocitos clasicos (CD14hiCD16-,p=0.0007) y no cldsicos (CD14lol16+,
p=0.0003). Estas dos subpoblaciones también se encontraban aumentadas, aunque

en menor grado en los pacientes con OENI respecto a aquellos con OENN.

No hubo diferencias en el numero de monocitos intermedios (CD14hiCD16+) en el

LCR de los tres grupos de pacientes.

4.1.3 Analisis de la produccion intracelular de citoquinas.

Por ultimo, se analizé la produccion intracelular de citoquinas por los linfocitos T
CD4+ y CD8+ presentes en LCR. Se estudiaron IFN-y, TNF-a, IL-22 e IL-17 Este

estudio se realizé en 81 pacientes con EM, 18 con OENIy 12 con OENN.
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Tabla 4.4: Produccidn intracelular de citoquinas por linfocitos T CD4 en pacientes

con EM, OENIy OENN.

N© células /ml LCR EM OENI OENN -
Mediana (RIQ) n=81 n=18 n=12
766 409 157 p<0,0001;
LT CD4+TNF-a+ (377-1819)  (244-845) (76-271) a:ns;b***:cons
350 206 52 p<0,0001;
LT CD4+IFN-
HENYY (172-754) (70-338) (39-109) a:ns;b***.c:ns
LT CDA+IL-17+ 30 29 3 p=0,002;
(9-131) (16-92) (1-8) a:ns;b**;c**
9 15 1 p=0,005;
LT CDA+L-22+ (4-31) (7-23) (1-5) amns:b**;ck
5 12 1 p=0,0001;
LT CD4+ IFN-y+IL-22
DA+ IFN-y+IL-22+ (1-13) (8-30) (0-2) a*;b¥cre

RIQ= rango intercuartil (25%-75%). LT: linfocitos T, EM: Esclerosis multiple; OENI: otras
enfermedades neuroldgicas inflamatorias; OENNI: otras enfermedades neuroldgicas no
inflamatorias. El valor de P es el resultado del analisis global de las diferencias (Kruskal-
Wallis test); Ademas se realizd un estudio post hoc mediante el test de Dunn’s para evaluar
las diferencias entre: a: EM versus OENI; b: EM versus OENN; c: OENI versus OENN. *p<
0.05; **p<0.01;***p < 0.001.

Los pacientes con EM y con OENI mostraron un aumento significativo de
linfocitos T CD4 productores de IL-17, IL-22, e IL-17+IL-22 en comparacién con
OENN. Sin embargo, sdlo los pacientes de EM mostraron un aumento significativo
de linfocitos T CD4+ productores de TNF-a e IFN-y comparado con grupo OENN que

no se observo en OENI.
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Figura 4.3: Comparacion en el numero de linfocitos CD4 produciendo TNF-a e IFN-y en el

LCR en pacientes con EM, OENI y OENNI.

La uUnica diferencia que mostré el grupo OENI con respeto a EM fue un aumento en

los linfocitos CD4+IL-17+IL-22+.
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Figura 4.4: Comparacidn en la produccién intracelular de IL-17+IL-22 por linfocitos T CD4+

en pacientes con EM, OENI y OENN.
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A continuacién, se muestra la produccién intracelular de las citoquinas
mencionadas anteriormente por los linfocitos T CD8+ presentes en LCR (Tabla 4.5).
Los pacientes con EM y OENI mostraron un mayor nimero de linfocitos CDS, IL-17+
y CD8+, IL-17+IL-22+que aquellos con OENN. Los pacientes con OENI mostraron
niveles aumentados de IL-22 en comparacidn con el grupo de EM. Por ultimo, los
pacientes con EM mostraron un nimero mayor de linfocitos CD8 produciendo INF-y

o TNF-a que aquellos con OENI u OENN (Figura 4.5).

Tabla 4.5: Produccidn intracelular de citoquinas por linfocitos T CD8 en pacientes

con EM, OENIy OENN.

Ne de células/ml LCR EM OENI OENN
P
Mediana (RIQ) n=81 n=18 n=12
269 113 47 p<0,0001
LT CD8+TNF-a+
(150-553) (60-242) (13-95) a*, b***;c:ns
199 81 12 p<0,0001
LT CD8+IFN-y+ (97-393) (33-218) (8-38) a*, b***;c:ns
11 15 2 p=0,002
LT CD8+IL-17+ (3-35) (5-82) (0-3) a:ns;b**,c**
2 22 1 p=0,009
LT CD8+IL-22+ (0-6) (2-56) (0-6) a*;b:ns;c:ns
LT CD8+IL22+IL-17+ 2 4 0 p=0,008
(0-6) (1-19) (0-1) a:ns;b*;c**

RIQ= rango intercuartil (25%-75%). Mo: monocitos; EM: Esclerosis multiple; OENI: otras
enfermedades neuroldgicas inflamatorias; OENNI: otras enfermedades neuroldgicas no
inflamatorias. El valor de P es el resultado del analisis global de las diferencias (Kruskal-
Wallis test); Ademas se realizé un estudio post hoc mediante el test de Dunn’s para evaluar
las diferencias entre: a: EM versus OENI; b: EM versus OENN; c: OENI versus OENN. *p<
0.05; **p<0.01;***p < 0.001.
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Figura 4.5: A. Comparacion en el nimero de linfocitos CD8 produciendo TNF-a e IFN-y en el
LCR en pacientes con EM, OENI y OENNI. B Ejemplo representativo de linfocitos CD8+TNF-
o+ en un paciente con EM (B), un paciente con OENI (C) y un paciente con OENN
(D).Ejemplo representativo de poblaciones de linfocitos T CD8+IFN-y+ en un paciente con

EM (E), un paciente con OENI (F) y un paciente con OENN (G).
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En resumen, hemos mostrado que las patologias no inflamatorias presentan un
numero de linfocitos reducido en LCR en comparacion con las inflamatorias y hemos
encontrado un perfil que nos permite diferenciar la EM de OENI. Los pacientes con
EM mostraron un aumento de las poblaciones de linfocitos T reguladores vy
linfocitos BCD5-. Ademads, presentaron un aumento en los linfocitos T CD8+
productores de TNF-a e IFN-y. Por otro lado, establecimos otro perfil que
caracteriza a los pacientes OENI. Este perfil incluye un aumento de linfocitos T

CDA4+IL-22+IL-17+ y linfocitos T CD8+IL-22.

4.2 FACTORES ASOCIADOS AL DANO AXONAL EN LA EM.

Nuestro siguiente objetivo fue investigar si los niveles de la cadena ligera de los
neurofilamentos (Nf-L) en LCR se correlacionan con distintos marcadores de
actividad y discapacidad en la EM, para tratar de confirmar estudios preliminares
gue sugerian que podia ser un marcador de neurodegeneracion en esta
enfermedad.[218, 219] Posteriormente estudiamos las distintas variables

inmunoldgicas que se asocian con los niveles de esta proteina.

Incluimos en el estudio 127 pacientes con EMRR, calculamos los niveles de Nf-L y su
correlacién con la edad, el tiempo de evolucidn y distintas variables clinicas y
radiolégicas que se asocian con neurodegeneracion (EDSS, MSSS, numero de
lesiones en T1) e inflamacién (N2 de lesiones en T2 y de lesiones captantes de

gadolinio).
4.2.1 Correlacion entre NF-L y variables demograficas, clinicas y radioldgicas.

Los niveles de Nf-L en LCR no se correlacionaron con la edad ni con el tiempo de
evolucidn de la enfermedad. Sin embargo, se correlacionaron positivamente con
variables clinicas y radioldgicas relacionadas con la neurodegeneracién, como el
EDSS (r=0.31; p=0.0004), el nimero de lesiones en T1 (r=0.46; p<0.0001) y sobre
todo el MSSS (r=0.54; p<0.0001).
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Ademads, los niveles de Nf-L se correlacionaron con variables asociadas a la
inflamacién, como el nimero de lesiones en T2 (r=0.42; p<0.0001) y el numero de
lesiones captantes de gadolinio (r=0.52; p<0.0001). Estos resultados confirman que
los valores de Nf-L en LCR se asocian con la actividad en RM vy la progresion de la

discapacidad. (Figura 4.6).
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Figure 4.6: Correlaciones entre los valores de Nf-L (ng/l) en pacientes con EM con (a) el
numero de lesiones en T2 en RM, (b) el nimero de lesiones captantes de gadolinio, (c)

MSSS, y (d) el nimero de lesiones en T1 por RM.

4.2.2 Asociacidon de los niveles de Nf-L con variables demograficas, clinicas y

radioldgicas

A continuacién, quisimos establecer los valores normales de Nf-L en LCR con el fin
de caracterizar a los pacientes con EM que presentan niveles normales o niveles

altos de esta proteina. Para ello cuantificamos los Nf-L presentes en LCR en un

109



RESULTADOS

grupo control formado por 30 pacientes sin patologia neuroldgica inflamatoria o

neurodegenerativa.

No existian diferencias significativas entre la edad y el sexo entre pacientes con EM

y el grupo control. (Tabla 4.6)

Tabla 4.6: Factores demograficos entre pacientes con EM y grupo control

EM Grupo control p
n=115 n=37
Edad (M+DS) 33.56+9.03 3549.6 Ns
81/46 26/11 Ns

Sexo (F/M)

MzDS: Media * desviacion estandar; EM: Esclerosis multiple

Los pacientes con EM presentaban claramente niveles mas altos de Nf-L en LCR que
en controles (MediazES: 29704504 vs. 335432, p<0.0001). (Figura 4.7). Para
establecer los valores normales de Nf-L en LCR sumamos a la media de los controles
mas 3 desviaciones estandar (Mediax 3.0 DS). Obtuvimos un valor de 900ng/ml que
nos sirvid para establecer un punto de corte en el grupo de pacientes con EM. Asi,

dividimos a los pacientes con EM en dos grupos:

- Grupo NfL-normal: formado por 55 pacientes con niveles inferiores a 900

ng/I

- Grupo NfL-alto: formado por 72 pacientes con niveles superiores a 900 ng/I.
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Figura 4.7: Niveles de Nf-L en pacientes con EM y controles. Para establecer los valores
normales establecimos un punto de corte que consintié en la media+3DS de los controles

(900 ng/I).

Tal y como observamos al estudiar las correlaciones los niveles altos de Nf-L se
asociaron con mayor discapacidad medida a través de las escalas EDSS (p=0.003) y
MSSS (p<0.0001) y con mayor nimero de lesiones en T1 (p=0.0004), T2 (p=0.0007) y
captantes de gadolinio (p=0.004, Tabla 4.7).

111



RESULTADOS

Tabla 4.7: Datos demograficos, clinicos y radiolégicos en pacientes con EM divididos

segun los niveles de Nf-L en LCR.

NfL-Altos NfL-Normal
p
n=72 n=55

Edad (MzDS) 33,3349,23 33,85+8,84 ns
Sexo (F/M) 48/24 33/22 ns
Tiempo de evolucién, afios (M+DS) 3,68+5,45 4,616,52 ns
EDSS, mediana (RIQ) 2(1,5-2) 1,5(1-2) 0.003
MSSS, mediana (RIQ) 3,69 (2,65-5,87) 1,84 (0,67-3,21) <0.0001
N2 de lesiones en T2 en RM, mediana 25 (17-38) 12 (6-22) 0.0007
(RIQ
N¢ de lesiones en T1 en RM, mediana 4 (1,5-10,5) 0 (0-2,5) 0.0004
(RIQ)
N2 de lesiones captantes de Gd, mediana 1 (0-4) 0 (0-0) <0.0001
(RIQ)

NfL-Altos: niveles de neurofilamentos superiores a 900ng/l; NfL-normal: Niveles de
neurofilametos inferior a 900 ng/l; F/M: femenino/masculino; RIQ: rango intercuartil (25%-
75%); M+DS: Media + desviacion estandar; Los valores de p son el resultado del test de Man

Whitney.

Los niveles altos de Nf-L se asocian con la actividad inflamatoria, pero sobre todo
con los marcadores de neurodegeneracion como el MSSS que mide la discapacidad
acumulada a lo largo de la evolucion de la enfermedad y el nimero de agujeros

negros en la resonancia craneal.

4.2.3 Asociacion de los niveles altos de Nf-L en el LCR con sintesis intratecal de

inmunoglobulinas

Nuestro siguiente objetivo fue estudiar si la sintesis intratecal de inmunoglobulinas

se asocia con los niveles de Nf-L. (Tabla 4.6)
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Tabla 4.6: Datos de laboratorio entre pacientes con EM con niveles altos y normales

de Nf-L.
NfL-Alto NfL-Normal p
n=72 n=55
indice de 1gG (M#DS) 0,9910,44 1,03+0,63 ns
BOC IgG (P/N) 52/3 70/2 ns
indice de IgM (M+DS) 0,21%0,19 0,12+0,13 0,012
BOC IgM lipido-especificas (P/N) 46/26 7/48 <0,0001

NfL-Alto: niveles de neurofilamentos superiores a 900ng/l; NfL-normal: Niveles de
neurofilamentos inferior a 900 ng/l; P/N: positivo/negativo; M+DS: Media * desviacion

estandar; Los valores de p son el resultado del test de Man Whitney.

Los niveles de Nf-L no se asociaron con el indice de 1gG ni con la presencia de BOC
IgG. Sin embargo, el grupo de NflL-alto se asocié con mayor indice de IgM en LCR.
Sobre todo, estas diferencias fueron mas claras cuando estudiamos la presencia de
BOC IgM lipido especificas (BOCM+), el grupo NfL-alto mostré claramente mayor
proporcién de pacientes con BOCM+ (OR: 12.1 Cl: 4.8-30.7; p<0.0001). (Figura 4.8)
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Figura 4.8: Numero de pacientes que muestran BOC IgM lipido especificas en el grupo de

pacientes con NfL-Altos (>900ng/l) y con NfL-normales (<900ng/ml). Test exacto de Fisher.
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4.2.4 Estudio de Nf-L como posible biomarcador de conversiéon a EM.

A continuacién, estudiamos si los niveles de Nf-L pueden ser marcadores
prondsticos de conversion a esclerosis multiple clinicamente definida (EMCD) en

pacientes con sindromes neurolégicos aislados (SNA).

Incluimos en el estudio a 66 pacientes consecutivos que tuvieron un SNA entre 2009
y 2011. Cuarenta y cinco tuvieron un segundo brote y convirtieron a EMCD (SNA-
EMCD). Los 21 restantes no tuvieron un segundo brote (SNA-SNA). El tiempo medio

de seguimiento fueron 26 (12-57) meses.

También se analizé la aparicion de lesiones nuevas en las resonancias magnéticas
anuales. Ninguno de los SNA que no tuvieron un segundo brote cumplié los criterios

de diseminacidn en el espacio durante el tiempo de seguimiento.

Primero comparamos los niveles de Nf-L entre los dos grupos. Los pacientes que
convirtieron a EM, mostraron en el primer brote niveles mds elevados que los que

no convirtieron (p<0.0001). (Figura 4.9)

50000- p=0.0002
40000- S—

30000-
20000-
10000{

50001
4000+
3000+
20004
10004

Nf-L (ng/l)

—
SNA-EMCD SNA-SNA

Figura 4.9: Niveles de Nf-L en pacientes con SNA que convirtieron a esclerosis clinicamente

definida (SNA-EMCD) y pacientes con SNA que no convirtieron.

A continuacidn, analizamos si los niveles altos de Nf-L en LCR pueden predecir la
conversion a EMCD. Para ello dividimos a los SNA en dos grupos, atendiendo a si
tenian valores de Nf-L mayores o menores de 900ng/l. Calculamos mediante el test

de Kaplan Meier la probabilidad de permanecer libre de un segundo brote. (Figura
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4.10). Los valores elevados predijeron la aparicién precoz de un segundo brote

(Hazard ratio HR: 3.2, 95% 1.7-5.9; p=0.0003).
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Figura 4.10: Probabilidad de permanecer libre de un segundo brote en pacientes con SNA
con niveles de Nf-L por encima de la normalidad (>900ng/I) y en la normalidad (<900ng/I).

4.3 CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS INMUNOLOGICOS
PRESENTES EN LOS PACIENTES CON EM CLASIFICADOS SEGUN LA
PRESENCIA DE BOC DE IgM FRENTE A LiPIDOS.

La sintesis intratecal de IgM en la EM se asocia con mayores niveles de Nf-L en LCR y
con un peor prondstico de la enfermedad.[171] Ante este hallazgo, quisimos
investigar en profundidad los mecanismos inmunolégicos que diferencian los

pacientes con estos anticuerpos de los que carecen de ellos.

En este estudio incluimos a 121 pacientes con EM estudiados de forma consecutiva
en la unidad de EM del Hospital Ramdn y Cajal de Madrid, y los clasificamos en dos

grupos segun la presencia BOC IgM lipido especificas.
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- El grupo ML+: formado por 43 pacientes (34%) con bandas oligoclonales IgM

lipido-especificas.

- El grupo ML-: formado por los 78 restantes (66%) sin bandas oligoclonales

IgM lipido-especificas.

Analizamos distintas variables demograficas, clinicas y radioldgicas en ambos

grupos. (Tabla 4.9).

La proporciéon de pacientes en brote era ligeramente mayor en el grupo ML+
(p=0.043). Estos pacientes también mostraron mayor MSSS en comparacion con los

ML- (p=0.002). (Figura 4.11).

Tabla 4.10: Parametros clinicos y radiolégicos en pacientes ML+ y ML-.

ML+ ML-

n=43 n=78 g
Edad (M+DS) 36,319,26 40,8+11,9 Ns
Sexo (F/M) 28/15 47/31 Ns
Tiempo de evolucién, afios (M+DS) 1,843,3 3,745,6 Ns
N2 de lesiones en T2 en RM, (IQR) 20,5(9-35) 20(8-26,5) Ns
N2 de lesiones en T1 en RM, mediana (IQR) 0(0-11) 1(0-11) Ns
N2 de lesiones captantes de gd, mediana (IQR) 0(0-2) 0(0-1) Ns
Brote (SI/NO) 12/31 9/69 0.043
EDSS, mediana (IQR) 2(1,5-2,5) 1,5(1-2) Ns
MSSS, mediana (IQR) 5,8(3,7-7,9) 3,5(1,8-49) 0.002

MzDS: Media + desviacién estandar; RIQ: rango intercuartil (25%-75%); ML+= Pacientes con

BOC IgM lipido especifica; ML-= pacientes sin BOC IgM lipido especificas.
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p=0.002
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Figura 4.11: MSSS en pacientes ML+ y ML-. ML+: pacientes con EM que presentan BOC de

IgM frente a lipidos; ML-: pacientes con EM que no presentan BOC de IgM frente a lipidos.

Estudiamos la relacion con las variables asociadas a la sintesis intratecal de
inmunoglobulinas, como se muestra en la tabla 4.10. La presencia de estos
anticuerpos esta asociada a un aumento en el indice de IgG en LCR (p=0.02) y sobre
todo con un aumento en el indice de IgM (p<0.0001), no se asocia con diferencias

en el cociente de albumina o con la presencia de BOC IgG.

Tabla 4.10 Datos de laboratorio en pacientes con ML+ y ML-.

ML+ ML-

n=43 n=78
BOC IgG (P/N) 72/6 43/0 ns
indice I1gG (M+DS) 1,2+0,8 0,910,5 0.02
indice IgM (M+DS) 0,4+0,3  0,240,1 <0.0001
Cociente albumina(M+DS) | 4,9+2,0 5,2+2,2 ns

MzDS: Media * desviacidn estdndar; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido especifica; ML-=

pacientes sin BOC IgM lipido especificas.
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4.3.1 Estudio de marcadores de dafio axonal.

En el apartado anterior observamos que los pacientes ML+ tienen valores
aumentados de Nf-L en LCR. Quisimos corroborar esos resultados en esta cohorte
independiente. Observamos que los niveles de Nf-L de nuevo se encontraban
significativamente mds elevados en los pacientes con BOC IgM lipido especificas.

(Figura 4.12), confirmando nuestros datos previos.
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Figura 4.12: Comparacién de los niveles de Nf-L entre pacientes con BOC IgM lipido-

especificas (ML+) y sin estos anticuerpos (ML-).

4.3.2 Estudio de marcadores de inflamacion:

Estudiamos también factores solubles relacionados con la activacién de la respuesta
inmune innata. Analizamos los niveles de activina A en LCR, un mediador soluble
gue estd involucrado en la polarizacién de macréfagos hacia un fenotipo M1.[220]
No encontramos diferencias significativas entre los dos grupos de pacientes. (Figura

4.13)
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Figura 4.13. Comparacién de los niveles de activina A en pacientes con BOC IgM lipido-

especificas (ML+) y sin ellas (ML-).

Ademas, cuantificamos los niveles de chitinase-3-like 1 (CHI3L1) una proteina
también asociada con un peor prondstico en la EM que se encuentra en el
citoplasma de la microglia y astrocitos activados.[189] Los pacientes con BOC IgM
lipido especificas mostraron niveles mas elevados de esta proteina en LCR (p=0.005)

(Figura4.14)
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Figura 4.14. Comparacién de los niveles de chitinase 3-like protein 1 en pacientes de EM

con BOC IgM lipido-especificas (ML+) y sin ellas (ML-).
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4.3.3. Relacion con el estrés oxidativo:

El estrés oxidativo se considera un mecanismo que participa en la progresion de la
enfermedad.[221] Nosotros estudiamos dos moléculas relacionadas con el estrés
oxidativo. Primero cuantificamos la superdxido dismutasa (SOD), una enzima
antioxidante y los niveles de 8-lso-prostaglandina,, (8-iso-PGF,,), producto

generado en la peroxidacion lipidica. [222]

No observamos diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las

moléculas estudiadas entre los dos grupos de pacientes. (Figura 4.15)
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Figura 4.15: Comparacién de la actividad de la superdxido dismutasa (SOD) (A) y de los
niveles de 8-Iso-prostaglandina,, (8-1s0-PGF,,) (B) y en pacientes de EM con BOC IgM lipido-
especificas (ML+) y sin ellas (ML).

4.3.4. Relacion con la respuesta inmune adaptativa:

Para investigar las diferencias en la respuesta inmune adaptativa entre ambos
grupos, analizamos en LCR poblaciones de linfocitos T y poblaciones de linfocitos B

mediante citometria de flujo analizando el nimero total de células en LCR.
4.4.4.1.- Estudio de las poblaciones de linfocitos T CD4:

Evaluamos las distintas subpoblaciones de linfocitos T CD4 cooperadores entre

ambos grupos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 4.11.
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Tabla 4.11: Subpoblaciones celulares de linfocitos T CD4 en pacientes ML+ y en

pacientes ML-.

N2 células/ml ML+ ML-

Mediana (RIQ) e - P
LT CD4+ 2262(880-4251) 1043(552-2327) 0.0011
LT CD4+CD25hiCD127l0/- 79(38-221) 35(15-77) <0.0001
LT CD4+DR+ 331(212-703) 159(106-316) 0.0011
LT CD4+CD62L+ 1340(640-2190) 439(199-1149) 0.0008
LT CD4+TNF-a+ 682(390-1264) 278(144-514) 0.0002
LT CD4+IFN-y+ 1582(883-3095) 535(334-1055) 0.0003
LT CD4+IL-17+ 30(12-155) 30(7-138) ns
LT CD4+IL-22+ 28(15-57) 11(6-46) 0.007
LT CD4+IL-17+IL-22+ 9(5-28) 4(1-11) 0.02

RIQ: rango intercuartil (25%-75%); LT: Linfocitos; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido

especifica; ML-= pacientes sin BOC IgM lipido especificas.

Cuando se analizaron las subpoblaciones mediante marcajes de superficie,

observamos que los pacientes ML+ mostraban un nimero mayor de linfocitos T

CD4+ totales (p=0.0011). Este aumento se debia un incremento en los linfocitos T

CD4+ DR+ (p=0.0011). y los CD62L+ (p=0.008). Pero las diferencias mas significativas

se observaron en los linfocitos T reguladores (CD4+CD25hiCD127lo/-) (p<0.0001).

(Figura 4.16)
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Figura 4.16: Comparacién de las células T CD4 reguladores entre pacientes ML+ (BOC IgM

lipido especifica positivas) y ML- (BOC IgM lipido especifica negativas).

