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Resumen del Trabajo (méaximo 250 palabras):

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad en cuya etiopatogenia estan
involucrados factores genéticos y ambientales. Los factores genéticos conocidos
hasta el momento solo suponen un 48% de la heredabilidad estimada de la
enfermedad. Los estudios genéticos en la poblacion de pacientes del sur de Europa
son escasos, por lo que se desconoce si existen marcadores asociados a enfermedad
en esta region. Por ello, se realizé un genotipado con microarrays de polimorfismos
de un solo nucleétido (SNP) mediante el MSChip de Illumina en 232 pacientes y
232 casos de pacientes afectos de EM identificados en Centre d’Esclerosi Multiple
de Catalunya (CEMCAT, Espaifia). Se identificaron 11 loci asociados a la
enfermedad, todos ellos localizados en la region del complejo mayor de
histocompatibilidad, entre los genes HLA-DRA y BTNL2. Una revision
bibliografica de los loci mostr6 una asociacion con el HLA-DRB1*1501. No se
encontraron polimorfismos asociados a enfermedad fuera del complejo mayor de
histocompatibilidad.




Abstract (in English, 250 words or less):

Multiple sclerosis (MS) is a disease whose etiopathogenesis involves genetic and
environmental factors. Known genetic factors so far explain only 48% of the
estimated heritability of the disease. Genetic studies in the population of
patients in southern Europe are scarce, so it is associated markers of the disease
are unknown in this region. We genotyped with a single nucleotide
polymorphisms (SNPs) microarray using Illumina MSChip in 232 patients and
232 cases of MS patients identified at Centre d'Esclerosi Multiple de Catalunya
(CEMCAT, Spain). Eleven disease-associated loci were identified, all of them
located in the major histocompatibility complex region between the HLA-DRA
and BTNL2 genes. A literature review of the loci showed an association with
HLA-DRB1*1501. No disease-associated polymorphisms were found outside the
major histocompatibility complex.
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Introducciéon

A. Contexto y justificacién del
trabajo

A.1. Descripcion general

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crénica neurologica
caracterizada por la presencia de placas desmielinizantes
inflamatorias localizadas en el sistema nervioso central (SNC), que
conlleva un proceso neurodegerativo!. Se estima que existen 2.8
millones de personas afectadas por la EM en todo el mundo, con una
prevalencia que ronda los 35.9 casos por 100.000 habitantes, lo que
corresponde con un incremento de un 30% desde 2013%. En Espaiia
se estima que existen aproximadamente 44.000 personas afectas por
la enfermedad, con tasas de prevalencia que oscilan entre los 80 y
100 casos por 100.000 habitantes?.

Aunque la etiologia de la enfermedad es por el momento desconocida
existen factores ambientales y genéticos que predisponen a la
aparicion de esta. La heredabilidad de la enfermedad es conocida por
diversos estudios, que demuestran concordancias altas en gemelos
monocigoticos* (si un gemelo padece la enfermedad, el segundo tiene
un riesgo del 20-30% de desarrollarla®) o la alta frecuencia de casos
en determinadas familias (15-20% de los pacientes con EM tiene
historia familiar de la enfermedad®?) sin embargo se estima que solo
se conoce alrededor del 48% de los genes que explican esta
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heredabilidad en poblaciones occidentales®”. Aunque parte de esta
heredabilidad puede que no se encuentre a nivel de secuencia
genética sino en aspectos regulatorios epigenéticos, aun son
necesarios mas estudios para determinar todos los genes asociados a
la enfermedad.

En la dltima década, la arquitectura genética la enfermedad sido
ampliamente estudiada mediante estudios de asociaciéon genética
(GWAS)? 12 poniendo de manifiesto el papel de diversos elementos
del sistema inmune ya conocidos como los linfocitos T y otros més
recientes como linfocitos B. Ademas, recientemente se ha puesto de
manifiesto la participacion de las células de la microglia, células
pertenecientes al sistema inmune innato localizadas en el SNC, con
diversos genes expresados en estas células’. Sin embargo, y con la
excepcion de las células microgliales, no se ha conseguido poner de
manifiesto la participacion de células propias del SNC como
astrocitos, oligondendrocitos o neuronas en una enfermedad que
afecta primariamente al SNC.