Ademads, cuando estudiamos la produccién intracelular de citoquinas, los
pacientes ML+ mostraban un aumento en la produccidn intracelular de TNF-a e
IFN-y (p=0.0002; p=0.0003). (Figura 4.17) Asi mismo, este grupo de pacientes
mostré en menor grado un aumento de los linfocitos T CD4+IL-22+ (p=0.007). No
se encontraron diferencias significativas en las células productoras de IL-17, pero

si en la subpoblacion que produce IL-17+ e IL-22+ (p=0.02).
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Figura 4.17: A. Comparacion de las células T CD4 productores de TNF-a y productores de
IFN-y entre pacientes ML+ (BOC IgM lipido-especificas positivas) y ML- (BOC IgM lipido-
especificas negativas). Ejemplo representativo de linfocitos T CD4 productores de TNF-a
en pacientes ML+ (B) y en pacientes ML- (C) y productores de IFN-y en pacientes ML+ (D)
y en pacientes ML- (E).
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4.3.4.2.- Estudio de las poblaciones de linfocitos T CD8:

A continuacidén, estudiamos el nimero de linfocitos T CD8 totales presentes en el

LCR y también la produccién de citoquinas intracelulares. (Tabla 4.12)

Tabla 4.12: Subpoblaciones celulares de linfocitos T CD8 en pacientes ML+ y en

pacientes ML-.

Ne células/ml ML+ ML- p

Mediana(RIQ) n=43 n=78
LT CD8+ 636(296-1276) 328(131-540) 0.0011
LT CD8+ Perforina+ 29(13-55) 14(4-26) 0.02
LT CD8+TNF-a+ 751(270-868) 211(127-319) 0.0001
LT CD8+IFN-y+ 422(166-797) 124(86-294) 0.0001
LT CD8+IL-17+ 20(8-72) 8(3-28) ns
LT CD8+IL-22+ 13(4-68) 4(2-8) 0.0004
LT CD8+IL-17+IL-22+ 7(2-12) 1(0-4) 0.004

RIQ: rango intercuartil (25%-75%); LT: Linfocitos; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido

especifica; ML-= pacientes sin BOC IgM lipido especificas.

El numero total de linfocitos T CD8 estaba aumentado en los pacientes ML+. Las
pacientes ML+ ademds mostraron un numero mayor de linfocitos T CD8+

productores de perforina.

Al igual que sucedia con la poblacién CD4+, los pacientes ML+ mostraron un
aumento de linfocitos T CD8+ productores de TNF-a e INF-y (p=0.0001 en ambos
casos). (Figura 4.18) Ademas, se observd un claro incremento en los linfocitos T
CD8+IL-22 (p=0.0004), y en menor medida en los CD8+IL-17+IL-22+ (p=0.004) en

comparacion con el grupo ML-.
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Figura 4.18: Comparacioén de las células T CD8+TNF-a y CD8+INF-y entre pacientes ML+

(BOC IgM lipido-especificas positivas) y ML- (BOC IgM lipido-especificas negativas)

4.3.4.3.- Estudio de las poblaciones de linfocitos B:

El siguiente paso fue analizar la respuesta inmune humoral a través del estudio de
los linfocitos B, en concreto de las poblaciones de CD5+ y CD5-. Los resultados se
muestran en la tabla 4.13. El grupo ML+ mostrd un claro aumento de linfocitos B en

LCR, tanto de la poblacién CD5+ como la CD5-.

Tabla 4.13: Subpoblaciones celulares de linfocitos B en pacientes ML+ y en

pacientes ML-.

N2 células/ml ML+ ML-

Mediana(RIQ) n=43 n=78 P

LB 102(43-394) 29(12-76) p<0.0001
LB CD5+ 25(7-83) 4(1-13) P<0.0001
LB CD5- 74(32-386) 26(11-64) p<0.0001

RIQ: rango intercuartil (25%-75%); LB: Linfocitos B; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido-

especificas; ML-= pacientes sin BOC IgM lipido-especificas
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A continuacidn, en 36 pacientes analizamos la correlacion entre el indice de IgM y

distintas poblaciones de linfocitos B con el fin de identificar qué poblacién se asocia

con la liberacién de IgM. (Tabla 4.14)

El indice de IgM se asocié con un mayor numero de linfocitos B de memoria, pero

sobre todo con un aumento de plasmablastos que expresan el antigeno CD5+en

LCR.

Tabla 4.14. Correlacion entre el indice de IgM y poblaciones de linfocitos B en LCR

en pacientes con EM.

Poblaciones linfocitos B

n=36 r P
CD19+IgM+ 0.14 ns
CD19+CD27hiCD38hi 0.29 ns
CD19+CD27+ 0.34 0.03
CD19+CD27hiCD38hiCD5+ 0.38 0.02
CD19+CD27hiCD38hi IgM 0.18 ns
CD19+IgM+CD27+ 0.18 ns
CD19+IgM+CD5+ 0.24 ns

r= coeficiente de correlacién de Spearman.

4.3.5. Relacion con la respuesta inmune innata.

Caracterizamos la respuesta inmune innata en LCR a través del analisis de los

monocitos y de poblaciones de células dendriticas. Los resultados estan

representados en la tabla 4.15.
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Tabla 4.15: Poblaciones de monocitos y células dendriticas estudiadas en pacientes

ML+ y ML-.
N2 células/ml ML+ ML-
Mediana (RIQ) n=43 n=78 P
Monocitos totales 38 (24-66) 54 (29-84) ns
Mo CD14hiCD16- 18 (9-41) 26 (15-46) ns
Mo CD14hiCD16+ 12 (6-21) 16 (7-30) ns
Mo CD14loCD16- 5(2-12) 4 (1-9) ns
Cdsplasmacitoides 14 (5-57) 9 (3-20) ns
Cds mieloides 56 (30-147) 31 (16-90) ns

RIQ: rango intercuartil (25%-75%); ML+= Pacientes con BOC IgM lipido especifica; ML-=

pacientes sin BOC IgM lipido especificas; Mo= monocitos; Cds= células dendriticas.

No observamos diferencias en las poblaciones estudiadas entre ambos grupos de

pacientes.

4.3.5. Caracterizacion de la respuesta segun si los pacientes con EM se encuentran

en brote.

Hemos mostrado que hay mayor proporcidn de pacientes en brote en el grupo ML+
qgue en el grupo ML-. Lo siguiente que quisimos determinar es si las diferencias en
los factores solubles y en las poblaciones leucocitarias estudiadas anteriormente

entre los dos grupos de pacientes se deben al brote.

Por tanto, subdividimos a los pacientes con ML+ y ML- en funcién de que en el
momento de la puncién lumbar se encontraban en brote o en remision y analizar si
se encontraban diferencias en el as moléculas y poblaciones leucocitarias

anteriormente.

No encontramos ninguna diferencia significativa entre los grupos de pacientes en
los factores solubles estudiadas (Tabla 4.17), ni en las poblaciones leucocitarias
estudiadas (Tabla 4.18). Esto indica que los resultados obtenidos no se deben a que

haya mayor proporcién de pacientes en brote que en el grupo ML+. (Tabla 4.17)

127



RESULTADOS

Tabla 4.16: Factores solubles en pacientes ML+ y ML- divididos segun actividad de la

enfermedad.
ML+ ML+ ML- ML-
Factores solubles Remision Brote Remision Brote
Mediana (RIQ) n=31 n=12 n=69 n=9 P
i 0.21 0.19 0.12 0.14
Indice de IgG ns ns
(0.11-0.34) (0.16-0.38) (0.08-0.18) (0.10-0.2)
i 1.01 0.72 0.76 0.84
Indice de IgM ns ns
(0.85-1.52) (0.65-1.17) (0.59-1.09) (0.64.-2.02)
Cociente de 3.98 491 4.95 4,51
ns ns
albumina (3.33-6.42) (3.35-6.21) (3.63-6.01) (3.70-7.78)
2169 3442 815 696.1
Nf-L (ng/l) ns ns
(759-4079) (622-10948) (407-1309) (212.1-1490)
0.09 0.09 0.08 0.1
SOD (U/ml) ns ns
(0.06-0.12) (0.07-0.11) (0.06-0.13) (0.08-0.12)
8-lsoprostano 5.01 6.59 6.59 0.67
ns ns
(pg/ml) (0.44-7.12) (4.91-13.53) (0.45-11.55) (0.04-2.24)
Chitinase3 like 1 201.4 268.8 180.7 192.
ns ns
(pg/1) (176.6-295.3)  (222.5-331.8) (151.6-235.4) (125.3-258.9)
201.2 229.3 207.9 217.5
Activina A (pg/ml) ns ns

(177.2-265.2)

(166.4-298.9)

(179.1-235.1)

(165.8-280.7)

RIQ: rango intercuartil (25%-75%); LT: Linfocitos; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido

especifica; ML-= pacientes sin BOC IgM lipido especificas.

128



RESULTADOS

Tabla 4.17: Subpoblaciones de linfocitos T en pacientes ML+ y ML- divididos

segln actividad de la enfermedad

Ne células ML+ ML+ ML- ML-
CD45+}mI Mediana Remision Brote 0 Remision Brote 0
(1QR) n=31 n=12 n=9 n=69

2430 1631 945 2827
LT CD4+ ns ns
(1079-4629) (679-3819) (548-1742) (858-4873)
LT CD4+CD25hi 91 71 33 161
ns ns
CD127lo (41-221) (28-216) (15-58) (23-30)
322 532 152 175
LT CD4+DR+ ns ns
(211-645) (139-750) (108-311) (77-1035)
1251 1377 428 675
LT CD4+CD62L+ ns ns
(525-2190) (975-2959) (210-1222) (161-2983)
1413 2019 535 808
LT CD4+TNF-a+ ns ns
(740-2837) (1276-10781) (334-984) (139-1442)
666 884 282 261
LT CD4+IFN-y+ ns ns
(317-1145) (515-5017) (144-534) (75-356)
30 105 31 13
LT CD4+IL-17+ ns ns
(10-102) (12-282) (8-154) (2-27)
8 29 4 4
LT CD4+IL-22+ ns ns
(4-20) (9-227) (1-13) (2-6)
19 69 11 13
LT CD4+IL-17+1L-22+ ns ns
(14-48) (26-430) (6-52) (6-16)
636 637 312 872
LT CD8+ ns ns
(276-1269) (309-1207) (191-449) (306-1143)
481 698 211 257
LT CD8+TNF-a+ ns ns
(253-663) (442-955) (129-313) (25-540)
382 542 124 134
LT CD8+IFN-y+ ns ns
(160-555) (302-750) (87-294) (24-338)
21 68 8 4
LT CD8+IL-17 ns ns
(7-53) (12-120) (3-30) (1-10)
5 15 1 2
LT CD8+IL-22+ ns ns
(2-112) (7-73) (0-4) (0-2)
12 47 4 2
LT CD8+IL-17+IL-22+ ns
(3-27) (21-75) (1-9) (2-4)

RIQ: rango intercuartil (25%-75%); LT: Linfocitos T;; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido

especifica; ML-=

pacientes sin BOC IgM lipido especificas.
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Tabla 4.18: Subpoblaciones de linfocitos B, monocitos y células dendriticas en

pacientes ML+ y ML- divididos segun actividad de la enfermedad

ML+ ML+ ML- ML-

Ne células CD45+/ml Remision Brote Remision Brote
Mediana (IQR) n=31 n=12 n=9 n=69 P
LB 89 (44-412) 122 (26-400) ns 28 (12-66)  45(14-295) ns
LB CD5+ 17 (6-84) 31(7-77) ns  3(1-12) 5 (2-41) ns
LB CD5- 74 (37-297)  96(19-324) ns  25(10-56)  35(12-250) ns
Monocitos totales 36 (23-67) 56 (27-66) ns 51(29-83) 61(42-96) ns
Mo CD14hiCD16- 17 (8-39) 29 (11-64) ns  26(15-51) 23(9-34)  ns
Mo CD14hiCD16+ 13 (6-21) 12 (6-28) ns  15(7-29) 23(19-39) ns
Mo CD14loCD16- 6 (2-12) 6 (1-26) ns 4 (1-9) 5 (1-9) ns
Cds plasmacitoides 8 (4-38) 60 (20-88) ns 9 (3-20) 38 (8-68) ns
Cds mieloides 51(21-98)  92(58-281) ns 32(16-103)  28(25-31) ns

RIQ: rango intercuartil (25%-75%); LB: Linfocitos B; Mo: Monocitos; Cds: celulas dendriticas;

ML+= Pacientes con BOC IgM lipido especifica; ML-= pacientes sin BOC IgM lipido

especificas.

4.4. EVOLUCION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA CON LA EDAD:

Estudios recientes llevados a cabo en necropsias de pacientes con EM sugieren que
la fisiopatologia de la enfermedad cambia con la edad. Se produce una disminucion
de la respuesta adaptativa y un aumento de la respuesta innata confinada al SNC.
Quisimos investigar el efecto de la edad en las poblaciones de leucocitos y en los
factores solubles estudiados anteriormente. Este estudio se llevé a cabo en la

misma cohorte de pacientes que en el apartado anterior.

Dado que la presencia de BOC de IgM lipido especificas implica diferencias en el
perfil inmunoldgico de los pacientes, estudiamos el grupo total de pacientes y
también por separado los grupos IgM+ e IgM-. Las caracteristicas demograficas de
los tres grupos estan representadas en la tabla 4.19. No habia diferencias

significativas entre los grupos ML+ y ML- en ninguna de las variables estudiadas.
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Tabla 4.19: Variables demograficas de pacientes con EM, pacientes ML+ y pacientes

ML-.
EM ML+ ML-
n=121 n=43 n=78
EdadM+DS 38.8+11 35.9194 40.5%12
Sexo (F/M) 76/44 29/15 47/29
Tiempo de evolucién, afios (MxDS) 2.6%4.3 1.81£3.2 3.1+4.7
Brote (SI/NO) 19/98 13/31 9/67

Mz=DS: Media + desviacidn estandar; EM= esclerosis multiple; ML+= Pacientes con BOC IgM

lipido especifica; ML-= pacientes sin BOC IgM lipido especificas.

4.4.1. Efecto de la edad en variables clinicas y radioldgicas

En primer lugar, estudiamos la correlacion de la edad con variables clinicas y

radioldgicas en los tres grupos. (Tabla 4.20)

Tabla 4.20: Correlacién de la edad con variables clinicas y radiolégicas.

Variables clinicas y 2 ol ke
demograficas n=121 n=43 n=78
r P r p r P
Ne lesiones en RM en T2 0,22 0,02 0,11 ns | 0,32 0,006
Ne de lesiones en RM en T1 031 00011 0,10 ns | 0,41  0,0004
N2 de lesiones captantes de gd 017 ns 0.29 ns | -014 ns
EDSS 028 0,002 0,02 ns | 0,47 <0,0001
MSSS -0,01 ns -0,09 ns | 0,18 ns

EM= esclerosis multiple; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido especifica; ML-= pacientes sin

BOC IgM lipido especificas. r= coeficiente de correlacidon de Spearman. Gd: Gadolinio.
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En los pacientes con EM, la edad se correlaciond positivamente con el numero de

lesiones en T2 y sobre todo con el nimero de lesiones en T1 y con el EDSS. Cuando

analizamos por separado los pacientes ML+ y ML-, observamos que dichas

correlaciones se debian al grupo ML-(Figura 4.20). En los pacientes ML+ ni el

aumento del numero de lesiones ni el de la discapacidad se asociaron con la edad.

Estos datos indican que la edad es un factor importante en el aumento de la

discapacidad en los pacientes ML- pero no acelera el curso de la enfermedad en los

mismos, ya que el MSSS no se relaciona con esta variable.
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Figura 4.20: Correlaciones entre la edad de los pacientes ML- y el nimero de lesiones en

RM en T2 (A), numero de lesiones en RM en T1 (B), la discapacidad (EDSS) (C) y el MSSS.

4.4.2 Efecto de la edad en los factores solubles estudiados en LCR

A continuacidn, analizamos la correlaciéon de la edad con factores solubles de LCR en

los tres grupos. (Tabla 4.21)
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Tabla 4.21: Correlacion de la edad con factores solubles en LCR.

EM ML+ ML-
Factores solubles n=121 n=43 n=78
r p r p r p

indice de IgG 0,08  ns 0,05 ns |-007 ns
indice de IgM -0,13 ns -0,05 ns |-0,11 ns
Cociente de albumina 0,29 0,0011 | 0,17 ns | 0,33 0,0033
Nf-L (ng/I) -0,05 ns 031 ns | 013 ns
SOD (U/ml) 0,16 ns 0,46 0,004 | 0,04 ns
8-lso-prostaglandina2a (pg/ml) 0,13 ns 0,15 ns 0,13 ns
Chitinase-3 like 1 (pg/l) 0,32 0,0008 | 0,06 ns | 0,49 <0,0001
Activina A (pg/ml) 0,46 <0,0001| 0,40 0,02 | 0,52 <0,0001

EM-= esclerosis multiple; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido especifica; ML-= pacientes sin

BOC IgM lipido especificas. r= coeficiente de correlacidon de Spearman

En los pacientes con EM, la edad se correlaciona positivamente con el cociente de
albumina y sobre todo con los niveles de activina A y chitinase 3-like 1. (Figura 4.21;

Figura 4.22). Estas correlaciones se deben principalmente al grupo ML-.

Por otro lado, en los pacientes ML+, observamos una la correlacion débil con la
activina A. Ademads, en este grupo de pacientes observamos una correlacién
positiva entre la edad y la SOD(r=0.42; p=0.004). Esto podria estar indicando un

posible aumento de estrés oxidativo en estos pacientes.

No encontramos en ninguno de los tres grupos correlacidon entre la edad y los

niveles de Nf-L o los indices de inmunoglobulina.
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Figura 4.21: Correlaciones entre la edad de los pacientes ML+ (A) y ML- (B) y la

concentracion de activina A.
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Figura 4.22: Correlaciones entre la edad de los pacientes ML+ (A) y ML- (b) y los niveles de

chitinase 3-like 1.
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Figura 4.23: Correlaciones entre la edad de los pacientes ML+ (A) y ML- (B) con la

superdxido dismutasa (SOD).

4.3 Efecto de la edad en las poblaciones de leucocitos en LCR

A continuacion, estudiamos como afecta la edad en las subpoblaciones linfocitarias

en LCR. En primer lugar, estudiamos el efecto en los linfocitos T CD4. (Tabla 4.20)
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Tabla 4.22: Correlacién de la edad en con subpoblaciones de linfocitos T CD4+.

EM ML+ ML-
Ne de células/ml n=121 n=43 n=78

r p r p r p
LT CD4+ 0,35 <0,0001 | -0,13 ns | -0,42 0,0001
LT CD4+CD25hiCD127I0/~ 554 o1 | 007 ns | -0,32 0,005
LT CD4+DR+ 0,22 0,03 0,18 ns | -0,33 0,007
LT CDA+CD62L+ 031 0001 | 010 ns |-042 0,0004
LT CD4+TNF-a+ 0,30 0,005 | -0,05 ns | -0,35 0,008
LT CDA+IFN-y+ 0,28 0,009 | -0,11 ns |-0,27 0,044
LT CD4+IL-17+ 0,28 0,011 | -0,39 ns |-022 ns
LT CDA+IL-22+ 0,29 0,007 | 0,01 ns | -0,38 0,0033
LT CD4+IL-17+IL-22+ 0,19 ns 016 ns |-016 ns

EM= esclerosis multiple; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido especifica; ML-= pacientes sin
BOC IgM lipido especificas; LT: Linfocitos; r= coeficiente de correlacién de Spearman; Los

valores de p son el resultado de la correlaciéon de Spearman

El nimero de linfocitos T CD4+ en LCR disminuye con la edad en los pacientes con
EM. Esta disminucion sélo se observa en los pacientes ML-, mientras que en el
grupo ML+ el numero de linfocitos T CD4 el niumero de linfocitos CD4+ se mantiene

estable independientemente de la edad.

La disminucién de los linfocitos T CD4+ en los pacientes ML- se ve reflejada en un
descenso de determinadas subpoblaciones entre las que se cuentan: los linfocitos T
CD4 reguladores, CD4+CD62L+, CD4DR+ y los productores de TNF-a, de IL-22 y en

menor grado los productores de IFN-y.

En los pacientes ML+ no se observd ninglin descenso significativo de las

subpoblaciones de linfocitos CD4+ con la edad.
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Figura 4.23: Correlaciones entre la edad de pacientes ML+ (A) y los pacientes ML- (B) con la

el nimero de linfocitos T CD4 en LCR.

A continuacién, estudiamos como afecta la edad a las poblaciones de linfocitos T
CD8+. (Tabla 4.23) Al igual que sucedia con los CD4+, esta subpoblacién en LCR
disminuye con la edad en los pacientes con EM. Esto se debe a los pacientes ML-.

(Figura 4.24).

No encontramos ninguna correlacidn entre la edad y las poblaciones de linfocitos T
CD8 productores de citoquinas en ninguno de los tres grupos. Sin embargo,
solamente los pacientes ML- muestran una clara disminucién de los linfocitos T CD8

productores de perforina.
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Tabla 4.23: Correlacién de la edad con subpoblaciones de linfocitos T CD8+.

EM ML+ ML-

Ne de células/ml n=121 n=43 n=78
r p r p r p

LT CD8+ -0,28 0,002 -0,04 ns -0,36 10,0011
LT CD8+Perforina+ -0.55 0.0003 |-0.44 ns -0.51 0.009
LT CD8+TNF-a+ -0,24 0,026 -0,01 ns -0,24 ns
LT CD8+IFN-y+ -0,20 ns 0,05 ns -0,22 ns
LT CD8+IL-17+ -0,14 ns -0,02 ns -0,11 ns
LT CD8+IL-22+ -0,04 ns 0,10 ns -0,01 ns
LT CD8+IL-17+IL-22+ -0,07 ns 0,07 ns -0,04 ns

EM= esclerosis multiple; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido especifica; ML-= pacientes sin

BOC IgM lipido especificas; LT: Linfocitos; r= coeficiente de correlacién de Spearman; Los

valores de p son el resultado de la correlacién de Spearman
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Figura 4.24: Correlacién entre la edad de los pacientes ML+ (A) y los pacientes ML- (B) y el

numero de linfocitos T CD8 en LCR.
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A continuacidn, estudiamos el efecto de la edad en la respuesta humoral (Tabla
4.24). Hay una clara correlacién negativa con los linfocitos B. Esta correlacién se da
en los linfocitos B CD5+ y CD5- aunque las diferencias son mas significativas en la
subpoblacién de linfocitos B CD5-. Esta disminucién se debe al grupo ML-. En el
grupo ML+ no disminuye el nimero de linfocitos B en LCR en relacién con la edad
(Figura 4.25).

Por ultimo, estudiamos la correlacién de las poblaciones de monocitos y células
dendriticas en relacién con la edad. No encontramos ninguna asociacion de los
monocitos con la misma. Sin embargo, los pacientes ML- experimentaron una
disminucion de las poblaciones de células dendriticas mieloides y plasmacitoides al

aumentar la edad.

Tabla 4.24: Correlacion de la edad con subpoblaciones de linfocitos B, monocitos y

con células detriticas.

EM ML+ ML-
Ne de células/ml n=121 L n=78
r p r p r p
LT CD15+ -0,36 <0,0001 | -0,05 ns -0,44  <0,0001
LT CDI9+CD5+ -0,33  0,0002 -0,11 ns -0,35  0,0017
LT CD19+CD5- -0,37 <0,0001 | -0,04 ns 0,45 <0,0001
Monocitos totales -0,09 ns -0,04 ns -0,14 ns
Mo CD14hiCD16- 0,12 ns 0,14 ns -0,12 ns
Mo CD14hiCD16+ 0,05 ns 0,17 ns 0,18 ns
Mo CD14loCD16- -0,07 ns 0,24 ns -0,22 ns
Cds plasmacitoides -0,26 ns 0,06 ns -0,39 0,02
Cds mieloides 031 0,028 0,02 ns 041 0,017

EM-= esclerosis multiple; ML+= Pacientes con BOC IgM lipido especifica; ML-= pacientes sin

BOC IgM lipido especificas; LT: Linfocitos; r= coeficiente de correlacidon de Spearman
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Figura 4.25:Correlaciones entre la edad en la que se encuentra los pacientes ML+ (A) y los

pacientes ML- (B) con el nimero de linfocitos B en LCR.

4.4.4 Efecto de la edad en pacientes clasificados en menores y mayores de 40

ainos.

Hemos demostrado que la edad influye de distinta manera en los pacientes

ML+ y ML-. Lo siguiente que quisimos determinar es un punto de corte en la edad

gue nos permita establecer un punto en el tiempo en el que los pacientes ML-

presentan un fenotipo menos inflamatorio. Elegimos la edad de 40 afios porque

entre los 40-45 afios se ha observado que los pacientes con EM comienzan a

progresar en ausencia de brotes [223] Los grupos que establecimos fueron los

siguientes:

Pacientes ML+ mayores de 40 afios (ML+>40): Se incluyeron a 28 pacientes

Pacientes ML+ menores de 40 afios (ML+<40): Se incluyeron a 15 pacientes

Pacientes ML- menores de 40 afios (ML-<40): Se incluyeron a 40 pacientes

Pacientes ML- mayores de 40 afios (ML->40): Se incluyeron a 38 pacientes

A continuacion, comparamos estudiamos las diferencias entre los pacientes ML+

mayores y menores de 40 afios y lo mismo con los pacientes ML-. Analizamos
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variables clinicas, radiolégicas, factores solubles y poblaciones leucocitarias en LCR

gue interviene en la respuesta inmune innata y adaptativa.
4.5.3.1. Factores solubles

No encontramos ninguna diferencia estadisticamente significativa con los factores
solubles asociados al dafio axonal y a la sintesis intratecal de inmunoglobulinas, sin
embargo el cociente de albiumina aumenta de forma moderada en los pacientes
ML- mayores de 40 afos [Mediana (RIQ); ML-<40: 4.3 (2.9-5.8);ML->40: 5.2(4.4-7.9);
p=0.02).

Los pacientes ML+>40 mostraron niveles mayores de la actividad de la SOD

(p=0.02)(Figura 4.26).
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Figura 4.26: Comparacion de la actividad SOD (A) entre pacientes ML+ mayores de
40 afios (ML+>40) con menores de 40 (ML+<40) y entre pacientes ML- mayores de

40 afios (ML->40) con menores de 40 (ML-<40).

Sin embargo, las mayores diferencias se observaron en otras moléculas implicadas
en la activacién de la respuesta innata. En el grupo ML-, los pacientes mayores de
40 aifos mostraron un aumento en los niveles de chitinase 3-like 1 (p=0.0023) y de

activina A (p=0.0005) (Figura 4.27).
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Figura 4.27: Comparacién de los niveles de activina A (A) y de los niveles de chitinase 3-like
1 (B) entre pacientes ML+ mayores de 40 afios (ML+>40) con menores de 40 (ML+<40) y

entre pacientes ML- mayores de 40 afios (ML->40) con menores de 40 (ML-<40).

4.5.3.3. Respuesta inmune innata y adaptativa

En los pacientes ML->40 hay una bajada en el nimero de linfocitos T CD4+
(p=0.0045). Esta disminucion se detectd en las siguientes las subpoblaciones de
linfocitos T CD4+, en los linfocitos T efectores (CD4+HLA-DR+) (p=0.028), linfocitos T
CD4+CD62L+ (p=0.007) y en los linfocitos T CD4+ reguladores (p=0.049). Los
pacientes ML+ no mostraron diferencias significativas en estas subpoblaciones con

respecto a la edad. (Figura 4.28)
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Figura 4.28: Comparacion del niumero de linfocitos T CD4+ (A), CD4+DR+ (B) y CD4+
reguladores (C) y CD4+CD62L+ (D) entre pacientes ML+ mayores (ML+>40) y menores
(ML+<40) de 40 afios y entre pacientes ML- mayores (ML->40) y menores (ML-<40) de 40

anos.

Para el analisis de citocinas aumentamos el punto de corte a 45 afios, porque
observamos que la produccidn de las mismas tarda mas en bajar con la edad. Los
pacientes ML->40 mostraron una disminucion en el nimero de linfocitos T CD4+
productores dell-22 (p=0.006) y de TNF-a (Figura 4.29). Ademas, la produccién de
IFN-y en este grupo de pacientes mostrd una tendencia a la disminucion, aunque no

fue estadisticamente significativa (p=0.056).
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pacientes ML+ mayores (ML+>45) y menores (ML+<45) de 45 afios y entre pacientes ML-

mayores (ML->45) y menores (ML-<45) de 45 afios.

El nimero de linfocitos T CD8+ también era inferior en los pacientes ML->40
comparado con ML-<40; ML->40: 243(156-374); p=0.02) mientras que en los
pacientes ML+ no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. (Figura

4.30)
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Figura 4.30: Comparacion del nimero de linfocitos T CD8+ entre pacientes ML+ mayores

(ML+>40) (ML+<40) de 40 afios.

A continuacién, estudiamos los linfocitos B. Los pacientes ML->40 mostraron un

nimero menor de linfocitos B en comparacion con los ML-<40 (p=0.0026).
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Mostraron diferencias en la subpoblacion CD5+ (p=0.016), pero sobre todo en la
subpoblacién CD19+CD5- (p=0.002); mientras que en los pacientes ML+ no se

encontraron diferencias significativas. (Figura 4.31)
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Figura 4.31: Comparacion del nimero de linfocitos B (A), y linfocitos B CD5- (B) entre
pacientes ML+ mayores de 40 afios (ML+>40) con menores de 40 (ML+<40) y entre

pacientes ML- mayores de 40 afios (ML->40) con menores de 40 (ML-<40).

No encontramos diferencias significativas en el niumero de monocitos en los
pacientes ML+ y los pacientes ML-. Sin embargo, los pacientes ML- mayores de 40
afios mostraron una disminucion en el numero de células dendriticas
plasmacitoides (ML-<40: 16(7-50); ML->40: 5 (3-11); p=0.045) y mieloides (ML-<40:
59(24-144);ML->40: 20(12-32), p=0.01).Estas diferencias no se observan en los

pacientes ML+.

4.5.4 Estudio de marcadores de inmunosenescencia

A continuacién, quisimos investigar si los pacientes con EM podrian sufrir una
inmunosenescencia prematura. El aumento en los titulos de anticuerpos frente a
citomegalovirus (CMV) se ha establecido como un marcador de inmunosenescencia,
[224] En la misma cohorte del apartado anterior estudiamos la correlacién entre la
edad de los pacientes y los titulos de IgG frente a CMV. Se observd una clara
correlacién positiva con la edad en los pacientes IgM- (r=0.42; p=0.0002) que no se

detectd en los pacientes ML+.
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El siguiente paso fue analizar si partir de los 40 afios aumenta los titulos de estos
anticuerpos. No se observaron diferencias significativas en los pacientes ML+
mayores y menores de 40 afios. Sin embargo, los pacientes ML- mayores de 40
mostraron un claro aumento en los titulos de anticuerpos frente CMV (p= 0,0009).

(Figura 4.32)
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Figura 4.32: Comparacién de los titulos de IgG frente a CMV entre pacientes ML+ mayores

de 40 afios (ML+>40) con menores de 40 (ML+<40).

En resumen, observamos que en los pacientes ML- hay un aumento de los titulos de
anticuerpos IgG frente a CMV que podria indicar que estos pacientes estdn

sufriendo una inmunosenescencia prematura que no se daria en los pacientes ML+.

4.5 DETECCION DE LINFOCITOS B EN TEJIDO POST-MORTEM EN
PACIENTES CON EM.

Hemos demostrado que la presencia de BOC IgM-LE+ en LCR se asocia con una
mayor inflamacidn en la EM y que la respuesta inmune se mantiene con la edad en
este grupo de pacientes. Por ello, quisimos investigar las células productoras de IgM
en tejidos post-mortem de pacientes. En este estudio se incluyeron 10 pacientes

con EMSP y 5 controles. Elegimos secciones del cerebro que abarcasen tanto la
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sustancia gris como la sustancia blanca subcortical, debido a que las lesiones en Ila

sustancia gris son las que se han asociado con la progresién de la discapacidad.
4.5.1. Deteccion de las lesiones desmielinizadas:

En primer lugar, estudiamos la presencia de lesiones desmienilizantes a través de la
tincion inmunohistoquimica de MOG. Las lesiones en la sustancia gris (LSG), se

caracterizaron basandose en su localizacién. Se definieron de la siguiente forma:

- Las lesiones tipo | o leucocortical que involucran también a la sustancia

blanca subcortical sin llegar a la regién subpial.

- Lesiones tipo Il o intracorticales, generalmente alrededor de un vaso

sanguineo exclusivamente dentro de la corteza.
- Lesiones tipo Il o subpiales

Todos los casos menos uno, presentaron lesiones corticales. La mayoria de las
lesiones presentes eran subpiales, que son las mds comunes en las lesiones
corticales de pacientes con EM. También se detectaron lesiones leucocorticales que
convergian con las subpiales en el 40% de los pacientes. (Figura4.33). Finalmente, 4

casos mostraron lesiones en la sustancia blanca subcortical.

Las lesiones fueron posteriormente clasificadas segun la actividad en: activas
(lesiones con un nucleo confluyente centro infiltrado de células HLA-DR+
microglia/macréfagos con morfologia ameboide); crénicas activas (lesiones en
donde en el borde y no en el centro de la placa confluyen células HLA-DR+
macrofagos/microglia con morfologia ameboide) o lesiones crdnicas inactivas (Se
aprecia un numero reducido de microglia/macréfagos). El 60% de las lesiones en la
sustancia gris eran crdnicas activas mientras que las restantes eran cronicas. Las

lesiones en la sustancia blanca subcortical eran todas activas.

147



RESULTADOS

\

=) Espacio subaracnoideo

Desmienilizacion subpial

chpmenme wmo e

Figura 4.33: Identificacidn de lesidn subpial crénica inactiva. Bloques tefiidos con anti-MOG
para la deteccién de la desmielinizacidn de la lesién (A) y con anti-HLA-DR para identificar la
actividad inflamatoria (B). La figura A representa la region de un surco en donde se observa
la desmielinizacién subpial mientras que la figura B corresponde a la misma regién con

escasos microglia/macréfagos activados.

4.7.4. Identificacion de células plasmaticas en las lesiones:

A continuacidn, analizamos la presencia de células plasmaticas en las meninges en
todos los blogues mediante la expresion del el antigeno CD138. Para el andlisis
contamos las células CD138+ presentes en las meninges en cada seccion vy
realizamos la media. Estudiamos la existencia de activacidén celular cortical en las

regiones proximas a las plasmaticas.

Se observaron células plasmaticas en seis de los diez casos de EM y en ninguno de
los cinco controles. (Figura 4.34) El nUmero de células plasmaticas de cada caso se

detalla en tabla 4.26

148



RESULTADOS

-

o | . 4
’ 2

~

Figura 4.34: Preparacidn para la identificacidon de células plasmaticas mediante la tincidn
con anti-CD138 en un paciente con EMSP con infiltraciéon leucocitaria en el espacio
subaracnoideo. Se observan células plasmaticas dispersas entre los infiltrados celulares. La

figura B es una ampliacién (50um) de la figura A (10pm).
4.7.2 Identificacion de plasmablastos IgM e IgG en los cortes de cerebro:

Para la identificacién de plasmablastos se tifieron las secciones con anti-IgM o con
anti-lgG. Para el andlisis contamos el nimero de células IgG+ e IgM+ en las

meninges en cada seccidn y realizamos la media entre cada caso.

No encontramos plasmablastos IgG+ en ninguna de las secciones analizadas, ni en
los pacientes con EM, ni en los controles. Sin embargo, cuando realizamos la tincién
de IgM observamos estos linfocitos en 5 pacientes con EM y en ningln control.

(Tabla 4.35)

Los plasmablastos se localizaban principalmente en las meninges, cerca de las

lesiones subpiales. (Figura 4.24)

Previamente se habia estudiado en las necropsias incluidas en este estudio la
presencia de foliculos linfoides terciarios. Existia una clara correlacién entre los
plasmablastos IgM y los foliculos linfoides ectdpicos. En cinco de los seis pacientes
con estas estructuras se detectaba la presencia de plasmablastos IgM. Sin embargo,
ni los foliculos linfoides ectdpicos ni los plasmablastos IgM+ se asociaron con la

presencia de células plasmaticas en las meninges.
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Tabla 4.25: Numero de células CD138+ e IgM+ presentes en el tejido.

Casos Foliculo linfoide Células CD138+ Células IgM+
ectépicos (+/-) meninges meninges

MS326 - 3 0
MS317 + 0 19
MS347 - 6 0
MS356 + 1 0
MS371 + 0 0
MS402 + 10 5
MS407 + 0 6
MS408 + 11 18
MS426 + 0 16
mMS448 - 4 0

Ci4 0 0

C25 0 0

Cc28 0 0

C45 0 0

c48 0 0
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Figura 4.35: Preparacién para la identificacion de plasmablastos IgM mediante la tincidon
con anti-lgM en un paciente con EMSP que mostraba lesién subpial extensa. Se observan
agrupaciones de plasmablastos en el espacio subaranoideo. La figura B es una ampliacién

(50pum) de la figura A (10pm).

Hemos identificado que en los pacientes con EM secundaria progresiva se pueden
detector plasmablastos de IgM en las meninges y que estas células estan presenten
en aquellos pacientes que presentan foliculos linfoides terciarios que se han
asociada con tener mayor patologia cortical y mayor progresion de ale enfermedad.
Ademas, la presencia de plasmablastos no se asociada a las células plasmaticas
indicando que son de vida corta y necesitan continua reactivacién que podria

ocurrir en los foliculos linfoides ectdpicos.
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La esclerosis multiple es la principal causa de discapacidad en adultos jovenes. Su
incidencia se acerca al 0.1% en la poblacién espafiola y en otros paises de Europa
Occidental y Norteamérica. En los ultimos afios se han realizado multiples esfuerzos
para dilucidar los mecanismos que juegan un papel importante en la fisiopatologia
de la enfermedad. Sin embargo, todavia hay muchas incdgnitas por desvelar en la
EM. Por ejemplo, los mecanismos inmunoldgicos que diferencian a los pacientes
con EM de aquellos con otras patologias inflamatorias del SNC. También quedan por
conocer las poblaciones celulares o moléculas solubles implicadas en el dafio axonal
en la EM. La asociacién entre distintos biomarcadores que diferencian pacientes
con formas agresivas o mas benignas de la enfermedad también esta por explorar.
Finalmente, los cambios de la respuesta inmunitaria asociados con la edad son aun
una incégnita y su estudio reviste el mayor interés clinico y cientifico. En este
trabajo hemos intentado estudiar varios de estos aspectos como se detalla a

continuacion.

5.1 ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNITARIA EN PACIENTES CON EM,
OENI'Y ONNI EN LCR.

La inflamacién en el SNC se caracteriza por la infiltracion de células del sistema
inmune en el parénquima cerebral, independientemente del origen infeccioso o
autoinmune de la enfermedad. El liquido cefalorraquideo refleja lo que esta
ocurriendo en el SNC y su estudio puede ayudarnos a dilucidar los mecanismos
inmunolégicos que juegan un papel en estas patologias. Por ello, el estudio de las
poblaciones celulares presentes en el LCR en los pacientes con EM y otras
enfermedades neurolégicas podria contribuir a desvelar las diferencias entre EM y

otras patologias inflamatorias del SNC, que aln no se conocen en su totalidad.

Hasta ahora la mayoria de los estudios realizados en LCR, han comparado pacientes
con EM con individuos sanos o pacientes con enfermedades neurolégicas no
inflamatorias. Los principales hallazgos de estos estudios muestran que en la EM
hay un aumento del cociente CD4:CD8,[197] y un aumento de la proporcién de
linfocitos B y plasmablastos en LCR en comparacion con patologias no inflamatorias.

[117, 206] Sin embargo, todavia no se han obtenido resultados concluyentes
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cuando se comparan los linfocitos presentes en LCR en pacientes con EM y en otras

enfermedades neuroldgicas inflamatorias.[197, 212, 225]

En este trabajo nos propusimos caracterizar las distintas subpoblaciones
leucocitarias que se encuentran presentes en LCR en pacientes con EM, OENI y
OENN, con el fin de establecer distintos perfiles celulares. Analizamos el numero
total de células presentes LCR en 115 pacientes con EM, 36 pacientes con OENIy 29

pacientes con OENN.

Los pacientes con OENN mostraron un numero significativamente menor de
practicamente todas las poblaciones leucocitarias en comparacién con los pacientes
con EM y OENI. Algunas poblaciones leucocitarias estaban aumentadas tanto en la
EM como en OENI como los linfocitos T CD4 y CD8 totales, los linfocitos CD4+
activados, los que han emigrado recientemente de la periferia y los productores de
IL-17. Estas células parecen ser mediadoras de inflamacién en el SNC
independientemente de la etiologia que la produzca. Bielekova et al. obtuvo
hallazgos similares, observaron que los pacientes con EM y otras enfermedades
neuroldgicas tienen menor numero de linfocitos T que otras enfermedades no
inflamatorias del SNC. Pero no hallaron diferencias con otras enfermedades
neuroinflamatorias en ninguna poblacién estudiada. [212] Sin embargo, en este
trabajo hemos observado que hay diferencias en algunas subpoblaciones entre la
EM y otras enfermedades inflamatorias incluidas en este estudio, lo que muestra
gue hay mecanismos que se asocian de forma mas especifica con la EM. Asi, estos
pacientes mostraron un nimero mas elevado de linfocitos CD4 reguladores que
aquellos con OENI. El aumento de esta poblacién podria ser un mecanismo
compensatorio para frenar la actividad inflamatoria. Sin embargo, esto podria no
conseguirse debido a que en la EM hay una pérdida de la capacidad
inmunosupresora de los linfocitos CD4 reguladores.[97, 226, 227] El déficit
funcional de estas células, les dota de una menor capacidad inhibidora de la
actividad Th1 y Th17, asociada a una menor expresiéon del factor de transcripcion
FoxP3. [97, 226, 228] Ademas, se ha encontrado que en biopsias de pacientes con
EM el nimero absoluto de Treg es bajo. [199] Esta diferencia con nuestros datos

gue muestran un aumento de las células CD4 reguladoras en el LCR de estos
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pacientes podria deberse a que las células Treg presentes en LCR de los pacientes
con EM expresan altos niveles de la molécula proapoptética Fas. Se ha postulado
gue su interaccién con el ligando de Fas presente en el endotelio podria inducir la
apoptosis de estas células y daria cuenta del bajo nimero de estas células en el

parénquima cerebral.[199]

Por otro lado, encontramos un numero elevado de linfocitos B en la EM en
comparacion con otras enfermedades inflamatorias y no inflamatorias. Las
diferencias con otras enfermedades no inflamatorias ya se conocen desde antiguo.
Distintos grupos han descrito que los pacientes con EM tienen un mayor porcentaje
de linfocitos B que los pacientes con EONN y que este aumento se debe
principalmente a linfocitos B activados. Ademas, se ha descrito que valores
elevados de linfocitos B en LCR se asocian con formas mds agresivas de la
enfermedad.[117, 205] Las diferencias con otras enfermedades inflamatorias que
observamos en este trabajo, confirman el papel diferencial de estas células en la

fisiopatologia de la enfermedad.

Estudiamos dos poblaciones de linfocitos B, los linfocitos CD5- involucrados en la
respuesta T-dependiente y los linfocitos B CD5+ involucrados en la respuesta T-
independiente.[229] La respuesta T independiente se ha asociado en la EM con la
sintesis intratecal de IgM, que aparece en un tercio de los pacientes y se asocia con
formas mds agresivas de la enfermedad. Porcentajes altos de estas células se
asocian con la actividad de la enfermedad [208] y con un periodo mas corto entre
los dos primeros brotes.[230] Sin embargo, probablemente por estar restringidas a
un subgrupo de pacientes, estas células no contribuyeron a establecer las
diferencias en los linfocitos B entre EM y OEIN que se debian principalmente a la
respuesta B T-dependiente. Estos datos concuerdan con la respuesta intratecal de
IgG, que se da en mas del 90% de los pacientes con EM y muy raramente en otras
patologias del SNC.[231-233] La sintesis intratecal de IgG fue el primer hallazgo que
demostré la naturaleza autoinmune de la esclerosis multiple [10] y continua siendo
un biomarcador importante para el diagndstico diferencial de la enfermedad.[108,

234] Nuestros datos confirman la produccion intratecal de estos anticuerpos y
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muestran que la respuesta B T-dependiente en el sistema nervioso central es

caracteristica de la EM.

Por el contrario, otro mecanismo inmunolégico que se ha implicado en la
fisiopatologia de la EM es la produccidn de perforina por los linfocitos CD8+, no se
vié aumentada en la enfermedad. Sélo los pacientes con OENI mostraron un
aumento significativo del nimero de estas células en comparacion con OENN. Este
es un dato resefiable ya que los linfocitos CD8 son los principales linfocitos T que se
observan en las lesiones y se ha postulado que podrian tener un papel importante
en la fisiopatologia de la enfermedad.[106, 235] Se cree que los linfocitos T CD8
podrian actuar como células efectoras a través de la liberacion de granzima B,
perforina y de citoquinas que inducen dano axonal activando cascadas apoptdticas

en las neuronas. [103, 104, 236, 237]

A continuacion, estudiamos la produccion citoplasmadtica de citoquinas pro-
inflamatorias por linfocitos T CD4+ y CD8+. Los pacientes con EM mostraron un
mayor numero de linfocitos T CD4 productores de TNF-a e IFN-y que los OENN.
Dicho incremento no se observé en OENI, indicando que la producciéon de estas
citoquinas podria tener un papel mas relevante en la EM que en otras patologias
inflamatorias del SNC. Las diferencias fueron aun mas claras cuando se estudiaron
los linfocitos CD8+. Observamos que el niumero de linfocitos T CD8 productores de
TNF-a e IFN-y era mayor en los pacientes con EM en comparacion con OENI y
OENN. Este estudio sugiere que la activacién de CD8 en la EM va mas dirigida a la
produccién de estas citoquinas pro-inflamatorias y a la induccidon de dafio axonal

indirecto a través de la activacidn de la microglia y de mecanismos proapoptadticos.

Por otro lado, los pacientes con EM se caracterizan por presentar un nimero menor
de linfocitos T CD4+ productores de IL-22+ y IL-17+ y linfocitos T CD8+ productores
IL-22+ respecto a OENI. Estos resultados sugieren que la IL-22 podria no estar jugar
un papel primordial en la EM, ya que no podemos afirmar que esta citoquina esté
involucrada en todas las enfermedades neuroinflamatorias porque abarcan un
grupo heterogéneo de patologias. El papel de la IL-22 en enfermedades

inflamatorias y autoinflamatorias se desconoce. Se ha descrito que podria tener
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efectos anti-inflamatorios y pro-inflamatorios dependiendo de la patologia.[238-
240] En la EM, los primeros estudios realizados sobre el papel de esta citoquina
fueron realizados en el modelo experimental. Estos estudios muestran que la IL-22
podria tener un caracter anti-inflamatorio porque disminuia la severidad de la EAE.
Estudios posteriores han mostrado un aumento en la produccion de IL-22 en
pacientes con EM en comparacion con controles.[241] Ademas, se ha descrito que
la poblacion de CD4+IL-17+IL-22+ podria estar involucrada en la rotura de la barrera
hematoencefdlica.[242] El aumento mas claro de estas células en otras
enfermedades neuroldgicas inflamatorias podria deberse a que el dafio de barrera

sea mas sutil en la EM.

En resumen, este trabajo nos ha permitido elucidar que poblaciones celulares y
citoquinas podrian estar jugando un papel importante en la enfermedad. Entre ellas
parecen jugar un papel mas relevante los linfocitos B y los linfocitos T CD8

productores de INF-y y TNF-a.

5.2- ESTUDIO DE LOS FACTORES ASOCIADOS AL DANO AXONAL EN LA
EM.

El dafio axonal es una de las principales caracteristicas de la fisiopatologia de EM, y
es la principal causa de discapacidad irreversible de los pacientes. Los mecanismos
que conllevan al dafio axonal no se conocen bien. Se sabe que la lesiéon axonal
puede aparecer en estadios tempranos de la enfermedad y se ha observado que

hay una relacién directa entre la inflamacién y el dafio neuronal.