Aunque la mayoria de estudios realizados hasta el momento se han
5912

y
por lo tanto sobre poblacion mayoritariamente descendiente de

realizado en poblacion estadounidense y del norte de Europ

europeos, el conocimiento de las variantes genéticas asociadas a EM
en el sur de Europa es mas desconocido. Si bien es esperable que las
variantes genéticas de la poblacion americana descendiente de
europeos y la poblaciéon europea actual no difieran en exceso, la
propia heterogeneidad genética de la poblacién europeal!? puede dar
lugar a la presencia de variantes genéticas minoritarias asociadas a
enfermedad en poblaciones concretas. Sin embargo, los estudios
genéticos realizados exclusivamente en poblacién europeal!* fallaron
en encontrar variantes genéticas asociadas a enfermedad fuera del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC por sus siglas en
inglés). Aunque recientemente se han publicado estudios con datos
de poblacion espaiiola, estos estaban mas enfocados al estudio de
variantes genéticas asociadas a EM en poblaciones hispano
americanas y afro descendientes en EEUU, usando los datos de la

poblacion espaiiola como comparativa con la hispano americanal®.

El objetivo de este trabajo es realizar un estudio de las variantes
genéticas asociadas a enfermedad en una cohorte del sur de Europa.



Para ello se realizara el estudio de N casos de pacientes afectados
por la enfermedad y N controles.

A.2. Justificacion del TFM

Este trabajo se justifica en tres principales pilares. Por un lado,
aunque la EM es una enfermedad relativamente frecuente, su
etiologia sigue siendo desconocida. Se hipotetiza que la interaccion
de factores ambientales y genéticos puede contribuir a la
enfermedad. Se han identificado diversas variantes genéticas
asociadas a enfermedad, pero no se conocen todos los factores que
determinan la heredabilidad de la enfermedad. El descubrimiento de
los factores genéticos asociados a la enfermedad no solo estriba en el
mero interés académico, sino en las implicaciones practicas que
puedan producir estos hallazgos.

La existencia de nuevos genes asociados a la enfermedad puede
suponer la identificaciéon de dianas moleculares que nos permitan
desarrollar nuevos tratamientos para enfermedad. Con ello se
podran desarrollar nuevas terapias para la enfermedad en puntos
clave de la patogenia de esta, pudiendo mejorar el control, evitar la
progresion de la enfermedad o retrasando el desarrollo de sintomas.

En un segundo término, el descubrimiento de los factores genéticos
de la enfermedad puede ayudar a comprender de un modo mas
certero los diferentes fenotipos de la enfermedad. Aunque la EM es
una enfermedad que se caracteriza por los brotes inflamatorios que
afectan al SNC, existen diferentes fenotipos de la enfermedad.
Clasicamente se consideraban formas recurrentes, en las que los
pacientes desarrollaban brotes de la enfermedad con relativa
quiescencia de la actividad entre brotes y formas progresivas, en las
que el déficit neurologico progresaba sin brotes. En la actualidad se
anade una categoria de actividad, para determinar si el paciente
presenta o no actividad inflamatoria. Si bien el sustrato clinico-
patologico de la EM esta bien establecido, es posible que se trate de
la expresion comun del dano a la vaina de mielina por miltiples
mecanismos etiopatogénicos. Por ello, puede tener interés la
correlacion del genotipo con los diferentes genotipos de la
enfermedad.



En altimo lugar, el descubrimiento de variantes genéticas asociadas
a la enfermedad puede tener sentido de cara a la prediccion del riesgo
de padecer la enfermedad tanto en la poblacion general, familiares
de pacientes o pacientes con formas de significado incierto como
sindromes radiolégicos aislados. El uso de marcadores genéticos en
estos subgrupos puede acotar la probabilidad de desarrollar la
enfermedad. Sin embargo, el uso de variantes genéticas presentes en
otras poblaciones puede que no sea extrapolable a otras poblaciones
de pacientes en otras areas del mundo. Es por ello por lo que
determinar las variantes genéticas en nuestra region puede contribuir
a mejorar la prediccion del riesgo de desarrollar la enfermedad.

B. Objetivos

B.1. Objetivos generales

B.1.1. Describir las wariantes genéticas asociadas a
esclerosis maltiple en una poblacion del sur de Europa.

B.1.2. Determinar si existe participacion de genes
asociados a la microglia, oligodendrocitos, astrocitos o
neuronas en nuestra muestra.

B.2. Objetivos especificos

B.2.1. Describir y analizar nuevas vartantes genéticas
asociadas con el control y regulacion del sistema inmune
asociadas a la EM.



C.

B.2.2. Replicar la presencia de wvariantes genéticas
asociadas a esclerosis multiple ya descritas en otros estudios
Previos.

B.2.3. Describir y analizar nuevas vartantes genéticas
asocitadas a células localizadas en el sistema mnervioso
central.

B.2.4. Describir y analizar los pathways de las nuevas
vartantes encontradas y relacionarios con los ya existentes
con anterioridad.