Los primeros estudios que asocian el dafio axonal con la inflamacién fueron
realizados por Ferguson y Trapp.[63, 65] Estos estudios, demostraron que en las
lesiones agudas de EM existe un depdsito de la proteina precursora de amiloide
(APP) y que el dafio neuronal se asocia con una mayor infiltracion linfocitaria en las
lesiones. Sin embargo, otros datos apuntan que el dafo axonal podria ser
independiente de la inflamacién, y en el mismo podrian estos involucrados otros

mecanismos patogénicos diferentes. Esta hipdtesis se basa en varias observaciones,
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entre ellas, la incapacidad de detener la progresion de la discapacidad mediante el
tratamiento con farmacos que frenan la inflamacién.[243] Adema3s, el dafio axonal y
neuronal se puede observar también en la sustancia blanca aparentemente normal

y en la corteza, donde no se observa infiltracion linfocitaria. [244, 245]

Dado que es muy importante determinar el grado de afectacién neuronal en la EM,
se ha tratado de identificar diversos biomarcadores en LCR que se asocien con el
mismo. El marcador que ha demostrado una mejor asociacién con la degeneracién
axonal es la cadena ligera de los neurofilamentos en LCR que se asocia con la misma
tanto en la esclerosis multiple como en otras enfermedades neurodegenerativas
con escaso o nulo componente inflamatorio.[246-248] Ademas, en la EM se ha
descrito que los niveles de Nf-L en LCR se correlacionan con la progresion de la
enfermedad medida con las escalas EDSS y MSSS y con la inflamacién medida como
el numero de células totales de LCR.[179, 180, 249] Nuestro objetivo fue validar
estos resultados, estudiar la correlaciéon de los niveles de Nf-L con variables
radioldgicas asociadas con la neurodegeneracion y la inflamacién y, sobre todo con
variables inmunolégicas. Para ello, cuantificamos los niveles de Nf-L en 127
pacientes diagnosticados con EMRR y en 30 controles sin patologia neurolégica.
Confirmamos la correlacion de los niveles de Nf-L con la discapacidad y observamos
que los niveles de Nf-L se correlacionaban con la carga lesional en T2 y con el
numero de lesiones captantes de gadolinio, dos marcadores de inflamacién en la
EM. Pero, sobre todo, se correlacionaron con el nimero de lesiones en T1, un

marcador de neurodegeneracion en la enfermedad.

Estos resultados junto con estudios previos muestran que la cadena ligera de los
neurofilamentos es un buen marcador de la actividad y progresién de la
enfermedad. Sin embargo, para su uso en la clinica era importante determinar los
valores normales de Nf-L en LCR para establecer los pacientes que muestran niveles
elevados de esta proteina. Previamente, se habia intentado establecer un punto de
corte. Sin embargo, estos estudios carecian de un grupo control y un método de
ensayo reproducible. [180] En nuestro trabajo usamos un ELISA comercial para la
deteccion de Nf-L que presenta una alta reproducibilidad intra- e inter-ensayo.

Ademas, incluimos un grupo control formado por 30 paciente sin patologia
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neuroldgica, para establecer valores normales de Nf-L en LCR. Fijamos el punto de
corte utilizando la media del grupo control mds 3 desviaciones estandar.
Establecimos como normales los valores de Nf-L inferiores a 900 ng/ml. Este valor
de referencia podria ser una ayuda en la practica clinica diaria para determinar los
pacientes con EM que presentan un mayor dano axonal. Para confirmar esto,
clasificamos a los pacientes a los pacientes segun sus niveles de Nf-L y observamos
gue aquellos con valores elevados, mostraban mayor discapacidad y mayor nimero
de lesiones en T1, T2 y captantes de gadolinio. Es decir, los niveles de Nf-L
superiores a 900 ng/ml identifican a los pacientes de EM con mayor inflamacion y

neurodegeneracion.

A continuacidn, estudiamos si los niveles elevados de Nf-L se asocian con
marcadores inmunoldgicos. Se investigd su asociaciéon con la sintesis intratecal de
anticuerpos medida mediante métodos semicuantitativos y con la deteccion de
bandas oligoclonales. En primer lugar, estudiamos su asociacion con la sintesis
intratecal de IgG. El porcentaje de pacientes con BOC de IgG fue similar en el grupo
con valores altos de Nf-L que en aquellos con valores normales de esta proteina.
Esto no es de extrafar dado que la mayoria de los pacientes de EM presentan BOC
de 1gG. Tampoco se encontré relacién entre los valores del indice de IgG vy la
concentracion de Nf-L en LCR. Estos datos indican que la sintesis de IgG no esta
directamente relacionada con la neurodegeneracion en la EM.[108, 250] Sin
embargo, los pacientes con niveles elevados de Nf-L mostraron un indice de IgM
elevado y las diferencias se hicieron mas evidentes cuando estudiamos la presencia
de BOC IgM lipido-especificas (BOCM). La mayoria de los pacientes con BOCM
presentaban valores elevados de Nf-L. Estos datos confirman estudios previos que
mostraron que la presencia de estos anticuerpos se asocia con un curso mas
agresivo de la enfermedad en términos de tasa de brotes, discapacidad a largo
plazo y atrofia cerebral.[168, 171-173] Los anticuerpos IgM podrian tener un efecto
deletéreo en el tejido, ya que en las lesiones se han encontrado en los
oligodendrocitos y los axones en unién con el complemento.[118] Estos hallazgos
por lo tanto apoyan la hipdtesis de que las BOCM podrian estar relacionadas con el

dafio axonal.
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Se ha planteado si los Nf-L en LCR podrian utilizarse como biomarcador para
predecir la conversién a EM en pacientes con sindrome neuroldgica aislado (SNA).
Los resultados obtenidos hasta ahora han sido contradictorios. El primer estudio
realizado sobre este tema describié un aumento en los niveles de Nf-L en los
pacientes con sindromes neuroldgicos aislados que convertian a EM en
comparacion con aquellos que permanecian como episodios aislados. Sin embargo,
en estudios posteriores no se confirmaron estos hallazgos.[183, 249, 251] Para
estudiar el valor de los niveles de Nf-L en LCR como biomarcador prondstico en
sindromes neuroldgicos aislados (SNA) estudiamos 66 pacientes con SNA seguidos
prospectivamente en la unidad de EM del Hospital Ramén y Cajal de Madrid.
Cuarenta y cinco de ellos convirtieron a EM. Observamos que unos niveles de Nf-L
superiores a 900 ng/| predecian de forma precoz la aparicién de un segundo brote.
El establecimiento de un punto de corte objetivo basado en los valores de Nf-L en
controles sanos nos ha ayudado a demostrar el papel de los Nf-L como marcador
prondstico de conversién a EM en los SNA, confirmando la utilidad clinica de la

medicion de esta proteina.

5.3 CARACTERIZACION DE LOS MECANISMOS INMUNOLOGICOS
PRESENTES EN LOS PACIENTES CON EM CLASIFICADOS SEGUN LA
PRESENCIA DE BOC DE IgM FRENTE A LiPIDOS.

En el apartado anterior hemos mostrado como la presencia de bandas oligoclonales
IgM lipido-especificas (BOCM+) se asocia con niveles elevados de Nf-L en LCR. Estos
anticuerpos son un marcador prondstico en la EM, que se relaciona con un curso
mas agresivo de la enfermedad.[171-173, 210] Son producto de una respuesta B
persistente y de alta afinidad en la EM, como se demuestra por su alta tasa de
hipermutaciéon somatica.[171, 252, 253] Su presencia se ha asociado con un
aumento de linfocitos B en LCR, en especial de la subpoblacién CD19+CD5+, que
forma parte de la respuesta B T independiente. Ademas, se ha relacionado con un
aumento de plasmablastos en LCR y en cuanto a su produccién, se ha visto que se

asocia con un aumento de TNF-a en LCR y con un polimorfismo en la posicion -376
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del promotor de esta citoquina y con el haplotipo HLADRB1*03:01 que se
correlaciona con una conversion mas rapida a EM después de un SNA.[210, 254]
También se ha encontrado una correlacidn entre la presencia de estas bandas y
niveles altos de CXCL13 en LCR. Esta quimiocina induce la migracién de linfocitos B a
distintos érganos y la produccién de anticuerpos naturales.[210, 255] Sin embargo,
se desconoce si existen otros mecanismos inmunolégicos que diferencian a los
pacientes que producen estos anticuerpos de aquellos que no los presentan. En
este trabajo nos propusimos estudiar en profundidad las diferencias en el perfil
inmunolégico en LCR de estos dos grupos de pacientes. En este estudio se
incluyeron 121 pacientes diagnosticados con EM. Los pacientes se clasificaron en
dos grupos: el primero incluia a aquellos que tenian BOC IgM lipido-especificas

(ML+) y el segundo los que carecian de estos anticuerpos (ML-).

Los pacientes ML+ mostraron una mayor puntuacién en la escala MSSS, lo que
corrobora el papel prondstico de estos anticuerpos. Ademas, confirmamos en esta

cohorte independiente que muestran valores mas elevados de Nf-L en LCR.

Para caracterizar los distintos mecanismos inmunoldgicos en pacientes ML+ y ML-,

en primer lugar, estudiamos la respuesta inmune innata en LCR.

Previamente se ha descrito que los pacientes con EM tienen una fraccion mayor de
células dendriticas plasmacitoides (pDC) y mieloides (mDC) que otras patologias
neuroldgicas no-inflamatorias.[215, 256] Ademas, las pDC se encuentra alrededor
de los vasos sanguineos presentes en las lesiones desmienilizantes. [257] Nosotros
estudiamos las células dendriticas mieloides y plasmacitoides en los dos grupos. No
encontramos diferencias significativas para ninguna de las dos subpoblaciones entre
pacientes con o sin BOCM. Esto datos sugieren que no hay diferencias en la

presentacion antigénica.

A continuacién, analizamos el numero y el fenotipo de monocitos. Se han definido
tres poblaciones de monocitos segin la expresiéon de los antigenos CD14 y
CD16.[258, 259] Los monocitos clasicos expresan CD14 con alta intensidad y no
expresan el antigeno CD16. Esta poblacion constituye el 90% de los monocitos

presentes en sangre, y su principal funcién es migracién al tejido inflamado a través
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del receptor CCR2.[260, 261] La siguiente poblacién estudiada fueron los monocitos
alternativos (CD14hiCD16+). El aumento de estas células en sangre se ha
relacionado con el riesgo a padecer enfermedades cardiovasculares y con
enfermedades autoinmunes.[262-264] Se cree que su principal funcién es la
secrecion de sustancias reactivas de oxigeno y moléculas pro-inflamatorias.
Ademads, podrian tener un papel en la presentacidn antigénica, ya que expresan con
alta intensidad HLA-DR.[265-267] La tercera poblacion estudiada fueron los
monocitos no-cldsicos (CD14loCD16+). Estas células se han asociado la
inmunovigilancia del endotelio en busqueda de dafio tisular.[268] En el LCR de los
pacientes con EM la mayoria de los monocitos se asocian con un fenotipo pro-
inflamatorio, siendo mayoritarios los monocitos cldsicos y alternativos. Los
monocitos no cldsicos son apenas detectables en LCR. No encontramos diferencias
entre el nimero de monocitos o su fenotipo en pacientes con y sin BOCLM. Estos
datos parecen indicar que tampoco hay diferencias entre estas poblaciones de la
respuesta innata en el LCR en relacidn con estos anticuerpos. Sin embargo, cuando
analizamos moléculas asociadas a la activacion del sistema inmune innato,
observamos que los pacientes ML+ mostraban un aumento en los niveles de
chitinase 3 like-1 (CHI3L1). Los niveles de esta proteina también se han asociado con
un peor pronostico de la enfermedad. Es una proteasa perteneciente a la familia de
las quitinasas,[184] que puede ser secretada por distintas poblaciones celulares
como los condrocitos, células vasculares del musculo liso, neutréfilos vy
macrofagos.[269] En las placas de desmielinizacidn presentes en el tejido cerebral
de los pacientes con EM, la CHI3L1 se localiza en los macréfagos/microglia y en los
astrocitos activados.[189-191] Ademas los niveles de esta proteina se han asociado
con peor prondstico de la enfermedad. Se ha descrito que la presencia de
anticuerpos IgM en los axones y los oligodendrocitos en el SNC induce la activacidn
del complemento. [118] Esto podria activar a las células de la respuesta innata, que
presentan receptores para el complemento[270, 271] La estrecha correlacién que
hemos encontrado entre los niveles de esta proteasa y la presencia de BOCM

parecen corroborar esta hipétesis.
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Sin embargo, no encontramos relacién entre los niveles de activina A, una proteina
involucrada en la polarizacion de macréfagos a un fenotipo M1 pro-inflamatorio,
[220] o los niveles de estrés oxidativo y la sintesis intratecal de IgM. Esto parece
indicar que existe una activacioén selectiva de mecanismos efectores en la respuesta
innata en el SNC cuando hay una activacion mediada por anticuerpos vy
complemento, como se ha visto en otras patologias neuroldgicas como la
enfermedad de Alzheimer [272] y que la liberacidn de proteasas podria jugar un

papel importante en este proceso en la EM.

A continuacién, estudiamos la respuesta inmune adaptativa. Los pacientes ML+
mostraron un numero mayor de linfocitos T CD4+ y CD8+. En el analisis de las
subpoblaciones observamos un aumento de los linfocitos T CD4+CD62L, CD4+DR+y
CD4 reguladores. Estos resultados indican que en los pacientes ML+, podria haber
una mayor migracion de los linfocitos T de la periferia, ya que este receptor se
expresa en las células T que migran a los ganglios linfaticos (principalmente naive o
de memoria central).[273, 274] Estos datos se correlacionarian con la observacion
de que la mayoria de los linfocitos T de LCR son de memoria central.[196] Estas
células tienen la capacidad de expandirse de forma mas rapida una vez encontrado
el antigeno, lo que perpetuaria el proceso inflamatorio.[275] Ademads, los pacientes
con BOCM mostraron un aumento de los linfocitos CD4 activados (CD4+DR+), lo que
demuestra la correlacién entre la presencia de las BOC de IgM y la respuesta
adaptativa inflamatoria en la EM. Por dltimo, como un posible método de
compensacion por la mayor inflamacién, también se observa un aumento en el
numero de linfocitos T reguladores, aunque como apuntamos en el primer apartado
en la EM parece que hay un déficit en la funcionalidad de estas poblaciones y no

logran restaurar el balance pro-/anti-inflamatorio.[97, 227]

También, el nimero de linfocitos CD8+ que expresan perforina es mayor en los
pacientes ML+. La liberacién de esta molécula podria estar implicada en el dafio
axonal en este grupo de pacientes, ya que se ha observado una polarizacion de
linfocitos CD8+ con perforina en las lesiones hacia las neuronas en las lesiones de

EM. [276, 277]
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Por ultimo, estudiamos la produccion de citoquinas proinflamatorias por linfocitos
T. En general, observamos que las citoquinas producidas mayoritariamente en los
pacientes con EM fueron IFN-y y TNF-a mientras que el nimero de células
productoras de IL-17 e IL-22 era menor. Cuando se analizaron separadamente los
pacientes IgM+ e IgM-, se observd que los primeros mostraron un nimero aun
mayor de linfocitos T CD4+ y CD8+ productores de TNF-a e INF-y. Estas células de la
respuesta Thl son capaces de estimular la respuesta citotdxica, lo que concuerda
con los datos descritos en el apartado anterior. La liberacién de estas citoquinas se
ha asociado a un mayor dano en las lesiones y con mayor gravedad de la
enfermedad.[278] Ademas, se cree que estas citoquinas podrian tener un efecto
deletéreo dual en las neuronas, activando por una parte la cascada de apoptosis en
las mismas y por otra induciendo la activacidon de microglia/macréfagos.[279] Estos
datos muestran una correlacion entre la sintesis intratecal de IgM y la respuesta Thl
en la EM, que podria contribuir a la progresién mas rapida de la discapacidad que

muestran estos pacientes.

Los pacientes ML+ también mostraron un nimero mayor de linfocitos T CD4+ vy
CD8+ productores de IL-22 y los que producen a la vez IL-22+ e IL-17+. Ademas de
dafiar la integridad de la barrera hematoencefilica, la poblacion CD4+IL-22+IL-17+
se ha asociado con la formaciéon de foliculos linfoides ectdpicos en patologias
inflamatorias Estas estructuras se ha visto que estan presentes en las meninges de
algunos pacientes con EMSP y se han asociado con una progresion mas rapida de la
enfermedad.[280, 281] Nuestros datos muestran que la inflamacion mediada por la
respuesta TH17 también juega un papel en los mecanismos patogénicos que tienen
lugar en los pacientes IgM+, aunque como se ha resefiado mas arriba, la respuesta

adaptativa proinflamatoria que predomina en estos pacientes es la respuesta TH1.

A continuacién, estudiamos la respuesta humoral a través del estudio de los
linfocitos B. Evaluamos la respuesta T dependiente y T independiente con el
antigeno CD5+.[229] Los pacientes IgM+ mostraron un aumento de los linfocitos B
totales y de las dos subpoblaciones estudiadas como ya habia descrito nuestro
grupo anteriormente, siendo el aumento mas significativo en la poblaciéon

CD5+.[171, 210] Estudios previos mostraron que la mayoria de los linfocitos B de
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LCR presentan un fenotipo de memoria y ademas un fraccion de los linfocitos B son
plasmablastos de vida corta.[205, 206] La frecuencia de plasmablastos se
correlaciona con el indice de 1gG.[205] Nosotros quisimos estudiar en 36 pacientes
con BOC de IgM que estadio de maduracién de linfocitos B se asocia con la sintesis
intratecal de IgM. Observamos que se asocia con un fenotipo de memoria, pero
sobre todo con plasmablastos que expresan CD5+, es decir forman parte del
repertorio T independiente. Los linfocitos B de memoria podrian reactivarse para
producir esta inmunoglobulina o estar involucrados en la secrecion de citoquinas.
En pacientes con EM se ha observado que los linfocitos B de memoria producen
niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias como TNF-a y sobre todo GM-CSF
en comparacién con individuos sanos.[115] Esta poblacién ademas actua sobre
células mieloides promoviendo un estado pro-inflamatorio. Estos datos se podrian
correlacionar con el aumento de la CHIL31 observado previamente en pacientes

ML+.

Los brotes se definen como la aparicién de nuevos sintomas o empeoramiento de la
enfermedad que duran al menos 24 horas. Se desconoce en su totalidad los
mecanismos responsables de los brotes. Se cree que la formacidn de lesiones
agudas desmienilizantes y el dano axonal son los responsables de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad.[282] Estas lesiones se caracterizan por
la infiltracion de linfocitos T y B y activacion de la microglia/macrofagos.[283] La
migracion de los linfocitos de la periferia se produce por un aumento en la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica con el aumento de moléculas de
adhesién que permite la migracién al SNC.[284] Los periodos de remision
corresponderian a la fase en la que se controla la inflamacién aguda. Por ultimo,
quisimos determinar si hay diferencia en la distribuciéon de los leucocitos de LCR
entre los pacientes en brote o remisién. No observamos diferencias significativas
entre las subpoblaciones leucocitarias en pacientes en brote y no brote. Estos
resultados podrian deberse al bajo nimero de pacientes en brote incluidos en el
estudio o a la alta inflamacion que presentan los pacientes IgM+
independientemente de que estén o no en brote.[173] Futuros estudios dilucidaran

si alguna subpoblacidn celular se asocia con la actividad clinica en los pacientes IgM-
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5.4 EVOLUCION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA CON LA EDAD.

El termino inmunosencescencia se refiere a déficit funcional del sistema inmune y
adaptativo. Afecta principalmente a individuos mayores de 75 afios e interviene en
diversos mecanismos necesarios para la defensa contra infecciones. Con la edad
disminuye el tamafio del timo, lo que se conoce como involucién timica. Como
consecuencia se generan menos linfocitos T naive. [285] y por el contrario, se
incrementa el nimero de linfocitos circulantes de memoria CD4 y sobre todo
CD8.[286] Estas poblaciones también sufren cambios con la edad. Se caracterizan
por perder la molécula co-estimuladora CD28, que estd involucrada en la activaciéon
linfocitaria y en la proliferacion de linfocitos T y adquieren mayor capacidad
secretora de IFN-y y TNF-a.[143, 287] Ademas, los linfocitos T CD4 pueden producir
moléculas citoliticas como granzima B y perforina.[146] Se postula que estas células
estan especializadas en detener la replicacién viral porque hay una expansion clonal
de linfocitos T frente a citomegalovirus (CMV) y otros antigenos crénicos.[144, 288,
289] Ademds, en los linfocitos T disminuye el tamafio de los telémeros y los ciclos
de escisiéon del TCR.[290-292] El envejecimiento también afecta la funcién y
fenotipo de los linfocitos B.[148] Disminuye el nimero de precursores y linfocitos B
inmaduros en la médula ésea y el repertorio del BCR. [293, 294] Ademas, se ha
observado que hay reduccion de los centros germinales. Se desconoce si este
hallazgo se debe a un déficit funcional en los linfocitos B o de los linfocitos T

foliculares.[295, 296]

En principio se creia que el envejecimiento no afectaba la funcién del sistema
inmune innato. Sin embargo, las células dendriticas tienen menor capacidad de
presentacion antigénica, debido a la perdida de moléculas involucradas en la co-
estimulacion y en la captura de antigenos.[297] En los macréfagos hay una pérdida
de produccién de citoquinas pro-inflamatorias.[298, 299] Por el contrario, en el SNC
se ha observado que con la edad hay un aumento en la actividad de la microglia
asociado a un incremento en la produccién de ROS y de moléculas pro-

inflamatorias[300]
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En algunas enfermedades se ha observado una aceleracién de la
inmunosencescencia, principalmente en la infeccidn por el virus VIH. La hipdtesis de
gue en los pacientes con SIDA podria padecer un envejecimiento acelerado surgio
de la observacion de que la esperanza de vida es dependiente de la edad en la que
comienzan terapias antirretrovirales.[301]Adema3s, en pacientes infectados por VIH
aumentan de modo precoz co-morbididades tipicas del envejecimiento.[302, 303]
Estos pacientes, independientemente de la linfopenia de linfocitos T CD4, muestran
una senescencia acelerada de linfocitos T CD8. Aumenta el porcentaje de linfocitos
T cD8CD28™"y se observa una expansion clonal de los mismos. [304, 305] Se ha
descrito que tienen menor capacidad proliferativa y mayores niveles de perforina
junto con una disminucién en el tamafio de los telémeros. En la EM se ha postulado
gue también podria ocurrir una inmunosenescencia prematura. Un estudio mostré
que un aumento precoz de dos marcadores de inmunosenescencia. El nUmero de
null

ciclos de escision del TCR disminuye mientras que los linfocitos T CD4+CD28

aumentan en comparacion con individuos sanoss.[306]

Un envejecimiento acelerado del sistema inmune en la EM podria explicar los
cambios en el curso de la enfermedad que se han asociado con la edad del paciente.
Los estudios de historia natural de la EM, realizados principalmente por Confavreux,
muestran que los pacientes con EM comienzan a empeorar alrededor de los 45 afios
independientemente del tiempo de evolucién de la enfermedad y de la actividad
clinica previa de la misma. Se ha postulado que los principales mecanismos
efectores en esa fase de la enfermedad estdan mediados por una activacién crénica
de la microglia y los astrocitos en el SNC.[307] Esto provocaria daifo axonal y
neurodegeneracidén a través de la produccion de moléculas pro-inflamatorias y
estrés oxidativo. [308] Ademds, disminuira la produccién de factores tréficos vy la
fagocitosis de restos celulares cldsica de la respuesta innata M2.[309] Nosotros
quisimos investigar cémo influye la edad en la respuesta inmune innata y
adaptativo en el LCR. Estudiamos los pacientes ML- y ML+ por separado porque
como hemos mostrado anteriormente, muestran diferentes mecanismos

patogénicos.
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En primer lugar, expondremos los cambios observados en pacientes ML- y a

continuacion, los cambios en los pacientes ML+.
5.4.1 Pacientes sin BOC IgM lipido especifica

Comenzamos estudiando como afecta la edad a células y moléculas involucradas en
la respuesta inmune innata. En primer lugar, estudiamos, la activina A. Esta proteina
es producida por muchas células del sistema inmune, incluyendo monocitos,
macréfagos, células dendriticas, células Th2 y linfocitos B a través de la activacién
de los receptores tipo Toll.[310] Se ha visto que la activina interviene en la
polarizacién de los macréfagos hacia un fenotipo pro-inflamatorio e inhibe la
conversion hacia un estado anti-inflamatorio.[220] Observamos que los niveles de
activina A y CHI3L1 aumentan con la edad en este grupo de pacientes. El aumento
de ambas moléculas sugiere una polarizacién hacia un estado pro-inflamatorio de
los macréfagos/microglia y astrocitos en el SNC. El aumento de la CHI3L1 parece
indicar que la microglia y la astroglia activadas secretan esta proteasa como parte
de sus mecanismos efectores. Sin embargo, no se observd un aumento de las
moléculas asociadas con el estrés oxidativo, lo que muestra que la activacion

incluye sélo determinadas vias efectoras.

En este grupo de pacientes también observamos una disminucién de células
dendriticas, tanto mieloides como plasmacitoides, indicando que hay una
disminucion en la capacidad presentadora de antigeno. Estos resultados se
correlacionarian con la perdida de la capacidad de migracion y fagocitosis de las
células dendriticas que se produce durante el envejecimiento.[311, 312] Por el
contrario, el nUimero de monocitos no cambia con la edad. Esto podria deberse a
que los astrocitos activados secretan la quimiocina (CCL2) que favorece la migracion

de monocitos. [313-315]

Debido a que la senescencia sobre todo afecta al sistema inmune adaptativo, lo
siguiente que hicimos fue estudiar el efecto de la edad en las poblaciones de
linfocitos presentes en LCR. En los pacientes ML- con la edad hay una clara
disminucion del nimero de linfocitos T CD4+ y CD8+. Cuando estudiamos las

subpoblaciones CD4+, sobre todo observamos una disminucion de los linfocitos T
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CD4+CD62L+, es decir, aquellos que acaban de migrar al SNC.[316] Estos datos
sugieren que con la edad disminuye el reclutamiento de linfocitos T CD4+. También
observamos una clara disminucién del nimero de linfocitos T CD4+ reguladores y
activados y de las células productoras de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-
22 y un descenso moderado de las células productoras de IFN-y. Sin embargo, no
detectamos cambios en la produccién de IL-17. Estos datos coinciden con la
polarizacién de la respuesta Th1/Th22 hacia TH17 que se ha observado como efecto

del envejecimiento en ratones. [317, 318]

Por el contrario, la produccién de citoquinas por linfocitos T CD8+ no varia a lo largo
del tiempo, aunque si lo hace el nimero de células que producen perforina lo que
sugiere que este mecanismo efector ya de por si mas bajo en los pacientes IgM- no
juega un papel importante en el empeoramiento asociado a la edad en estos
pacientes. Sin embargo, las células productoras de citoquinas proinflamatorias
podrian jugar un papel en la activacién de las células del sistema inmune innato en

el SNC.

La influencia de la edad en los linfocitos B no ha sido del todo dilucidada. En
individuos sanos parece haber una alta variabilidad interpersonal. Se ha postulado
gue hay un aumento de las células naive y que la proporcion de células de memoria
IgM+ no parece alterarse. Sin embargo, se ha encontrado una notoria disminucion
en las células de memoria que han sufrido cambio de clase que son responsables de
montar respuestas secundarias rapidas de anticuerpos.[294] En nuestro estudio
observamos que la disminucidon mas drastica en el LCR de los pacientes ML- es la de
los linfocitos B. Hay una caida de las respuestas T dependiente e independiente. Se
ha visto que los linfocitos B de LCR en su mayoria tienen un fenotipo de células de
memoria. [319] Nuestros datos podrian explicarse por una senescencia acelerada
gue altere este compartimento en la EM y por ello altere la migracién de estas
células al SNC. Sin embargo, no observamos cambio en la sintesis intratecal de
inmunoglobulinas. Puede que las células plasmaticas de larga vida se mantengan en
el SNC y continden produciendo inmunoglobulinas. Estos datos concuerdan con

estudios anteriores que mostraron que la sintesis intratecal de IgG no depende de
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la renovacién de las mismas desde la sangre [174] ni de la eliminacidon de los

linfocitos B de la periferia.[320]

Se ha descrito que durante el envejecimiento hay una pérdida de las uniones
estrechas de las células endoteliales que forman la barrera hematoencefdlica (BHE),
lo que provoca un aumento en la permeabilidad de la misma. Sin embargo, no se
observa mayor reclutamiento de linfocitos, solamente un aumento de la produccién
de TNF-a por las células endoteliales[321-323] Para estudiar el estado de la BHE,
nosotros utilizamos el cociente de albumina Observamos que dicho cociente
aumenta con la edad en el grupo ML-. Ademas, tal como se muestra mas arriba, no
hay mayor reclutamiento de linfocitos. Todos estos datos sugieren que en los
pacientes ML- hay una inmunosenescencia prematura ya que encontramos una
activacion de la respuesta innata y una supresion de la adaptativa asociada a la

edad en pacientes que no rebasan en ningun caso los 65 afios.
Pacientes ML+
Los pacientes ML+ mostraron un perfil de cambios diferente con la edad.

Cuando estudiamos la respuesta innata observamos que los niveles de chitinase 3-
like 1 no cambiaron en relacién a la edad, debido a que, desde edades tempranas, la
liberacion de esta proteina estaba aumentada en los pacientes ML+. Sin embargo,
observamos un aumento de la activina A en relacion a la edad similar al que
encontramos en los pacientes ML-. Estos resultados indican que la activacion del
sistema inmune innato en el SNC asociada a la edad se da de forma precoz en la EM
y no es un mecanismo efector diferencial entre los pacientes ML+ y ML-. Tampoco
encontramos en estos pacientes una disminucién de los monocitos en LCR, lo que
como se comentd podria deberse a la secreciébn de CCL2 por los astrocitos

activados.[261, 313]

Otro cambio asociado a la edad que encontramos en la respuesta innata en los
pacientes ML+ fue un aumento de la superéxido dismutasa en LCR. Esta enzima
controla la disociaciéon de las especies reactivas de oxigeno y se ha visto que

aumenta en condiciones de hipoxia en el SNC. [207-209] Las especies reactivas de
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oxigeno oxidan macromoléculas promoviendo la neurodegeneracion. [324].
Ademas, los niveles de SOD en LCR se correlacionan con el niUmero de lesiones en el
SNC. [325, 326] Los aumentos de activina A y SOD en LCR de los pacientes ML+ en
relaciéon con la edad sugiere que aunque la activacion de la microglia se observe
desde estadios tempranos en este grupo de pacientes, los mecanismos efectores

difieren con la edad.[327]

Cuando estudiamos las células presentadoras de antigeno, a diferencia de lo que
ocurre en los pacientes ML-, en los pacientes ML+ no encontramos ningin cambio
en el numero de células dendriticas mieloides o plasmacitoides en LCR, lo que

muestra que no presentan una disminucién precoz de la presentacién antigénica.

Del mismo modo, tampoco encontramos en este grupo cambios asociados a la edad
en la respuesta adaptativa. Se mantiene el numero de linfocitos T y B en LCR, asi

como la capacidad de producir citoquinas proinflamatorias y perforina.

Estos datos muestran que los pacientes ML+ muestran una activacién de la
respuesta innata en el SNC asociada con la edad pero no una senescencia

prematura del sistema inmune adaptativo.

Infeccién por CMV e inmunosenescencia

La infeccidén croénica por el citomegalovirus humano (CMV) se relaciona con un
deterioro del sistema inmune que afecta a la inmunidad innata y adaptativa, y se ha
postulado que contribuye de forma importante a la inmunosenescencia.[328, 329]
Aunque la seropositividad para CMV esta influenciada por factores geograficos,
étnicos y socio-econdmicos, se ha demostrado que aumenta con la edad en todas
las poblaciones estudiadas.[330] La cuantificacién de la IgG especifica frente a CMV
es un marcador de la infeccion por este virus y un aumento en la concentracién de
forma precoz indicaria una inmunosenescencia prematura. Nosotros observamos
gue con la edad aumentan de forma muy clara los titulos de anticuerpos frente a
CMV en los pacientes ML-. En cambio, en los pacientes M+ no encontramos dicha
asociacién. Estos datos sugieren que los pacientes ML- sufren una

inmunosenescencia acelerada, lo que podria explicar los cambios en la
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fisiopatologia de la enfermedad que sufren estos pacientes con la edad. Este
proceso se ha observado en pacientes con infecciones crénicas como el HIV [331] y
en otras enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide [332] y a menudo
contribuyen a procesos degenerativos precoces como los que se observan en
individuos ancianos. Este podria ser, al menos en parte, el origen del
empeoramiento que sufren los pacientes ML- con la edad. La no presencia de este
fenédmeno en los pacientes ML+ parece indicar que este mecanismo no es uniforme
en todos los pacientes con EM. Esto podria a cambiar una teoria extendida sobre el
caracter “amnésico” de la enfermedad con un empeoramiento a partir de los 40-50
afos independientemente del curso previo y una respuesta pobre a las terapias
actuales. En los pacientes ML+ hasta hace muy poco el empeoramiento era precoz,
teniendo estos pacientes una mala evolucién de la enfermedad desde etapas
tempranas de la misma [168, 172] La aparicién de las nuevas terapias de alta
eficacia ha empezado a cambiar esto. Se ha visto que estos pacientes pueden
responder bien a dichos farmacos.[174, 176] Nuestros resultados apuntan a que la
respuesta a estas terapias podria darse durante un intervalo mas largo de edad en

los pacientes ML+.

Respuesta inmunoldgica en pacientes mayores de 40 aiios

Nuestros hallazgos muestran profundos cambios en la respuesta inmunolégica con
la edad, especialmente en el grupo ML-. Estos resultados podrian tener repercusién
a la hora de elegir un tratamiento para estos pacientes ya que las terapias
inmunosupresoras podrian tener efectos no deseados en estos pacientes. Por ello
quisimos establecer un punto de corte que nos permita en la practica clinica diaria
clasificar a los pacientes en dos estadios con distinto perfil inmunoldgico en LCR.
Elegimos la edad de 40 afios, ya que estudios observacionales, consideran que entre

40-50 afios hay un cambio en la clinica de los pacientes.

Dividimos a los pacientes con EM en cuatro grupos, aquellos ML+ mayores vy
menores de 40 afios y los pacientes ML- menores y mayores de 40 afios. Utilizando
este punto de corte pudimos confirmar los resultados obtenidos anteriormente. A

partir de los 40 afios los pacientes ML- muestran una activacién de la respuesta
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innata y una clara inhibicion de la respuesta adaptativa que no se ve en los

pacientes ML+ a esa edad.

Sin embargo, la disminucidn de la produccion de TNF-alfa, IL-22 y ligeramente INF-
gama por linfocitos T CD4 es a partir de los 45 aifos cuando empieza a apreciarse.
Parece que son otras poblaciones las que se ven afectadas primero por el

envejecimiento.

La edad ya se perfila como un factor que determina una menor eficacia a distintos
tratamientos en la EM [333] y posibles efectos secundarios asociados a la seguridad,
como la aparicion de linfopenia grave tras el tratamiento con dimetil
fumarato.[334] El conocimiento del estatus IgM de los pacientes podria ser util para
evaluar el perfil de eficacia y seguridad de los tratamientos asociado a la edad, un
factor que se prevé importante para conseguir en un futuro una terapia
personalizada en la EM. En este sentido, nuestro grupo ha descrito que la presencia
de bandas oligoclonales IgM reduce el riesgo de padecer LMP en pacientes tratados
con natalizumab. Puede que una mejor preservacion de la respuesta inmune
adaptativa en estos pacientes, pueda contribuir a evitar la infeccidon por este virus

oportunista.[176]

Futuros estudios dilucidaran los factores que evitan la inmunosenescencia precoz
en los pacientes ML+. La naturaleza altamente proinflamatoria de la respuesta
mediada por anticuerpos y complemento que parece primar en estos pacientes

podria contribuir a este fenémeno.

5.5 DETECCION DE LINFOCITOS B EN TEJIDO POST-MORTEM EN
PACIENTES CON EM.

Al principio se creia que la EM era una enfermedad que se restringia a la sustancia
blanca, sin embargo, se ha descrito lesiones desmienilizante en la sustancia gris y se

pueden detectar en estadios tempranos de la enfermedad, aunque son mas
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abundantes en etapas progresivas. Ademas, estas lesiones se correlacionan mejor

con la progresion de la enfermedad y la disfuncidn cognitiva.[121, 335]

La infiltracion de linfocitos es escasa en la sustancia gris, sugiriendo que otros son

los mecanismos que participan en la patologia cortical.[122, 336, 337]

El desarrollo de los foliculos linfoide ectépicos se ha descrito en diversas
enfermedades infecciosas e inflamatorias.[338, 339] Estas estructuras tienen una
arquitectura similar a los foliculos linfoides secundarios, con zonas separadas de
linfocitos T y B y células dendriticas especializadas.[340, 341] La presencia foliculos
linfoides ectdpicos se asocia con mayor desmielinizacidon subpial y un curso mas
agresivo de la enfermedad, sugiriendo que tienen un papel importante en la
progresion de la enfermedad.[74] Ademads, estos pacientes presentan mayor
pérdida neuronal.[75] La inflamacidn de las meninges parece que también tiene
lugar en estadios tempranos de la enfermedad. Mediante estudios de resonancia
magnética se demostré captacién de contraste en las leptomeninges de

aproximadamente el 20% de los casos con RRMS. [342]

Nosotros estudiamos 10 casos con EMSP y 5 casos con patologia neuroldgicas no
inflamatorias. Previamente se habia estudiado la presencia de foliculos linfoides
ectdpicos y el grado de afectacién de la corteza. De los 10 casos incluidos en este
estudio, 8 presentaban estas estructuras que se asociaron con mayor dano cortical
y menor tiempo en alcanzar etapas progresivas y dos casos no mostraban foliculos
linfoides ectdpicos y presentaban menor inflamacién en las meninges y menor dafio

cortical.

Determinamos la presencia de células plasmaticas, plasmablastos IgG y IgM en las
meninges y estudiamos si se localizaban cerca de lesiones subpiales. De los 10 casos
incluidos en este estudio, seis presentaron células plasmaticas en las meninges.
Ninguna de las células plasmadticas mostré produccién de IgM. Sin embargo,
encontramos plasmablastos IgM en el espacio subaracnoideo. DE hecho, no
observamos plasmablastos de IgG en ninguno de los casos estudiados. La presencia
de plasmablastos IgM sdlo se observd en aquellos casos que presentaban foliculos

linfoides ectdpicos. Ademas, la presencia de estas células se encontrd en zonas con
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lesiones subpiales extensas. La liberacion de IgM al espacio subaracnoideo podria
difundir a la sustancia gris y ser un mecanismo efector de desmielinizacién y dafio

neuronal.

No se encontré correlacién entre los casos con plasmablastos IgM y células
plasmaticas lo que sugiere que los plasmablastos encontrados son de corta vida y
que podrian necesitar una reactivacion que podria estar sucediendo en los foliculos

linfoides ectdpicos.

Estos resultados podrian indicar que los pacientes con BOCM podrian ser los que
desarrollaran foliculos linfoides ectdpicos. Esta hipdtesis se basa en que los
plasmablastos encontrados en las meninges pertenecen al isotipo IgM. Ademas,
estos pacientes tienen mayor produccién de citoquinas IL-17 y 22 necesarias para la
formacién de foliculos y mayor produccién de IFN-gamma y TNF-alfa Se ha
observado que la expresidon de estas citoquinas aumenta en los pacientes con
inflamacién en las meninges y podria ser uno de los mecanismos responsables del
daino neuronal.[236] Por ultimo, nuestro grupo describié previamente que estos
pacientes tienen aumentados en LCR los niveles de CXCL13, una citoquina necesaria
para la formacion de foliculos linfoides ectdpicos que se encuentra aumentada en

pacientes que presentan dichas estructuras en las meninges. [210]
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CONCLUSIONES

10.

En la EM existe un distinto perfil inmunolégico en LCR en comparacion con
otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias y no inflamatorias del SNC
con predominio de linfocitos CD8+ proinflamatorios, linfocitos B y células T
reguladoras.

Los niveles de Nf-L en LCR se asocian con la inflamacién vy
neurodegeneraciéon en la EM y predicen la conversiéon precoz de los
sindromes neuroldgicos aislados de posible etiologia desmienilizante a EM.
Los pacientes con BOCM+ tienen niveles elevados de Nf-L y un mayor
numero de linfocitos By T en LCR.

La produccion de citoquinas pro-inflamatorias, TNF-a, IFN-y e IL-22 por
linfocitos T CD4 y CD8 esta aumentada en los pacientes con BOC M.

La presencia de BOCM también se asocia con mayor numero de linfocitos
TCD4+ activados, de células CD4+ que expresan L-selectina, células T
reguladoras y linfocitos T CD8+ productores de perforina.

Los niveles de CHI3L1, una proteina expresada por microglia y astrocitos
activados, estdn elevados en los pacientes BOCM.

La edad se asocia en la EM con un aumento de moléculas asociadas con la
activacion del sistema inmunitario innato en LCR.

En los pacientes sin BOCM la edad desencadena una disminucion de la
respuesta inmune adaptativa en LCR. En los pacientes con BOCM se asocia
con un aumento del estrés oxidativo.

Los pacientes sin BOCM mayores de 40 aifios muestran un aumento de los
titulos de anticuerpos frente a CMV en suero, un marcador de
inmunosenescencia prematura.

La presencia de foliculos linfoides ectdpicos en pacientes con EMSP se
correlaciona con un aumento de plasmablastos productores de IgM en las

meninges.
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Neurofilament light chain level is a weak

risk factor for the development of MS

ABSTRACT

Objective: To determine the prognostic value of selected biomarkers in clinically isolated syn-
dromes (CIS) for conversion to multiple sclerosis (MS) and disability accrual.

Methods: Data were acquired from 2 CIS cohorts. The screening phase evaluated patients devel-
oping clinically definite MS (CIS-CDMS) and patients who remained as CIS during a 2-year mini-
mum follow-up (CIS-CIS). We determined levels of neurofascin, semaphorin 3A, fetuin A, glial
fibrillary acidic protein, and neurofilament light (NfL) and heavy chains in CSF (estimated mean
[95% confidence interval; Cl]). We evaluated associations between biomarker levels, conversion,
disability, and magnetic resonance parameters. In the replication phase, we determined NfL levels
(n = 155) using a 900 ng/L cutoff. Primary endpoints in uni- and multivariate analyses were
CDMS and 2010 McDonald MS.

Results: The only biomarker showing significant differences in the screening was NfL (CIS-CDMS
1,553.1 [1,208.7-1,897.5] ng/L and CIS-CIS 499.0 [168.8-829.2] ng/L, p < 0.0001). The
strongest associations were with brain parenchymal fraction change (rs = —0.892) and percent-
age brain volume change (rs = —0.842) at 5 years. NfL did not correlate with disability. In the
replication phase, more NflL-positive patients, according to the cutoff, evolved to MS. Every
100-ng/L increase in NfL predicted CDMS (hazard ratio [HR] = 1.009, 95% CI| 1.005-1.014)
and McDonald MS (HR = 1.009, 95% CI 1.005-1.013), remaining significant for COMS in the
multivariate analysis (adjusted HR = 1.005, 95% CI 1.000-1.011). This risk was lower than the
presence of oligoclonal bands or T2 lesions.

Conclusions: NfL is a weak independent risk factor for MS. Its role as an axonal damage biomarker
may be more relevant as suggested by its association with medium-term brain volume changes.
Neurology® 2016;87:1076-1084

GLOSSARY

aHR = adjusted hazard ratio; BPF = brain parenchymal fraction; CDMS = clinically definite multiple sclerosis; Cl = confi-
dence interval; CIS = clinically isolated syndrome; CV = coefficient of variation; DMT = disease-modifying treatment;
EDSS = Expanded Disability Status Scale; FA = fetuin A; Gd = gadolinium; GFAP = glial fibrillary acidic protein; HR =
hazard ratio; MS = multiple sclerosis; NfH = neurofilament heavy chain; NfL = neurofilament light chain; OCB = oligoclonal
bands; PBVC = percentage brain volume change; sema3A = semaphorin 3A; SIENA = Structural Image Evaluation, using
Normalization, of Atrophy.

Identifying patients with clinically isolated syndromes (CIS) who will present a second attack
and determining the degree of disability accrual over the medium- to long-term are crucial goals
in multiple sclerosis (MS). Although MRI is the most reliable prognostic marker"* and oligo-
clonal bands (OCBs) also have an important role,>* the disease heterogeneity hinders a more
individualized prognosis. Therefore, the search for biomarkers that capture the different aspects
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$These authors contributed equally as principal investigators.
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of MS is still necessary. Although many have
been identified, few are currently useful in the
clinical setting.” Consequently, we aimed to
determine the prognostic value of selected
biomarkers for conversion to MS and disabil-
ity accrual, and to assess their associations with
MRI inflammatory activity and neurodegener-
ative parameters.

METHODS Patients. We acquired longitudinal data from
CIS cohorts at the Multiple Sclerosis Center in Vall d’Hebron
Hospital, Barcelona,® and the Neurology Department of Ramén
y Cajal Hospital, Madrid. Inclusion criteria were age younger
than 50 years and baseline clinical evaluation within the first
3 months of disease onset. We recorded baseline demographic
and clinical characteristics and conducted follow-up visits every 3
to 6 months, assessing for relapses, clinical worsening, and
excluding patients in whom we reached alternative diagnoses. A
second attack established the diagnosis of clinically definite MS
(CDMS).” Definitions of disability accrual were a sustained
increase in the Expanded Disability Status Scale (EDSS) of 1.0

point over 1 year or confirmed EDSS score =3.0.

Biological samples. We collected venous blood and CSF
within 3 months of disease onset for OCB determination in
the 2 hospitals. Remnant samples were aliquoted and stored at
—80°C until further use.

MRI acquisition and analysis. At Vall d’Hebron Hospital,
brain MRI acquisition on 1.5- or 3.0-tesla superconductive
magnets included the following sequences, obtained with
a contiguous 3- to 5-mm slice thickness: transverse proton
density and T2-weighted conventional or fast spin-echo,
transverse and sagittal T2 fluid-attenuated inversion recovery,
and unenhanced and contrast-enhanced T1-weighted spin-
echo. We included routine baseline spinal cord MRIs in
November 2007. Baseline scans were done within 5 months of
disease onset and follow-up MRIs at 1 year and every 5 years
thereafter.” The Ramén y Cajal cohort followed a similar
acquisition protocol, performing baseline and follow-up MRIs
within 3 months after the CIS and at 1 year, including spinal
cord MRI in case of myelitis.

Neuroradiologists scored T2 lesion number and location, and
gadolinium (Gd)-enhancing and new T2 lesion number. T2
lesion volume was calculated using the semiautomated Jim med-
ical image display package (Xinapse Systems, Ltd., Colchester,
UK). Brain volume parameters were obtained using the Structural
Image Evaluation, using Normalization, of Atrophy (SIENA)
software, part of FSL (FMRIB Software Library).® Single-time-
point analysis to obtain brain parenchymal fraction (BPF) esti-
mates was performed with SIENAx. Two-time-point analysis was
performed with SIENA, estimating the percentage brain volume
change (PBVC) between 2 input images of the same subject at

different time points.

Biological markers. We selected fetuin A (FA),” semaphorin
3A (sema3A),'*!" glial fibrillary acidic protein (GFAP),'**> neu-
rofilament heavy (NfH) and light (NfL) chains,'*~*° and neuro-
fascin®** after a PubMed search in 2008, which we updated
regularly throughout the study duration, including the terms
“biological markers” or “biomarkers” and “multiple sclerosis” or
“clinically isolated syndromes.”

Except for NfH, we determined biomarker levels using com-

mercial sandwich ELISA kits according to the manufacturers’

recommendations (FA: BioVendor, Brno, Czech Republic;
NfL: UmanDiagnostics AB, Umed, Sweden; GFAP: Abnova,
Taipei City, Taiwan; neurofascin: USCN Life Science Inc., Wuhan,
China; and sema3A: USCN Life Science Inc.). We optimized the
assays using varying sample dilutions measured in duplicates. NfH
levels were determined using an electrochemiluminescence-based
solid-phase sandwich immunoassay'” at the University Hospital Basel,
Switzerland, selected among different assays for its higher sensitiv-
ity."#%2% All samples were tested blinded to clinical data and outcome
measures. Whenever possible according to availability, we tested sam-

ples from the same patients using a different, unthawed aliquot.

Experimental design. Screening phase. We selected 2 opposite
groups with a 2-year minimum follow-up from the Vall d'Hebron
cohort: CIS-CDMS (n = from 33 to 38), including patients with 3
to 4 Barkhof-Tintore criteria on baseline MRI and presence of
OCBs who converted to CDMS; and CIS-CIS (n = from 33 to 39),
comprising patients with 0 Barkhof-Tintore criteria and absence of
OCBs who remained as CIS (figure e-1A at Neurology.org).
Replication phase. Only NfL levels showed significant differ-
ences in the screening and were thus evaluated in a replication
phase. We selected consecutive patients with available CSF sam-
ples from the Vall d’Hebron and Ramén y Cajal cohorts (n =
155). Patients from Vall d’'Hebron were selected from a different
time range (2009-2011) than the NfL screening phase because of
sample availability. NfL determination was performed in each

hospital separately using the above-mentioned assay (figure e-1B).