B.2.5. Comparar las nuevas variantes genéticas vy
pathways con los conocidos hasta el momento y determinar
st existen dianas moleculares que hasta el momento no
hayan sido susceptibles de tratamiento.

B.2.6. Explorar la asociacion de determinadas wvariantes
genéticas con los fenotipos clinicos de la enfermedad

Enfoque y método a seguir

El trabajo consistira en el andlisis de muestras de pacientes
diagnosticados de esclerosis miltiple remitente recurrente en el
Centre d'Esclerosi Multiple de Catalunya (CEMCAT) y controles
sanos. A estos sujetos se les realizo un genotipado de polimorfismos
de un solo nucle6tido usando el MS Chip, un array de genotipado
disenado para detectar variantes de la enfermedad. El array fue
diseniado por el consorcio internacional de la genética de la EM
(IMSGC) con méas de 90.000 marcadores genéticos de interés,
ademas de otras 200 variantes asociadas en el pasado con la
enfermedad, a través de la tecnologia Illumina Infinum que permite
realizar arrays a la carta. El procesamiento de las muestras fue
realizado en el CEMCAT Los datos, de acuerdo con la ley organica
de proteccion de datos 3/2018 se encuentran totalmente
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anonimizados, siéndoles asignado un identificador aleatorio a cada
sujeto.

Para realizar el estudio se realizar4d un analisis de las variantes
gendmicas detectadas y se comparardn con los controles para
determinar aquellas asociadas a la enfermedad. Posteriormente se
realizarda un analisis comparativo con las variantes previamente
descritas en la literatura para describir las nuevas variantes
encontradas. Se consultardn diferentes bases de datos gendmicas
para determinar la ontologia y funcién de dichas variantes haciendo
un anélisis de pathway y linea celular asociada a las nuevas
variantes.

El anélisis se realizara empleando R y RStudio (software libre) por

lo que seran necesarias licencias extras ni prever un presupuesto
adicional de gastos.

Planificacién del trabajo

D.1. Tareas

e Recopilar informacion sobre las variantes asociadas a EM

hasta el momento.

o Duracién: 3 dias

o Descripciéon: se realizard una revision bibliografica en
diferentes fuentes de bases de datos (Pubmed, OMIM...)
para encontrar una base de datos estructurada donde se
reporten la lista de genes asociada a EM en el pasado

o Personas implicadas: AVC!

o Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1, B.2.2, B.2.3
y B.2.6

e Obtencion de los datos y determinar las infraestructuras
necesarias para el andlisis y transmision de la informacion.

1 Adrian Valls Carbo
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o

Duracion: 3 dias

Descripcion: se contactaré con el centro que proporciona los
datos (CEMCAT), el dr. Comabella y el tutor para
determinar como se transmitird la informaciéon y como se
procesaran los datos para preservar la confidencialidad de
los datos.

Personas implicadas: AVC; MCL?; ASP3

Objetivos especificos asociados a la tarea: tarea técnica
preliminar (todas).

o FEzxploracion, andlisis de calidad y pre-procesado de los datos.

o
O

Duracion: 4 dias

Descripcion: se realizara un anélisis exploratorio de los
datos para detectar posibles fallos en la adquisicion de estos.
Aquellos registros de calidad subdptima seran tratados
adecuadamente, realizando un registro continuo de los datos
perdidos. Los datos seran pre-procesados para proseguir con
el analisis.

Personas implicadas: AVC; ASP

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1, B.2.2 y
B.2.3

e Seleccion de genes diferencialmente expresados en la muestra.

o
O

Duracion: 4 dias

Descripcion: mediante los datos pre-procesados de la tarea
anterior, se realizara el contraste de hipotesis de expresion
diferencial de los diferentes genes contemplados en el array
y mediante técnicas de correccion del valor de p se
seleccionaran aquellos genes expresados diferencialmente
Personas implicadas: AVC; ASP

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1, B.2.2 y
B.2.3

o Andlisis comparativo de lista de la lista de genes (con respecto
a genes asociados previamente a la enfermedad).