Statistical analysis. We performed parametric and nonpara-
metric descriptive statistics depending on the normality of the dis-
tributions of the continuous variables.

Screening phase. For each biomarker, we calculated sample
size for 80% power at the 0.05 level of significance based on pre-
vious data. We used generalized linear models to compare CIS
groups in terms of conversion to CDMS and assess biomarker levels
and disability accrual, with the Bonferroni correction for multiple
comparisons when applicable. Data are reported as the estimated
mean (95% confidence interval [CI]). Potential covariates were
age, sex, CIS topography, time from CIS to lumbar puncture, sam-
ple storage time, and disease-modifying treatment (DMT) before
CDMS. We calculated Spearman correlations for MRI inflamma-
tory activity parameters at baseline, 1, and 5 years (number of T2,
Gd-enhancing, and new T2 lesions; T2 lesion volume), and partial
correlations for neurodegenerative parameters at 1 and 5 years of
follow-up (BPF change [BPFA] adjusted for age and baseline Gd-
enhancing lesions, and PBVC). We calculated BPFA by subtracting
baseline from 1- and 5-year follow-up SIENAx estimates and
dividing by the baseline values, then multiplying by 100. We as-
sessed the PBVC estimated by SIENA for changes from baseline to
1 and 5 years. Finally, we assessed Spearman correlations between
NfL and NfH levels in a subgroup of 42 patients with determi-
nation of both biomarkers.

Replication phase. Primary endpoints were conversion to
CDMS and 2010 McDonald MS according to NfL status (posi-
tive/negative) based on a 900 ng/L cutoff value, established as the
mean £ 3 SD of NfL levels in a control group of patients with
noninflammatory neurologic diseases.”> We performed uni- and
multivariate Cox proportional hazard regression analyses for NfL
levels as a continuous or dichotomic variable. Covariates were
OCBs, baseline T2 lesion number, DMT before MS, and hospital
where NfL levels were determined. We used generalized linear
models to compare NfL levels in terms of disability accrual (EDSS
score =3.0), and Spearman correlations or generalized linear mod-
els to determine associations between NfL and MRI inflammatory

parameters at baseline and 1 year. We could not assess brain volume
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changes because of the few estimated measures at the time of the
analysis.

We performed statistical tests on the 0.05 level of signifi-
cance, using the IBM SPSS Statistics (version 20.0; IBM Corp.,
Armonk, NY). We also prepared figures using GraphPad Prism
5.02 for Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA).

Standard protocol approvals, registrations, and patient
consents. This study received approval from the corresponding
local ethical committees in both hospitals and all patients signed

a written informed consent.

RESULTS Screening phase. Appendix e-1A describes
preliminary analyses. Baseline demographic and clini-
cal characteristics were comparable between CIS
groups (table 1) except for the higher frequency of
optic neuritis in CIS-CIS regarding FA, NfL, and
NfH. The proportion of patents on DMT before
CDMS varied between 8.8% and 17.7% for each
biomarker. Mean follow-up was longer for CIS-
CDMS than CIS-CIS tested for GFAP and NfH.
The differences in storage time between CIS-CDMS
and CIS-CIS samples for NfH did not correlate with
this biomarker’s levels (, = —0.131, p = 0.256). NfH
levels correlated with age (. = 0.230, p = 0.044). We
found no differences in time from CIS to lumbar
puncture. Therefore, for each protein, we adjusted
the analyses for age, topography, and/or DMT.

FA, GFAP, and NfH results were negative (figure -2,
A—C). We could not detect neurofascin and sema3A.

As for NfL levels, we found a significant difference
between CIS-CDMS (1,553.1 [1,208.7-1,897.5]
ng/L) and CIS-CIS (499.0 [168.8-829.2] ng/L) (p <
0.0001) (figure 1). The average intra- and interplate
coefficients of variation (CVs) were 9.7% and 0.5%,
respectively. We found no significant differences for
EDSS progression of 1 point or =3.0, even though in
the latter case, NfL levels were 1,506.1 (645.2-2,367.1)
ng/L in the 15 patents with EDSS score =3.0 and
906.6 (693.2-1,120.1) ng/L if <3.0 (p = 0.185).
We found significant correlations between NfL levels
and inflammatory activity parameters on MRI, except
for Gd-enhancing lesions at 5 years (table 2). As for
neurodegenerative parameters, NfL and both BPFA
and PBVC at 5 years showed the strongest correlations
(table 2, figure 2).

Finally, we found a correlation between NfL and

NfH levels (r, = 0.466, p = 0.002).

Replication phase. Appendix e-1B describes prelimi-
nary analyses. Baseline demographic and clinical char-
acteristics are shown in table e-1. Median (interquartile
range) NfL levels were 1,238.3 (1,782.1) ng/L for pa-
tients converting to CDMS and 555.8 (825.5) ng/L
for CIS-CIS. Average intra- and interplate CV were
4.9% and 7.0% at Vall d’'Hebron (n = 93) and
5.1% and 8.8% at Ramén y Cajal (n = 62).
According to the cutoff, 63 patients (40.6%) were
NI1L positive. Significantly more NfL-positive patients

[ Table 1 Demographic and clinical characteristics ]
FA and NfL (2010)* GFAP (2011) NfH (2012)
CIS-CDMS CIS-CIS CIS-CDMS CIS-CIS CIS-CDMS CIS-CIS
No. 85) 83] 33 33 38 39
Mean age (SD), y 29.3(7.3) 30.1 (9.7) 30.7 (8.0) 30.4 (8.2) 30.7 (7.5) 31.6 (8.2)
Females, n (%) 24 (68.6) 26 (78.8) 21 (63.6) 24 (72.7) 28 (73.7) 32(82.1)
Mean follow-up (SD),® mo 78.8 (33.4) 57.9 (35.2) 79.1 (36.2) 43.7 (50.0) 104.3(31.1) 74.3 (36.4)
CIS topography, n (%)°¢
Optic nerve 10 (28.6) 22 (66.7) 11 (33.3) 20 (60.6) 10 (26.3) 24 (61.5)
Brainstem 9(25.7) 5(15.2) 7 (21.2) 7 (21.2) 8(21.1) 4(10.3)
Spinal cord 11 (31.4) 4(12.1) 10 (30.3) 4(12.1) 14 (36.8) 3(7.7)
Other 5(14.3) 2(6.1) 5(15.2) 2(6.1) 6 (15.8) 8(20.5)
Mean time from CIS to lumbar puncture (SD), d 58.9 (53.5) 80.1 (72.3) 184.4 (534.1) 199.7 (303.6) 57.1 (52.5) 81.1 (169.2)
Frozen samples mean storage time (SD),Y mo 88.5 (34.1) 80.2 (33.5) 91.5 (34.5) 75.0 (44.3) 113.1 (33.7) 97.6 (40.5)

Abbreviations: CDMS = clinically definite multiple sclerosis; CIS = clinically isolated syndrome; FA = fetuin A; GFAP = glial fibrillary acidic protein; NfH =
neurofilament heavy chain; NfL = neurofilament light chain.
The screening phase was performed between 2010 and 2012. Categorical variables: x? test. Continuous variables: Student t test for 2 groups, analysis of
variance for multiple comparisons.
2Years in parentheses show the time when each biomarker was tested. Samples were obtained between 1995 and 2008 for FA, NfL, and GFAP, and
between 1995 and 2009 for NfH. CSF samples were aliquoted and stored at —80°C until their use.

PFA and NfL: p = 0.050; GFAP: p = 0.002; NfH: p < 0.0001.
°FA and NfL: p = 0.017; NfH: p = 0.002; GFAP: p = 0.099.

dNfH levels: p = 0.037.
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[ Figure 1 NfL levels in the 2 CIS groups ]
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Results adjusted for CIS topography and disease-modifying treatment. CDMS = clinically
definite multiple sclerosis; CIS = clinically isolated syndrome; NfL = neurofilament light

» < 0.0001 and n = 146, r, = 0469, » < 0.0001,
respectively) and follow-up MRIs (n = 36, r, = 0.420,
2 = 0.011 for new T2 lesion volume and n = 94, », =
0.231, p = 0.025 for Gd-enhancing lesions). Higher
NIL levels were associated with a higher T2 lesion num-
ber at baseline and 1 year (data not shown).

DISCUSSION In the screening phase, we aimed to
identify differences in biomarker levels under the
rationale that, if none were found between 2 opposite
CIS groups,*® none would be found in consecutive
patients, a scenario that better resembles clinical prac-
tice. In addition, this phase allows a strict use of
biological samples. Only NfL levels were significantly
higher in patients who converted to MS compared to
nonconverters. Neurofilaments are type IV interme-
diate filaments specific for neurons, released into the

chain. CSF when axonal damage occurs.'®**® A study with
38 patients reported higher NfL levels in CIS-CDMS
converted to CDMS or fulfilled McDonald MS over  compared to CIS-CIS,"® a finding unconfirmed in other
time (data not shown). investigations including 9 to 36 patients per group.>****°
When evaluating NfL levels as a continuous vari-  Such discrepancies could be attributable to a small
able in the univariate analyses, we observed a 1-point  sample size in the converter group,”®** homogeneity in
increase in risk of both CDMS and McDonald MS  baseline inflammatory parameters such as proportion of
for every 100-ng/L increment. The adjusted hazard ~ OCBs present in both CIS groups,” or the method used
ratio (aHR) for CDMS remained significant in the  to detect NfL.*° In addition, sample size calculations are
multivariate analysis (table 3). not referred and some groups may be too small to
As for NfL status, NfL positivity was a predictor of  properly demonstrate any differences. Our study was
CDMS (HR 2.279, 95% CI 1.283-4.049, p = 0.005)  adequately powered and thus confirms the differences
and McDonald MS (HR 2.801, 95% CI 1.761-4.455,  with a well-balanced distribution between groups.
» < 0.0001) in the univariate analyses; however, this We found no associations between NfL levels and
significance was lost in the multivariate models (aHR  disability by the EDSS. Except for one, most studies
1.220, 95% CI 0.656-2.269, p = 0.530 and aHR  showed significant correlations, but the analyses
1.347, 95% CI 0.809-2.244, p = 0.252, respectively).  included CIS and other MS phenotypes, observing the
Regarding disability, although NfL levels were strongest correlations in progressive forms.'!41831-33
2,635.6 (1,226.4-4,044.8) ng/L in the 11 patients Khalil et al.?® evaluated 67 patients with CIS exclusively
with EDSS score =3.0 and 1,560.5 (934.8-2,186.2)  and found a marginal correlation coefficient of 7, =
ng/L if <3.0, this difference was not statistically sig-  0.324 (p << 0.05). When assessing NfL levels according
nificant (p = 0.172). to EDSS score =3.0 in both phases, they were higher in
Finally, we found significant correlations between — patients with more severe disability but the difference
NIL levels and T2 lesion volume and Gd-enhancing  was not significant, a finding probably influenced by the
lesion number on baseline MRIs (n = 63, n, = 0.517, few patients who reached such EDSS score.
[ Table 2 Correlations between baseline neurofilament light chain levels and MRl measures at baseline, 1 year, and 5 years: Screening phase ]
Baseline Year 1 Year 5
T2LN T2LV Gd+ T2LN T2LV T2New Gd+ BPFA PBVC T2LN T2LV T2New Gd+ BPFA PBVC
No.? 39 39 39 38 38 40 38 33 30 21 21 23 22 21 18
e 0.595 0.617 0.538 0.619 0.649 0492 0.456 -0.558 -0.345 0570 0.609 0.589 0.167 -0.892 -0.842
p Value <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.001 0.004 0.001 0.072 0.007 0.003 0.003 0.456 <0.0001 <0.0001

Abbreviations: BPFA = brain parenchymal fraction percentage change; Gd+ = number of gadolinium-enhancing lesions; PBVC = percentage brain volume
change; T2LN = T2 lesion number; T2LV = T2 lesion volume; T2New = number of new T2 lesions.

2Data assessed in MRI scans performed from 2001.
®MRI inflammatory measures assessed with Spearman correlation. BPFA and PBVC values correspond to partial correlations adjusted for age and Gd+

lesions at baseline.
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[ Figure 2 Scatterplots showing the correlations between NfL levels and brain volume changes ]
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enhancing lesions. (A) BPF change at 1 year. (B) PBVC at 1 year. (C) BPF change at 5 years. (D) PBVC at 5 years. BPF = brain parenchymal fraction;
NfL = neurofilament light chain; PBVC = percentage brain volume change.
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We observed significant associations between NfL
and MRI inflammatory parameters on baseline and
follow-up MRIs, with similar findings during the rep-
lication phase. Regarding Gd-enhancing lesions, in the
screening, we found correlations with NfL levels at
baseline and 1 year, observed again in the replication
phase, but not at 5 years. There are previous reports
of correlations with T2 lesion number and Gd-
enhancing lesions in CIS and/or MS groups,'®*
unconfirmed in other CIS-specific studies.?*** The
most striking findings concern MRI neurodegenerative
parameters: our results suggest baseline NfL levels
increase not only in association with lesion load,
accrual, and activity, but also independently of these
parameters.®>* On the contrary, a previous study did

Neurology 87 September 13, 2016

not find any correlations between NfL levels and brain
volume change in CIS.*® Although the authors did
adjust for age and used the SIENA software, they as-
sessed the follow-up only at 1 year and did not control
by Gd-enhancing lesions. We additionally evaluated
the association between baseline NfL levels and brain
volume changes at 5 years. Our findings are partly
supported by those of Burman et al.,'> in which NfL
levels were elevated irrespective of Gd-enhancing le-
sions in progressive MS. Unfortunately, our appraisal
is limited: our sample size was small and we were
unable to repeat this evaluation in the replication
phase. However, by estimating both BPFA and PBVC,
the latter a robust method, we believe our results are
reliable and should be assessed in future studies.



Table 3 Uni- and multivariate analyses for CDMS and 2010 McDonald MS with

NfL as a continuous variable

p Value HR/aHR? 95% ClI
Conversion to CDMS
Univariate analysis
DMT? 0.701 1.126 0.615-2.062
Hospital 0.063 1.722 0.971-3.052
NfL-100° <0.0001 1.009 1.005-1.014
OCBs <0.0001 6.074 2.580-14.300
T2 lesions 1-3 0.047 8.537 1.026-71.004
T2 lesions >4 0.002 21.709 2.982-158.026
Multivariate analysis®
NfL-100 0.040 1.005 1.000-1.011
OCBs 0.048 2.597 1.009-6.683
T2 lesions 1-3 0.071 7.225 0.843-61.920
T2 lesions >4 0.022 11.469 1.432-91.868
2010 McDonald criteria
Univariate analysis
DMT 0.292 0.736 0.416-1.302
NfL-100 <0.0001 1.009 1.005-1.013
Hospital® 0.001 2.232 1.404-3.546
OCBs <0.0001 8.427 4.189-16.951
T2 lesions 1-3 0.020 11.842 1.480-94.741
T2 lesions 24 <0.0001 52.103 7.220-375.983
Multivariate analysis®
NfL-100 0.155 1.004 0.999-1.008
OCBs 0.012 2.669 1.236-5.762
T2 lesions 1-3 0.036 9.593 1.165-79.034
T2 lesions >4 0.002 25.676 3.347-196.974

Abbreviations: aHR = adjusted hazard ratio; CDMS = clinically definite multiple sclerosis;
Cl = confidence interval; DMT = disease-modifying treatment; HR = hazard ratio;
NfL = neurofilament light chain; OCB = oligoclonal bands.

2Univariate analyses: HR; multivariate analyses: aHR.

> DMT: before conversion to CDMS or fulfillment of the 2010 McDonald criteria.

°HR increase for every 100 ng/L.

dResults were not modified before and after adjusting for DMT.

¢Higher risk of McDonald MS for cases from Ramdn y Cajal Hospital.

fResults adjusted for hospital and DMT. When only adjusting for hospital, aHR for NfL
remained similar (aHR 1.004, 95% CI 0.999-1.009) but with a p value of 0.081.

Of note, there was a significant correlation
between NfL and NfH levels, in accordance with pre-
vious publications on CIS and relapsing-remitting
MS,'#2031 although contrary to our results, some of
these studies demonstrated associations between NfH
and EDSS or MRI parameters.'®*° Thus, the origin of
this correlation in our study is a matter of debate and
deserves further study.

In the replication phase, considering that a dichoto-
mic biomarker could be more useful in the clinical
practice, we explored a 900 ng/L cutoff,” observing
that more NfL-positive than -negative patients evolved

to CDMS and McDonald MS. Two other studies
explored cutoff values to either identify relapses or pre-
dict evolution to secondary progressive MS.'*%” Their
cutoff values, however, are lower than ours, a finding
possibly related not only to the different outcomes but
also to the use of a different assay," or the calculation
methods based on NIL levels in patients with MS,'*¥
whereas we established our cutoff using a control group
with noninflammatory neurologic diseases under the
rationale that this value would be more stable across
studies. To assess whether this is a better approach, the
cutoff should be evaluated in other cohorts. One study
explored NfL levels and fulfillment of the 2010 dis-
semination in space criteria in optic neuritis,>* whereas
we used the cutoff value to investigate the risk of devel-
oping both CDMS and 2010 McDonald MS at the
time of a CIS. Another contribution is the assessment
of NfL as an independent risk factor for MS. In the
univariate analyses, we found a higher risk of CDMS
and McDonald MS for every 100-ng/L increase in NfL
levels, maintained for CDMS in the multivariate anal-
ysis. The nonsignificant results for McDonald MS
could be conditioned by the distribution of patients
over the different categories in the multivariate analy-
sis, the correlations between NfL levels and T2 lesions,
and the strong predictive value of T2 lesions for dis-
semination in space fulfillment. When assessing NfL
status, the increased risk of both CDMS and McDo-
nald MS in the univariate analyses was lost in the
multivariate models. Thus, although NfL status could
be more practical in the clinical setting, in our study,
only NfL as a continuous variable is an independent
risk factor for CDMS. Nevertheless, the value of NfL
should be considered in context with OCB and T2
lesion results and, according to a recent study, it could
be considered a weak risk factor for MS.°

Despite conducting measures to minimize bias,
a limitation in the replication phase concerns the
NfL determination in 2 different centers. Although
the corresponding intra- and interplate CVs were
within the assay’s standardized limits, we did not per-
form quality controls such as testing the same samples
in both centers.’® Besides, the shorter follow-up of the
Vall d'Hebron cohort in the replication phase may
preclude excluding patients with potential alternative
diagnoses; nevertheless, the specific inclusion of typical
CIS presentations lowers this risk.® Furthermore,
a shortcoming of NIL levels is their determination in
CSF because some centers do not perform lumbar
punctures routinely. It is impossible to quantify serum
NfL levels with the available ELISA?*3°; however,
a new electrochemiluminescence array showed prom-
ising results in detecting higher serum NfL levels in
patients with CIS compared to healthy controls.?

Our biomarker list was probably not thoroughly
comprehensive. We did, however, search for updates
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throughout the study duration. Besides, the proper-
ties of the selected assays could have influenced our
findings. Another limitation is the difficulty in assess-
ing all biomarkers in the same patients without com-
promising the sample size given the limited CSF
aliquot availability. Nevertheless, the homogeneous
data collection and systematic sample storage proce-
dures could aid to minimize bias. Finally, we did
not compare the NfH electrochemiluminescence
assay to other methods.

Therefore, elevated NfL levels indicate a higher risk
of evolving to MS. However, the increase in risk for
every 100 ng/L could be difficult to interpret in the
daily clinical practice and, compared to OCBs and
T2 lesions, NfL levels are a weak risk factor for MS.
The search for a cutoff value should be assessed in
other cohorts and, finally, the value of NfL as a marker
of axonal damage may be more relevant as suggested by
the correlations with medium-term brain volume loss.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Georgina Arrambide participated in the design of the work and on the
acquisition, statistical analysis, and interpretation of data for the work,
drafted and revised it, approved the present version to be published,
and agreed to be accountable for all aspects of the work. Carmen Espejo
participated in the design of the work and on the analysis and interpre-
tation of data for the work, drafted and revised it for important intellec-
tual content, approved the present version to be published, and agreed to
be accountable for all aspects of the work. Herena Eixarch participated in
the analysis and interpretation of data for the work, drafted and revised it
for important intellectual content, approved the present version to be
published, and agreed to be accountable for all aspects of the work. Luisa
M. Villar participated in the acquisition, analysis, and interpretation of
data for the work, revised it for important intellectual content, approved
the present version to be published, and agreed to be accountable for all
aspects of the work. José C. Alvarez-Cermefio participated in the acqui-
sition, analysis, and interpretation of data for the work, revised it for
important intellectual content, approved the present version to be pub-
lished, and agreed to be accountable for all aspects of the work. Carmen
Picén participated in the acquisition and analysis of data for the work,
revised it for important intellectual content, approved the present version
to be published, and agreed to be accountable for all aspects of the work.
Jens Kuhle participated in the acquisition, analysis, and interpretation of
dara for the work, revised it for important intellectual content, approved
the present version to be published, and agreed to be accountable for all
aspects of the work. Giulio Disanto participated in the acquisition and
analysis of data for the work, revised it for important intellectual content,
approved the present version to be published, and agreed to be account-
able for all aspects of the work. Ludwig Kappos participated in the
analysis and interpretation of data for the work, revised it for important
intellectual content, approved the present version to be published, and
agreed to be accountable for all aspects of the work. Jaume Sastre-Garriga
participated in the design and acquisition, analysis, and interpretation of
dara for the work, revised it for important intellectual content, approved
the present version to be published, and agreed to be accountable for all
aspects of the work. Deborah Pareto participated in the acquisition,
analysis, and interpretation of data for the work, revised it for important
intellectual content, approved the present version to be published, and
agreed to be accountable for all aspects of the work. Eva Simon partic-
ipated in the acquisition of data for the work, revised it for important
intellectual content, approved the present version to be published, and
agreed to be accountable for all aspects of the work. Manuel Comabella
participated in the acquisition and interpretation of data for the work,
revised it for important intellectual content, approved the present version
to be published, and agreed to be accountable for all aspects of the work.

Jordi Rio participated in the acquisition and interpretation of data for the

Neurology 87 September 13, 2016

work, revised it for important intellectual content, approved the present
version to be published, and agreed to be accountable for all aspects of
the work. Carlos Nos participated in the interpretation of data for the
work, revised it for important intellectual content, approved the present
version to be published, and agreed to be accountable for all aspects of
the work. Carmen Tur participated in the acquisition and interpretation
of data for the work, revised it for important intellectual content,
approved the present version to be published, and agreed to be account-
able for all aspects of the work. Joaquin Castillé participated in the
acquisition and interpretation of data for the work, revised it for impor-
tant intellectual content, approved the present version to be published,
and agreed to be accountable for all aspects of the work. Angela Vidal-
Jordana participated in the acquisition and interpretation of data for the
work, revised it for important intellectual content, approved the present
version to be published, and agreed to be accountable for all aspects of
the work. Ingrid Galdn participated in the acquisition and interpretation
of data for the work, revised it for important intellectual content,
approved the present version to be published, and agreed to be account-
able for all aspects of the work. Maria J. Arévalo participated in the
acquisition of data for the work, revised it for important intellectual
content, approved the present version to be published, and agreed to
be accountable for all aspects of the work. Cristina Auger participated
in the analysis and interpretation of data for the work, revised it for
important intellectual content, approved the present version to be pub-
lished, and agreed to be accountable for all aspects of the work. Alex
Rovira participated in the analysis and interpretation of data for the work,
revised it for important intellectual content, approved the present version to
be published, and agreed to be accountable for all aspects of the work.
Xavier Montalban participated in the conception and design of the
work and on the acquisition, analysis, and interpretation of data for the
work, revised it for important intellectual content, approved the present
version to be published, and agreed to be accountable for all aspects of the
work. Mar Tintore participated in the conception and design of the work
and on the acquisition, analysis, and interpretation of data for the work,
revised it for important intellectual content, approved the present version to
be published, and agreed to be accountable for all aspects of the work.

ACKNOWLEDGMENT

The authors thank Xavier Vidal for statistical analysis support (Depart-
ment of Pharmacology, Vall d'Hebron University Hospital, Barcelona,
Spain), the Red Espafiola de Esclerosis Multiple (REEM) (RD07/0060;
RD12/0032) sponsored by the Fondo de Investigacién Sanitaria (FIS), the
Instituto de Salud Carlos III, the Ministry of Economy and Competitive-
ness in Spain, and the Ajuts per donar Suport als Grups de Recerca de
Catalunya (2009 SGR 0793; 2014 SGR 1082) sponsored by the Agencia
de Gestié d’Ajuts Universitaris i de Recerca (AGAUR) of the Generalitat
de Catalunya in Spain.

STUDY FUNDING

This project was supported by FIS P108/0788 and P112/01313 from the
FIS of the Ministry of Economy and Competitiveness of Spain, and by
a McDonald Fellowship awarded to Georgina Arrambide by the MSIF.
Carmen Espejo is partially supported by the Miguel Servet program
(CP07/00146; CP13/00028), Herena Eixarch is supported by the Sara
Borrell program (CD09/0363), and Angela Vidal-Jordana received sup-
port for research training contracts Rio Hortega (CM10/00032), all from
the FIS, Instituto de Salud Carlos III, Ministry of Economy and Compet-
itiveness of Spain. Jens Kuhle was supported by an ECTRIMS Research
Fellowship Programme and by the Forschungsfonds of the University of
Basel, Switzerland.

DISCLOSURE

G. Arrambide has received compensation for consulting services from
Biogen Idec and research support from Novartis. C. Espejo and H. Eix-
arch report no disclosures relevant to the manuscript. L. Villar has
received speaking honoraria or research support from Bayer Schering
Pharma, Merck Serono, Biogen Idec, Teva Pharmaceuticals, Sanofi-
Aventis, Genzyme, and Novartis. J. Alvarez-Cermefio has received com-
pensation for consulting services and speaking honoraria from Bayer

Schering Pharma, Merck Serono, Biogen Idec, Teva Pharmaceuticals,



Sanofi-Aventis, and Novartis. C. Picén reports no disclosures relevant to
the manuscript. J. Kuhle has received research support from the Swiss MS
Society, Swiss ALS Society, Protagen AG, Roche, Genzyme, and Novartis
and served on scientific advisory boards for Genzyme/Sanofi-Aventis,
Merck Serono, and Novartis Pharma. G. Disanto reports no disclosures
relevant to the manuscript. L. Kappos has received and dedicated to
research support fees for board membership, consultancy or speaking,
or grants in the last 3 years from Actelion, Advancells, Allozyne, Bayer,
Bayhill, Biogen Idec, BioMarin, CSL Behring, Eli Lilly, European Union,
GeNeuro, Genmab, Gianni Rubatto Foundation, Glenmark, Merck
Serono, MediciNova, Mitsubishi Pharma, Novartis, Novartis Research
Foundation, Novo Nordisk, Peptimmune, Roche, Roche Research Foun-
dation, Sanofi-Aventis, Santhera, Swiss MS Society, Swiss National
Research Foundation, Teva, UCB, and Wyeth. J. Sastre-Garriga has
received compensation for participating on advisory boards, speaking
honoraria and travel expenses for scientific meetings, consulting services
or research support from Novartis, Biogen Idec, Sanofi-Aventis, Teva,
Serono Symposia International Foundation, Merck Serono, Almirall, and
Genzyme. D. Pareto and E. Simon report no disclosures relevant to the
manuscript. M. Comabella has received compensation for consulting
services and speaking honoraria from Bayer Schering Pharma, Merck
Serono, Biogen Idec, Teva Pharmaceuticals, Sanofi-Aventis, and Novar-
tis. J. Rio has received speaking honoraria and personal compensation for
participating on advisory boards from Almirall, Bayer Schering Health-
care, Biogen Idec, Genzyme, Merck Serono, Novartis, Teva, and Sanofi-
Aventis. C. Nos, C. Tur, J. Castills, A. Vidal-Jordana, 1. Galdn,
M. Arévalo, and C. Auger report no disclosures relevant to the manu-
script. A. Rovira serves on scientific advisory boards for Neuro-Tec and
on the editorial board of the American Journal of Neuroradiology and
Neuroradiology, has received speaker honoraria from Bayer Schering Phar-
ma, Sanofi-Aventis, Bracco, Merck Serono, Teva Pharmaceutical Indus-
tries Ltd., and Biogen Idec, receives research support from Bayer Schering
Pharma, and serves as a consultant for Novartis. X. Montalban has
received speaking honoraria and travel expenses for scientific meetings,
has been a steering committee member of clinical trials or participated in
advisory boards of clinical trials in the past with Almirall, Bayer, Biogen,
Genzyme, Merck, Novartis, Receptos, Roche, Sanofi Genzyme, and Teva
Pharmaceuticals. M. Tintore has received compensation for consulting
services and speaking honoraria from Bayer Schering Pharma, Merck
Serono, Biogen Idec, Teva Pharmaceuticals, Sanofi-Aventis, Novartis,

Almirall, Genzyme, and Roche. Go to Neurology.org for full disclosures.

Received August 3, 2015. Accepted. in final form April 14, 2016.

REFERENCES

1. Fisniku LK, Brex PA, Altmann DR, et al. Disability and T2
MRI lesions: a 20-year follow-up of patients with relapse
onset of multiple sclerosis. Brain 2008;131:808-817.

2. Polman CH, Reingold SC, Banwell B, et al. Diagnostic cri-
teria for multiple sclerosis: 2010 revisions to the McDonald
criteria. Ann Neurol 2011;69:292-302.

3. Tintore M, Rovira A, Rio ], et al. Do oligoclonal bands
add information to MRI in first attacks of multiple scle-
rosis? Neurology 2008;70:1079-1083.

4. Masjuan J, Alvarez-Cermeno JC, Garcia-Barragan N, et al.
Clinically isolated syndromes: a new oligoclonal band test
accurately predicts conversion to MS. Neurology 2006;66:
576-578.

5. Comabella M, Montalban X. Body fluid biomarkers in
multiple sclerosis. Lancet Neurol 2014;13:113-126.

6. Tintore M, Rovira A, Rio J, et al. Defining high, medium
and low impact prognostic factors for developing multiple
sclerosis. Brain 2015;138:1863-1874.

7.  Poser CM, Paty DW, Scheinberg L, et al. New diagnostic
criteria for multiple sclerosis: guidelines for research pro-
tocols. Ann Neurol 1983;13:227-231.

8.  Smith SM, Jenkinson M, Woolrich MW, et al. Advances

in functional and structural MR image analysis and

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Neurology 87 September 13, 2016

implementation as FSL. Neuroimage 2004;23(suppl 1):
§208-5219.

Tumani H, Lehmensiek V, Rau D, et al. CSF proteome
analysis in clinically isolated syndrome (CIS): candidate
markers for conversion to definite multiple sclerosis. Neu-
rosci Lett 2009;452:214-217.

Williams A, Piaton G, Aigrot MS, et al. Semaphorin 3A
and 3F: key players in myelin repair in multiple sclerosis?
Brain 2007;130:2554-2565.

Eixarch H, Gutierrez-Franco A, Montalban X, Espejo C.
Semaphorins 3A and 7A: potential immune and neuro-
regenerative targets in multiple sclerosis. Trends Mol Med
2013;19:157-164.

Petzold A, Eikelenboom M]J, Gveric D, et al. Markers for
different glial cell responses in multiple sclerosis: clinical and
pathological correlations. Brain 2002;125:1462-1473.
Malmestrom C, Haghighi S, Rosengren L, Andersen O,
Lycke J. Neurofilament light protein and glial fibrillary
acidic protein as biological markers in MS. Neurology
2003;61:1720-1725.

Norgren N, Sundstrom P, Svenningsson A, Rosengren L,
Stigbrand T, Gunnarsson M. Neurofilament and glial
fibrillary acidic protein in multiple sclerosis. Neurology
2004;63:1586-1590.

Burman ], Zetterberg H, Fransson M, Loskog AS,
Raininko R, Fagius J. Assessing tissue damage in multiple
sclerosis: a biomarker approach. Acta Neurol Scand 2014;
130:81-89.

Petzold A. Neurofilament phosphoforms: surrogate markers
for axonal injury, degeneration and loss. ] Neurol Sci 2005;
233:183-198.

Kuhle J, Regeniter A, Leppert D, et al. A highly sensitive
electrochemiluminescence immunoassay for the neurofilament
heavy chain protein. ] Neuroimmunol 2010;220:114-119.
Teunissen CE, Iacobaeus E, Khademi M, et al. Combina-
tion of CSF N-acetylaspartate and neurofilaments in mul-
tiple sclerosis. Neurology 2009;72:1322-1329.

Kuhle J, Leppert D, Petzold A, et al. Neurofilament heavy
chain in CSF correlates with relapses and disability in
multiple sclerosis. Neurology 2011;76:1206-1213.

Khalil M, Enzinger C, Langkammer C, et al. CSF neuro-
filament and N-acetylaspartate related brain changes in clin-
ically isolated syndrome. Mult Scler 2013;19:436-442.
Mathey EK, Derfuss T, Storch MK, et al. Neurofascin as
a novel target for autoantibody-mediated axonal injury.
J Exp Med 2007;204:2363-2372.

Kawamura N, Yamasaki R, Yonekawa T, et al. Anti-neuro-
fascin antibody in patients with combined central and
peripheral demyelination. Neurology 2013;81:714-722.
Shaw G, Yang C, Ellis R, et al. Hyperphosphorylated neuro-
filament NF-H is a serum biomarker of axonal injury.
Biochem Biophys Res Commun 2005;336:1268-1277.
Petzold A, Keir G, Green AJ, Giovannoni G, Thompson EJ.
A specific ELISA for measuring neurofilament heavy chain
phosphoforms. J Immunol Methods 2003;278:179-190.
Villar LM, Picon C, Costa-Frossard L, et al. Cerebrospinal
fluid immunological biomarkers associated with axonal dam-
age in multiple sclerosis. Eur J Neurol 2015;22:1169-1175.
Comabella M, Fernandez M, Martin R, et al. Cerebrospi-
nal fluid chitinase 3-like 1 levels are associated with con-
version to multiple sclerosis. Brain 2010;133:1082-1093.
Nylen K, Csajbok LZ, Ost M, et al. CSF-neurofilament
correlates with outcome after aneurysmal subarachnoid
hemorrhage. Neurosci Lett 2006;404:132-136.

1083


http://neurology.org/lookup/doi/10.1212/WNL.0000000000003085

1084

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Petzold A, Keir G, Warren ], Fox N, Rossor MN. A
systematic review and meta-analysis of CSF neurofilament
protein levels as biomarkers in dementia. Neurodegener
Dis 2007;4:185-194.

Fialova L, Bartos A, Svarcova J, Zimova D, Kotoucova J,
Malbohan I. Serum and cerebrospinal fluid light neuro-
filaments and antibodies against them in clinically isolated
syndrome and multiple sclerosis. ] Neuroimmunol 2013;
262:113-120.

Avsar T, Korkmaz D, Tutuncu M, et al. Protein biomarkers
for multiple sclerosis: semi-quantitative analysis of cerebro-
spinal fluid candidate protein biomarkers in different forms
of multiple sclerosis. Mult Scler 2012;18:1081-1091.
Kuhle J, Plattner K, Bestwick JP, et al. A comparative
study of CSF neurofilament light and heavy chain protein
in MS. Mult Scler 2013;19:1597-1603.

Semra YK, Seidi OA, Sharief MK. Heightened intrathecal
release of axonal cytoskeletal proteins in multiple sclerosis
is associated with progressive disease and clinical disability.
J Neuroimmunol 2002;122:132-139.

Trentini A, Comabella M, Tintore M, et al. N-acetylaspartate

and neurofilaments as biomarkers of axonal damage in pa-

34.

35.

30.

37.

38.

39.

tients with progressive forms of multiple sclerosis.
J Neurol 2014;261:2338-2343.

Modvig S, Degn M, Horwitz H, et al. Relationship
between cerebrospinal fluid biomarkers for inflammation,
demyelination and neurodegeneration in acute optic neu-
ritis. PLoS One 2013;8:¢77163.

Perez-Miralles F, Sastre-Garriga J, Tintore M, et al. Clin-
ical impact of early brain atrophy in clinically isolated
syndromes. Mult Scler 2013;19:1878-1886.

Bielekova B, McDermott MP. Will CSF biomarkers guide
future therapeutic decisions in multiple sclerosis?
Neurology 2015;84:1620-1621.

Salzer ], Svenningsson A, Sundstrom P. Neurofilament light
as a prognostic marker in multiple sclerosis. Mult Scler
2010;16:287-292.

Petzold A, Altintas A, Andreoni L, et al. Neurofila-
ment ELISA validation. ] Immunol Methods 2010;
352:23-31.

Disanto G, Adiutori R, Dobson R, et al. Serum neurofila-
ment light chain levels are increased in patients with a clin-
ically isolated syndrome. ] Neurol Neurosurg Psychiatry
2016;87:126-129.

Carry the Only Card that Helps Support the AAN—and
Get a $100 Cash Rewards Bonus!

Apply for the BankAmericard Cash Rewards™ credit card today to start getting more cash back for
the things you buy most—plus a $100 cash rewards bonus offer! Visit AAN.com/view/CashRewards

and enter priority code “VACN51.”

Discover Altmetrics

See real-time downloads and online activity for articles!

See more details

Authors and readers alike can view real-time data on articles including downloads and online activity
across multiple sources. Click on the “Article Metrics” link in the right column of an article for details.
To learn more about article metrics visit heep://www.neurology.org/site/misc/article_usage.xhtml.

[ Picked up by 8 news outlets
I Tweeted by 18
B Mentioned in 1 Google+ posts

[l 12 readers on Mendeley

Neurology 87 September 13, 2016

© 2016 American Academy of Neurology. Unauthorized reproduction of this article is prohibited.



RESEARCH ARTICLE

Lipid-Specific Immunoglobulin M Bands
in Cerebrospinal Fluid Are Associated

with a Reduced Risk of Developing
Progressive Multifocal

Leukoencephalopathy during
Treatment with Natalizumab

Luisa M. Villar, PhD,"? Lucienne Costa-Frossard, MD,%>
Thomas Masterman, MD,* Oscar Fernandez, MD,*> Xavier Montalban, MD,%®
Bonaventura Casanova, MD,?’ Guillermo lzquierdo, MD,%8
Francisco Coret, MD,%? Hayrettin Tumani, MD,'® Albert Saiz, MD,%""
Rafael Arroyo, MD,?'? Katharina Fink, MD,* Laura Leyva, PhD,??
Carmen Espejo, PhD,?® Marfa Simé-Castelld, PhD,?’
Marfa |. Garcia-Sanchez, PhD,%® Florian Lauda, MD,'° Sara Llufrid, MD,%>""
Roberto Alvarez-Lafuente, PhD,%'? Javier Olascoaga, MD,> 13
Alvaro Prada, MD,%'# Agustin Oterino, MD," Clara de Andrés, MD,*'®
Mar Tintoré, MD,?® Lluis Ramié-Torrenta, MD,*"’

View this article online at wileyonlinelibrary.com. DOI: 10.1002/ana.24345
Received Aug 26, 2014, and in revised form Dec 16, 2014. Accepted for publication Dec 24, 2014.

Address correspondence to Dr Villar, Servicio de Inmunologia, Hospital Ramén y Cajal, Carretera de Colmenar Km 9.100, 28034 Madrid, Spain.
E-mail: luisamaria.villar@salud.madrid.org

From the 'Department of Immunology, Ramén y Cajal University Hospital, Institute Ramon y Cajal for Biomedical Research, Madrid, Spain; Spanish
Network for the Research in Multiple Sclerosis, Spain; *Department of Neurology, Ramon y Cajal University Hospital, Institute Ramon y Cajal for
Biomedical Research, Madrid, Spain; ADepartment of Clinical Neuroscience, Karolinska Institute, Karolinska University Hospital, Huddinge, Sweden;
Department of Neurology, Regional University Hospital of Malaga, Malaga, Spain; ®Department of Neurology-Neuroimmunology, Catalunya Center for
Multiple Sclerosis, Vall d'Hebron Institute of Research, Vall d’'Hebron University Hospital, Autonomous University of Barcelona, Barcelona, Spain;
’Department of Neurology, La Fe University Hospital, Valencia, Spain; ®Department of Neurology, Virgen Macarena University Hospital, Seville, Spain;
“Department of Neurology, Clinic University Hospital of Valencia, Valencia, Spain; "®Department of Neurology, University of Ulm, Ulm, Germany;
"Department of Neurology, Clinic Hospital and Institute August Pi i Sunyer for Biomedical Research of, University of Barcelona, Barcelona, Spain;
’Department of Neurology, San Carlos Clinic University Hospital, Institute for Biomedical Research of San Carlos Clinic University Hospital, Madrid,
Spain; "*Department of Neurology, Donostia University Hospital, San Sebastian, Spain; “Department of Immunology, Donostia University Hospital, San
Sebastian, Spain; '*Department of Neurology, Marqués de Valdecilla University Hospital, Santander, Spain; "®Department of Neurology, Gregorio
Marandn University Hospital, Madrid, Spain; "Department of Neurology, Doctor Josep Trueta University Hospital, Institute for Biomedical Research of
Girona, Girona, Spain; 8Institute Maimdnides for Biomedical Research, Reina Soffa University Hospital, University of Cérdoba, Cérdoba, Spain;
"“Department of Neurology, Doctor Negrin University Hospital, Las Palmas de Gran Canaria, Spain; “°Department of Neurology, Nuestra Sefora de
Valme University Hospital, Seville, Spain; ?'Department of Neurology, Puerta de Hierro University Hospital, Madrid, Spain; *’Department of Neurology,
Doctor Peset University Hospital, Valencia, Spain; ZDepartment of Neurology, Alvarez Buylla Hospital, Mieres, Spain; ?*Department of Neurology, Elche
General Hospital, Elche, Spain; °Department of Neurology, Hospital of El Bierzo, Ponferrada, Ponferrada, Spain; ?Department of Neurology,
Torrecérdenas Hospital, Almerfa, Spain; 2’ Department of Neurology, Central University Hospital of Asturias, Oviedo, Spain; 2®Biostatistics Unit, Ramén y
Cajal University Hospital, Institute Ramon y Cajal for Biomedical Research, CIBERESP, Madrid, Spain; and ’Montreal Neurological Institute and
Hospital, McGill University, Montreal, Quebec, Canada

© 2015 American Neurological Association 447


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25581547

ORIGINAL ARTICLE

Cerebrospinal fluid immunological biomarkers associated with axonal
damage in multiple sclerosis

L. M. Villar®, C. Picén?, L. Costa-Frossard®, R. Alenda?, J. Garcia-Caldentey®, M. Espino®, A. Muriel® and
J. C. Alvarez-Cermeno®

Multiple Sclerosis Unit, Department of Immunology, Ramdn y Cajal Hospital, IRYCIS, Madrid; > Multiple Sclerosis Unit, Department
of Neurology, Ramdn y Cajal Hospital, IRYCIS, Madrid; °Biostatistics Unit, Ramdn y Cajal Hospital, IRYCIS, CIBERESP, Madrid;
and S Department of Medicine, University of Alcald, Madrid, Spain

See editorial by Alvarez on page 1143. (:>;

( @)

Keywords: Background and purpose: Cerebrospinal fluid (CSF) neurofilament light pro- |

axonal damage, CSF, tein (NFL) is a promising biomarker of axonal injury and neurodegeneration. @)

immunological Here CSF lymphocyte subpopulations and antibodies, potential players of x

biomarkers, multiple neurodegeneration, are examined in relation to CSF NFL shedding in MS. )
sclerosis, Methods: Cerebrospinal fluid NFL from 127 consecutive untreated MS

neurodegeneration, patients was analysed. Samples from 37 age-matched patients with other cen- o

neurofilament light tral nervous system non-inflammatory neurological diseases (NIND) were also Z

chain, oligoclonal IgM assessed. CD4+, CD8+, CD56+ and CD19+ cell subsets were studied by flow 4

bands cytometry. Oligoclonal IgG and IgM bands (OCMB) against lipids were stud- (@)
ied by isoelectric focusing and immunoblotting. These data were analysed in

Received 28 April 2014 relation to clinical and magnetic resonance imaging features. -

Accepted 1 August 2014 Results: A CSF NFL cut-off value of 900 ng/l (mean + 3 SD of NIND val- <

ues) was calculated. MS patients with increased NFL values showed signifi- Z

f;:):{orf) Zgnggizalzgf cantly higher Multiple Sclerosis Severity Score and magnetic resonance ~

1169-1175 T imaging lesion number. The presence of OCMB (P < 0.0001) and elevated T )

and B lymphocyte counts was associated with increased levels of CSF NFL. o)

doi:10.1111/ene.12579 Conclusions: High CSF NFL levels are associated with elevated CSF lympho- -
cyte cell counts and intrathecal synthesis of IgM against lipids. These findings

support a role for OCMB in the axonal damage of MS offering a rationale for Z

the association of these antibodies with disability and brain atrophy progres- <

sion in MS. 4|

. J A
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. disease [5-7]. Nevertheless, other more diffuse neurode- s

Introduction X . D

generative mechanisms of axonal damage seem to play "

Traffic of myelin-specific T lymphocytes into the cen-
tral nervous system initiates a cascade of autoimmune
mechanisms leading to demyelination and axonal loss
in multiple sclerosis (MS) [1].

Injury to axons is the major source of permanent
neurological deficits in MS [2] and magnetic resonance
imaging (MRI) techniques show axonal loss from the
early phases of the disease [3,4]. Accordingly, patho-
logical studies show the presence of axonal injury in
active demyelinating lesions at the initial stages of the
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a role in the continuous, irreversible neurological dis-
ability that occurs from the very first phases of MS [8].
Axonal injury results in disintegration of the axon
membrane and neurofilament breakdown. Neurofila-
ments are then released into the contiguous cerebrospi-
nal fluid (CSF) where they can be measured as
biomarkers of axonal damage [9-11]. Neurofilaments
consist of three distinct chains with different molecular
weights: a neurofilament light chain (NFL) of 68 kDa,
a neurofilament intermediate chain of 150 kDa and a
neurofilament heavy chain (NFH) of 190-210 kDa
[11]. CSF NFL and NFH levels have been studied in
MS and there is a strong correlation between them in
CSF from patients [12]. NFL proved to be a more
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Abstract

Little is known about the mechanisms leading to neurodegeneration in multiple sclerosis (MS) and the role of peripheral blood
cells in this neurodegenerative component. We aimed to correlate brain radiological phenotypes defined by high and low
neurodegeneration with gene expression profiling of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from MS patients. Magnetic
resonance imaging (MRI) scans from 64 patients with relapsing-remitting MS (RRMS) were classified into radiological
phenotypes characterized by low (N =27) and high (N =37) neurodegeneration according to the number of contrast-enhancing
lesions, the relative volume of non-enhancing black holes on T1-weighted images, and the brain parenchymal fraction. Gene
expression profiling was determined in PBMC using microarrays, and validation of selected genes was performed by polymerase
chain reaction (PCR). B-cell immunophenotyping was conducted by flow cytometry. Microarray analysis revealed the B-cell
specific genes FCRL1, FCRL2, FCRL5 (Fc receptor-like 1, 2 and 5 respectively), and CD22 as the top differentially expressed genes
between patients with high and low neurodegeneration. Levels for these genes were significantly down-regulated in PBMC from
patients with MRI phenotypes characterized by high neurodegeneration and microarray findings were validated by PCR. In
patients with high neurodegeneration, immunophenotyping showed a significant increase in the expression of the B-cell
activation markers CD8&0 in naive B cells (CD45+/CD19+/CD27—/1gD+), unswitched memory B cells (CD45+/CD19+/CD27+/IgD+),
and switched memory B cells (CD45+/CD19+/CD27+/1gD-), and CD86 in naive and switched memory B cells. These results
suggest that RRMS patients with radiological phenotypes showing high neurodegeneration have changes in B cells
characterized by down-regulation of B-cell-specific genes and increased activation status.

Introduction prominent in the late stages of MS, although it can be present

Multiple sclerosis (MS) pathogenesis is characterized by at least
two major processes, inflammation and neurodegeneration (1).
Whereas inflammation predominates in the initial phases of
the disease, the neurodegenerative component is usually more

early in the disease course (2). Current available therapies in
MS have proven to be highly effective to suppress the inflamma-
tory component of the disease. In contrast, the mechanisms
leading to neurodegeneration are less well understood and,
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Introduction

Summary

Changes in blood natural killer (NK) cells, important players of the immune
innate system, have been described in multiple sclerosis (MS). We studied
percentages and total cell counts of different effector and regulatory NK cells
in cerebrospinal fluid (CSF) of MS patients and other neurological diseases
to gain clearer knowledge of the role of these cells in neuroinflammation. NK
cell subsets were assessed by flow cytometry in CSF of 85 consecutive MS
patients (33 with active disease and 52 with stable MS), 16 with other inflam-
matory diseases of the central nervous system (IND) and 17 with non-
inflammatory neurological diseases (NIND). MS patients showed a decrease
in percentages of different CSF NK subpopulations compared to the NIND
group. However, absolute cell counts showed a significant increase of all NK
subsets in MS and IND patients, revealing that the decrease in percentages
does not reflect a real reduction of these immune cells. Remarkably, MS
patients showed a significant increase of regulatory/effector (CD56*&"/
CD56%") NK ratio compared to IND and NIND groups. In addition, MS
activity associated with an expansion of NK T cells. These data show that NK
cell subsets do not increase uniformly in all inflammatory neurological
disease and suggest strongly that regulatory CD56"8" and NK T cells may
arise in CSF of MS patients as an attempt to counteract the CNS immune
activation characteristic of the disease.

Keywords: CSF, innate immunity, multiple sclerosis, natural killer cells,
neuroinflammation

the surface expression of CD56, NK cells have been classi-
fied as effector (CD56%™) or regulatory (CD56%") cells.

Multiple sclerosis (MS) is considered to be a T cell-
mediated autoimmune disease that results in demyelination
and axonal loss inducing irreversible neurological deficits.
Recent studies suggest that the innate immune system plays
an important role in both the initiation and progression of
MS by influencing the effector function of T and B cells [1].
Natural killer (NK) cells contribute to both effector and
regulatory functions of innate immunity via their cytotoxic
activity and their ability to secrete pro- and anti-
inflammatory cytokines and growth factors [1]. Mecha-
nisms by which NK cells could have an impact on
autoimmune responses include a rapid cytokine release
before autoreactive T cell differentiation and modulation of
interactions between autoreactive T and B lymphocytes and
antigen-presenting cells [2]. Several NK subsets responsible
for different functions have been identified [3]. Based on

Effector NK cells are characterized by intracellular expres-
sion of perforin and granzymes, which are proteolytic
enzymes involved in target killing [4,5]. They may be subdi-
vided further into CD56*CD16" (cytotoxic effector cells) [6]
and CD56'CD3* (NK T cells), which may produce a variety
of cytokines and control other immune cells [7]. Con-
versely, CD56*¢" NK regulatory cells represent fewer than
10% of peripheral blood NK cells, express low levels of
perforin and are able to secrete large amounts of cytokines
[1,8]. In addition, CD56 CD16" NK cells are a defective NK
subset with impaired cytolytic function that increases in
viraemic HIV and hepatitis C virus (HCV)-infected indi-
viduals [9,10]. A high level of these dysfunctional cells
reveals a disturbance in innate cellular immunity that asso-
ciates with an impaired ability to respond to anti-viral treat-
ment with interferon (IFN)-o and ribavirin [10].
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It has been suggested that NK cells play a key role at the
interface of innate and adaptive responses in autoimmune
diseases [11,12]. Depending on the cell subtype and
milieu, both pathogenic and protective roles in the central
nervous system (CNS) have been attributed to different
NK subpopulations in MS and its animal model, experi-
mental autoimmune encephalomyelitis (EAE) [13-17]. In
keeping with this, NK cell lines may induce lysis of
oligodendrocytes. Alternatively, circulating cytotoxic NK
cells may lyse autoantigen-specific encephalitogenic T cells,
dampening disease activity in EAE. In addition, CNS-
resident NK cells may inhibit T helper type 17 (Thl7)
differentiation in EAE by interacting with microglia cells
[2].

It is considered that immunophenotyping of cerebrospi-
nal fluid (CSF) cells in MS reflects cellular events within
brain parenchyma and may be useful to gain insight into
MS pathophysiology [18]. Different studies have described
changes in the percentages of NK cells in the CSF of MS
patients [19-22]. Moreover, the beneficial effect of
daclizumab, a humanized monoclonal antibody (mAb) that
blocks the binding site on the IL-2Rot chain (CD25), is
linked to the expansion of the CD56"*" cells in CSF [23].
We considered that it would be of interest to investigate
whether changes in CSF NK cells occurring in MS are rela-
tive or absolute, and if they associate with a particular NK
cell subset. In addition, we studied the relationship between
CSF NK subpopulations and MS activity, which has not
been explored so far.

Material and methods

Patients

This study was approved by the ethical committee of Hospi-
tal Ramo6n y Cajal (Madrid, Spain). Written informed
consent was obtained from all patients before entry into the
study. We included 85 consecutive patients diagnosed with
relapsing-remitting MS (RRMS), according to modified
McDonald criteria [24]. We monitored disease duration,
current disability measured by the Expanded Disability
Status Scale (EDSS) score and disease status (relapse or
remission). Relapses were defined as worsening of neuro-
logical impairment or the appearance of new symptoms
attributable to MS, lasting at least 24 h and preceded by sta-
bility of at least 1 month. Remission was considered when
patients were free of relapses or progression for at least 3
months before inclusion in the study. We also divided our
patients according to clinical inflammatory disease activity
(IDA) status. The active group included patients with the
presence of either a relapse or new magnetic resonance
imaging (MRI) gadolinium-enhanced lesions (n =33). The
stable group included MS individuals in remission who did
not show any of these variables related to disease activity
(n=52).

Eighty-one MS patients (95:29%) had not received any
disease-modifying treatment before lumbar puncture (LP).
The remaining four cases were treated previously with Rebif
(three cases) or Betaferon (one case). Another three patients
received high-dose steroids before inclusion in this study. In
all these cases a washout period of 3 months between treat-
ment cessation and LP was established.

We also studied 16 patients who could be defined as
inflammatory neurological disease controls (IND), accord-
ing to the latest consensus definitions [25]. Patients with the
following diagnoses were included in this group: limbic
encephalitis (1 = 2), post-infectious cerebelitis (n = 1), bilat-
eral optic neuritis (n=4), herpes simplex encephalitis
(n=1), headache associated with neurological deficits and
CSF lymphocytosis (HaNDL) syndrome (# = 3), transverse
myelitis (n=1), vasculitis (n=2), pachymeningitis (n=1)
and neuromyelitis optica (n=1). Seventeen patients with
the following non-inflammatory neurological disease con-
trols (NIND) were also studied: stroke (n = 1), normal pres-
sure hydrocephalus (n=3), dementia (n=4), epilepsy
(n=1), pseudotumour cerebri (n=5), amyotrophic lateral
sclerosis (n=1), pineal cyst (n=1) and arachnoid cyst
(n=1). No significant differences were found in age and sex
between MS [age: 38:86%1-0 years (mean * standard
error); 75% females], IND (age: 42-09 £ 4-87 years; 66-7%
females) and NIND (age: 46-26 = 3-56; 58-:8% females)
groups. Basic CSF parameters of the patients included in
the three groups are shown in the Supporting information,
Fig. SI.

MRI scans of the brain were performed within a month of
CSF sampling at 1-5 Tesla (Phillips Gyroscan NT, Eindhoven,
the  Netherlands). New  brain-active = gadolinium-
enhanced lesions, T1 and T2 lesion load were studied follow-
ing a standard protocol [26]

Samples

Samples were always obtained for clinical purposes. Periph-
eral blood (PB) samples were collected at the time of the LB
and were processed in parallel with CSE. Fresh CSF samples
(4-6 ml) were centrifuged at 500 g for 15 min and the cellu-
lar pellet resuspended in 100 pul of phosphate-buffered
saline (PBS) to be labelled as described below.

Flow cytometry analysis

CSF and PB cells were analysed for expression of surface
markers using flow cytometry. The following monoclonal
antibodies were used: control mouse isotypes and anti-
human CD3, CD16, CD45 and CD56 (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA). Cells were labelled with optimal concentra-
tions of these monoclonal antibodies. CSF cell staining was
performed at 4°C in the dark and washes and incubations
were carried out in PBS. Whole PB samples were labelled
for 20 min at room temperature, and then lysed with 2 ml
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Fig. 1. Representative dot-plots showing gating
strategy to select natural killer (NK) cells for
analysis. (a) Cerebrospinal fluid (CSF)
lymphocytes were identified on a dot-plot
display with side-scatter (SSC) and CD45. A
gate was set around CD45" bright cells with low
side-scatter. (b) A second region was then set on
the forward (FSC)-/side-scatter dot-plot to
select a lymphocyte population free of debris
and apoptotic cells. (c) Finally, CSF NK cells
were identified on a dot-plot display with SSC
and CD56. A gate was then set around CD56%™
cells and a second region was set around
CD56"8" cells.

of lysis solution [fluorescence activated cell sorter (FACS)
Lysis Solution; Becton Dickinson, San jose, CA, USA]. Cells
were then washed twice. Data acquisition was performed
with a FACSCanto II cytometer and analysed with
FACSDiva software (BD Immunocytometry Systems, San
Jose, CA, USA).

An initial region was set around cells expressing intermedi-
ate to high CD45 with low to intermediate side-scatter, and
then a second region was set on the forward-/side-scatter dot-
plot to exclude debris or apoptotic cells and include lympho-
cytes. Only cells that included both regions were accepted for
analysis. A minimum of 500 events were collected for analysis
of antigen staining in CSE The cursor was set so that fewer
than 1% of the cells in each sample stained positively with the
isotype control antibodies. The percentage and total counts of
cells that stained positively was recorded for each sample. The
results were reported as percentages of total lymphocytes and
as absolute cell counts. CD56%™ and CD56"™" NK cell subsets
were identified according to the staining intensity with the spe-
cific mAb. Representative examples of cell gating are shown in
Fig. 1 and the Supporting information, Fig. S2. Every sample
was analysed by immunologists blind to clinical data.

Statistical analysis

Results were analysed with the Prism version 5-0 statistical
package (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). We
used the Mann—Whitney U-test for comparisons between

50 100 150 200 250
FSC-A (x1000)

150 200 250

SSC-A (x1000)
100

50
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102 10° 10* 10°
CD56

two groups and the Kruskal-Wallis test with Dunn’s post-
hoc test for comparisons between more than two groups.
P-values below 0-05 were considered significant.

Results

The percentages of different NK cell subsets in CSF
samples of our three patient groups (MS, IND and NIND)
are depicted in Table 1. No differences were found in
either the percentages of total NK CD56" or regulatory NK
CD56™#" cells between the three patient groups. However,
MS patients showed lower percentages of total effector
NK (CD56%™) cells than the NIND group (P < 0-001). This
decrease was due to the NKT (CD56%™ CD3*) subset,
which was diminished in MS patients compared to NIND
patients (P <0-001). The defective CD56 CD16* NK
subset was also diminished in MS patients compared to
the NIND group (P<0-01). These data demonstrate a
relative decrease of effector NK cells in MS patients
compared to non-inflammatory diseases of the CNS.
Other inflammatory diseases of the CNS also showed a
decreased NKT cell percentage compared to NIND
(P <0:05).

We also studied the ratio between regulatory and effector
(CD56&"/CD56%™) NK cells in CSE. MS patients showed a
significantly higher ratio than the IND and NIND groups,
which presented similar CD56""/CD56%™ ratio values
(Fig. 2a). This was the best variable to discriminate MS and
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Table 1. Cerebrospinal fluid (CSF) percentages of different natural killer (NK) cell subpopulations.

CSF NK cells

MS
n=2385

IND
n=16

NIND
n=17

P-values

NK CD56" cells
CD56"8 cells
CD 56%™ cells
CD 56%mCD3*
CD56%™CD16*

3-00 (2-20-4-15)
1-40 (0-80-2-25)
1-40 (1-0-2-0)

1-10 (0-70—1-45)
0-30 (0-15-0-50)

2-85 (2:02-4-72)
0-90 (0-32-2-62)
170 (1-07-257)
120 (0-72-1-50)
0-35 (0-20-0-65)

5-30 (2:95-8-25)
1-60 (0-85-2-95)
2:90 (1-70—4-5)
2:0 (1-40-3-60)
0-30 (0-20-0-90)

P=0-04; a,b,c: n.s.
P=0-19; a,b,c: n.s.
P=0-001; a,c: n.s., b***
P=0-001; a: n.s., b¥*, c*
P=0-52; a,b,c: n.s.

CD56°CD16" cells 1-30 (0-80-2-10)

1-45 (0-92-3-3)

3.2 (1-55-5-30) P=0-003; a,c: n.s., b**

Values shown are calculated as percentage of lymphocytes in CSF and presented as median (25-75% interquartile range). MS = multiple sclerosis;

IND = other inflammatory neurological diseases; NIND = non-inflammatory neurological diseases. P = P-value of overall comparison (Kruskal—
Wallis test); a=Dunn’s post-hoc test comparisons between a: MS versus IND, b: MS versus NIND, c: IND versus NIND. *P < 0-05; **P < 0-:01;

P < 0-001.

IND patients in our series. Representative dot-plots are
shown in Fig. 2b.

We next studied total CSF leucocyte counts in the three
groups, and observed that MS and IND patients showed
clearly higher cell numbers than the NIND group
(P <0:0001). Accordingly, they also had increased values of
all NK subsets (Table 2).

Although no significant differences were found between
the MS and IND groups, IND patients tended to show
higher number of NK effector cells and, conversely, the MS
group seem to have higher CSF CD56™#" cell counts
(Table 2).

The distribution of the NK cell subsets in peripheral
blood is shown in the Supporting information, Table S1. No
significant differences were observed between the three
groups of patients.

In a further subanalysis, we assessed the influence of MS
clinical inflammatory disease activity (IDA) on CSF NK cell

subsets. We found no differences in CSF NK cell percentages
associated with inflammatory status (Supporting informa-
tion, Table S2). However, the study of absolute cell numbers
provided significant results (Table 3). We found a moderate
increase in total cell numbers in the active MS group
(P=0-033). Differences were higher when studying CD56%™
cells. This was due mainly to an increase of the
CD56%"CD3* subpopulation in active patients (P =0-018).
The increase of CD56“"CD16" cells was less relevant
(P=0-043). No significant differences were found in
CD56™¢" or CD56CD16" subsets in relation to disease
activity.

We found no differences in percentages or total numbers
of any NK cell subset between active MS patients and the
IND group (data not shown). However, the bright/dim
ratio remained higher in active MS [1-0 (0-57-1-89), median
(25-75% interquartile range)] when compared to IND
patients [0-43 (0-25-1-28), P =0-019].
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Fig. 2. (a) CD56 bright/dim ratio in
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with (b) MS IND NIND
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Table 2. Absolute number of different natural killer (NK) cell subpopulations in cerebrospinal fluid (CSF).

MS IND

Absolute cell counts n=285 n=16

NIND

n=17 P-values

Total cell number
NK CD56" cells
CD56 cells
CD56%™ cells
CD564mCD3*
CD56%"CD16*
CD56 CD16" cells

1219 (485-3-2738)
31-43 (14-21-86-11)
14-66 (5-37-49-96)
1761 (6-96-37-82)
11-48 (5-57-24-12)
3-11 (0-96-9-39)
18-85 (7-31-36-08)

1439 (698-6-6426)
49.98 (18-77-83-41)
1030 (4-67-35-83)
30-83 (10-99-53-60)

19-0 (7-33-42-09)

655 (1-22-18-54)
31-05 (10-03-105-0)

197-6 (150-1-327-3)
1320 (6:71-14-75)
3.98 (2:40-5-81)
5-63 (3-42-9-96)
3.53 (2-88-8-56)
0-66 (0-34-2-15)
6-59 (2-78-19-62)

P <0:0001 a: n.s., b, ¢
P <0-0001 a: n.s., b*¥¥*, c**
P <0-0001 a: n.s., b*¥**, c*

P <0-0001 a: n.s., b ¢: ¢
P=0:0001 a: n.s., b*¥**, c¥**
P=0-0022 a: n.s., b**, c**

P =0-0066 a: n.s., b*, c**

Values are calculated as number of cells/ml and presented as median (25-75% interquartile range). MS = multiple sclerosis; IND = other inflam-

matory neurological diseases; NIND = non-inflammatory neurological diseases; P = P-value of overall comparison (Kruskal-Wallis test); a: Dunn’s

post-hoc test comparison between MS versus IND, b: Dunn’s post-hoc test comparison between MS versus NIND, c¢: Dunn’s post-hoc test comparison

between IND versus NIND. *P < 0-05; **P < 0-01; ***P < 0-001.

Discussion

Several studies have implicated NK cells in the pathogenesis
of MS. Using functional assays, NK cell dysfunction related
to MS activity was found in the blood and CSF of patients
[27-29]. In addition, immunophenotyping studies revealed
that blood NK cell subpopulations seem to play a role in
disease activity and response to treatment. In keeping with
this, the expansion of regulatory CD56"" NK cells associ-
ated with a good response to daclizumab [23,30] and
IFN-B [31,32], while CD56%™ cells
immunomodulatory therapy [32].

The percentage of effector NK cells has been shown to be
decreased in the CSF of MS compared to NIND patients
[19]. We have confirmed these differences for MS, and
observe that patients with IND also have a lower proportion
of these cells. This suggests strongly that the decrease of
effector NK cells is associated not only with MS, but with
CNS inflammation. In contrast, the CSF CD56™¢"/CD56%4™
ratio seemed to be increased specifically in MS patients
compared to IND or NIND groups. We assessed this by
comparing the values of this ratio in patients with active
MS and IND. Active MS patients also showed significantly
higher values of this ratio than those with other inflamma-
tory diseases. This further supports the association of high
levels of the CSF CD56"*"/CD56%™ ratio with MS and may
reflect the existence of different immunoregulatory mecha-

decreased after

nisms in MS and IND. Further studies will demonstrate the
role of CSF CD56"" NK cells in MS.

Conversely to the CSF data, we did not find differences in
the percentages of any NK cell subset in peripheral blood
between our three groups of patients, thus confirming pre-
viously published data on the poor correlation between sys-
temic and CSF lymphoid cell subsets [23].

We next aimed to study absolute numbers of CSF NK cell
subsets in our series, as percentages and absolute numbers
of CSF cells can differ widely, depending on the clinical
setting [33]. All NK cell subsets were increased significantly
in MS and IND compared to NIND, which suggests that
these cells may play a role in CNS inflammation. However,
we observed that the increase in the number of regulatory
CD56"" cells was much clearer in MS patients than in
IND. This confirms the CD56"%#"/CD56%™ ratio data. Con-
versely, the expansion in CD56"CD16" defective NK cells
was more pronounced in IND patients, suggesting that the
NK cell profile can differ between different inflammatory
neurological diseases.

The relationship of CSF NK subpopulations and MS
activity has not been studied extensively. We explored this
in 33 patients with active disease and 52 with stable MS.
The total CSF cell count was increased moderately in active
patients. However, when exploring regulatory or defective
NK cells, we did not find any changes between active and
stable patients. Differences were found only in effector

Table 3. Absolute cell numbers in cerebrospinal fluid (CSF)of active and stable multiple sclerosis (MS) patients.

MS active MS stable

n=233 n=>52 P-values
Total cell number 1854 (802-1-3885) 849-9 (427-0-2567) P=0-033
NK CD56" cells 55-81 (21:30-128-8) 24-08 (12-43-77-39) P=0-022
CD56" " cells 19:31 (9-12-80-95) 12:16 (4-65-42-83) P=0-064
CD 56%™ cells 22-59 (10-66—54-80) 13-29 (5-98-33-65) P=0-013
CD 56%™ CD3* 16-25 (8-73-33-90) 9:77 (5-17-19-43) P=0-018
CD56%™ CD16* 5-80 (1-66—13-27) 2:13 (0-75-8-39) P=0-043
CD56 CD16" cells 23-86 (7-84-37-65) 14-14 (5-99-34-71) P=021

Values are calculated as number of cells/ml and presented as median (25-75% interquartile range).
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subsets, due mainly to an increase in NK T cell numbers.
This subset is a heterogeneous lymphoid population that
may have both immune-enhancing and immunosuppres-
sive roles. It can be classified by studying the heterogeneity
of T cell receptor (TCR) rearrangements into two catego-
ries, type I and type II [34]. Type I, also denominated as
invariant NK T (iNK T) cells, shows strong immune regula-
tory properties. INK T cells exert a protective role in EAE
[35], and expand in MS in response to IFN-f treatment
[36].

The role of type II NK T cells has not yet been demon-
strated so clearly, but these cells can contribute to enhance
the inflammatory response in different autoimmune dis-
eases [37]. The low number of cells present in CSF pre-
vented us from further investigating NK T isotypes in our
patients. Future research will identify the nature of NK T
cells present in the CSF of MS patients and demonstrate
their relationship with disease activity.

In summary, our data show that absolute CSF cell
numbers add important information to previous percentage
data and could contribute to reveal the role of NK cells in
inflammatory neurological diseases.
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Supporting information

Additional Supporting information may be found in the
online version of this article at the publisher’s web-site:

Fig. S1. Basic cerebrospinal (CSF) parameters of the multi-
ple sclerosis (MS), other inflammatory diseases of the
central nervous system (IND) and non-inflammatory neu-
rological diseases (NIND) patients included in the present
study. (a) Albumin index, (b) immunoglobulin (Ig)G index,
(c) number of leucocytes/mm?®. P = P-value of overall com-
parison (Kruskal-Wallis test) and Dunn’s post-hoc test com-
parison between groups. *P < 0-05; **P < 0-01; ***P < 0-001.
Fig. S2. Representative dot-plots showing gating strategy in
cerebrospinal (CSF) to select natural killer (NK) cell subsets
for analysis. (a) CSF NK cells were identified on a dot-plot
display with side-scatter (SSC) and CD56. A gate was then
set around CD56%™ cells. (b) CD56%"CD3* and
CD56%"CD16" cells were identified in a CD16, CD3 two-
colour dot-plot. (c) CSF CD16" cells were identified on a
dot-plot display with SSC and CD16. (d) CD56 CD16" cells
were identified in a CD16, CD56 two-colour dot-plot.
Table S1. Peripheral blood (PB) percentages of different
natural killer (NK) cell subpopulations.

Table S2. Percentages of natural killer (NK) cell subtypes in
cerebrospinal (CSF) of active and stable multiple sclerosis
(MS) patients.
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A new risk variant for multiple sclerosis

at the immunoglobulin heavy chain locus
associates with intrathecal IgG, IgM index and
oligoclonal bands
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Abstract

Background: Recent findings have shown a correlation between the intrathecal IgG index and variants at
the immunoglobulin heavy chain (IGHC) locus in patients with multiple sclerosis (MS).

Objectives: The objective of this paper is to analyse the association of the locus with MS susceptibility
and its relationship with intrathecal immunoglobulin (Ig) parameters.

Methods: We genotyped the rs11621145 variant, located at the /GHC locus, in 2726 patients with MS
and 2133 healthy controls. Associations of intrathecal IgG and IgM indexes with rs11621145 were anal-
ysed by linear regression analysis in 538 MS patients.

Results: We found that rs11621145 showed statistically significant evidence for association with sus-
ceptibility to MS (odds ratio = 0.69, p = 1.053E-09), though validation of this result in additional cohorts
would be desirable. We confirmed the association between the IgG index and the rs11621145 (p = 6.85E-
07, Beta =0.207). Furthermore, rs11621145 was inversely correlated with IgM index (p = 7.24E-04, Beta
=-0.277), and therefore marks a decreased likelihood of presenting IgM oligoclonal bands (odds ratio =
0.38, p =2.35E-06).

Conclusions: Our results suggest that the polymorphism of the /GHC locus could be altering the switch-
ing of the Ig isotype in B cells and it may be interfering with T-dependent and T-independent antibody
responses.

Keywords: Multiple sclerosis (MS), intrathecal IgG/IgM index,
immunoglobulin heavy chain (IGHC) locus, association, SNP variant.

oligoclonal bands (OCBs),
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is the most frequent demy-
elinating disease of the central nervous system
(CNS) with an active inflammatory and immune
component.)> MS is widely accepted as an autoim-
mune disease, but the aetiology and pathogenic
mechanisms remain unclear. Current knowledge
supports that MS develops in genetically susceptible

individuals as a result of an autoimmune attack to
the myelin sheath activated through environmental
factors.? In MS, activated CD4+ T cells enter the
CNS and trigger an inflammatory cascade that leads
to recruitment of other immune cells such as B,
CD8+ T cells and macrophages and induces the pro-
duction of cytokines, antibodies and complement
factors.
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