O
o

Duracion: 4 dias
Descripcion: Se realizard un anélisis comparativo de las
listas de genes comparando con aquellos genes descritos

2 Manel Comabella Lopez
3 Alexandre Sanchez Pla
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O
o

como alterados en la enfermedad, para determinar si existen
en la muestra genes no descubiertos hasta el momento.
Personas implicadas: AVC; ASP

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1, B.2.2 y
B.2.3

Andlisis ontologico, de significacion, funcion bioldgica vy
pathways de la lista de genes.

o
O

Duracion: 4 dias

Descripcion: mediante la lista de genes se realizard un
analisis de la ontologia de estos para determinar si existen
patrones de funciones biologicas afectadas, rutas celulares o
tejidos especialmente afectados en la enfermedad

Personas implicadas: AVC; ASP

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.4 y B.2.5

Interpretacion de los resultados y comparacion de los hallazgos
con lo publicado en la literatura hasta el momento.

o
O

Duracién: 5 dias

Descripcion: se revisaré la literatura de lo publicado hasta
el momento y se compararan los hallazgos con estudios
previos para determinar la existencia de nuevas funciones
biologicas o tejidos que pudieran encontrarse afectadas en
la enfermedad

Personas implicadas: AVC; ASP; MCL

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1 a B.2.6

Redaccion de los hallazgos.

O
O

Duracion: 14 dias

Descripcion: se redactaran los resultados encontrados en la
memoria y se comenzara la redaccion del articulo cientifico
Personas implicadas: AVC

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1 a B.2.6

Realizacion de grdficas.

O
o

Duracion: 3 dias

Descripcion: se realizaran gréficas e infografias en diferentes
formatos para expresar de forma visual los datos
encontrados en el estudio

Personas implicadas: AVC
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O

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1 a B.2.6

e Realizacion de presentacion.

o
o

Duracion: 13 dias

Descripcion: se confeccionaran las presentaciones para
realizar la exposicion oral del trabajo.

Personas implicadas: AVC

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1 a B.2.6

e Preparacion para presentacion.

O
o

Duracion: 13 dias

Descripcion: preparacion de la presentacion publica de los
resultados y ultimar los detalles de los datos.

Personas implicadas: AVC

Objetivos especificos asociados a la tarea: B.2.1 a B.2.6
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D.2. Calendario

Nombre

[}

]

]

]

Recopilar informacion
Infraestructuras y recopilar datos
Inicio del andlisis

Andlisis de los datos

o Calidad y preprocesado

o Genes expresados diferenci...

o Andlisis de lista de genes
o Hito intermedio analisis

o Analisis ontolégico, funciony ...

Fin del andlisis de datos
Redaccion de resultados

o Interpretacion de resultados
o Control de redaccion

o Cierre de memoria

o Redaccion de los hallazgos
o Realizacion de gréficas

o Entrega de la presentacion
o Realizacion de presentacion
Preparacion para exposicion
Defensa de presentacion

Fecha de inicio
8/11/21
8/11/21
11/11/21
11/11/21
11/11/21
17/11/21
23/11/21
26/11/21
29/11/21
3/12/21
3/12/21
3/12/21
14/12/21
24/12/21
3/12/21
3/12/21
27/12/21
14/12/21
27/12/21
13/1/22

Fecha de fin
10/11/21
10/11/21
11/11/21
2/12/21
16/11/21
22/11/21
26/11/21
26/11/21
2/12/21
3/12/21
27/12/21
9/12/21
14/12/21
24/12/21
22/12/21
7/12/21
27/12/21
27/12/21
12/1/22
13/1/22

N aTalelel
Recopil{Inicio del analisis |Hito intermedio analisis}l andlisis de datos]  [Control de redaccion]  [Cierre de memorialla presentacion] Defensa d
[ [ [ [ [ [ [ [ [
Semana 45 Semana 46 Semana 47 Semana 48 Semana 49 Semana 50 Semana 51 Semana 52 Semana 1 Semana 2
8111421 15011421 21121 29111421 6112/21 13112421 20012{121 20112121 uz 1001422
L 2
4
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D.2.1.

Hitos

e Hito 1: Inicio del analisis.

o
o

Fecha: 11 de noviembre de 2021.

Objetivo: se comenzara el andlisis bioinforméatico de los
datos.

Elementos necesarios: datos del estudio GWAS

Cambios propuestos en caso de desviacion: solicitar
urgentemente los datos

e Hito 2: Seguimiento intermedio del anélisis.

o
o

Fecha: 26 de noviembre de 2021.

Objetivo: se realizarda seguimiento del anélisis realizado
hasta el momento con el tutor para aclarar dudas y
problemas en el analisis de los datos.

Elementos  necesarios:  documento de  resultados
preliminares del analisis de los datos. Lista de genes
expresados diferencialmente.

Cambios propuestos en el caso de desviacion: en caso de no
obtener nuevos genes expresados diferencialmente se
volveré a realizar el anélisis con las indicaciones del tutor.

e Hito 3: Fin del anéalisis de los datos

O
o

Fecha: 3 de diciembre de 2021

Objetivo: Se expondran los resultados obtenidos hasta el
momento, se comentaran las dudas y se expondran los
errores en el analisis en el caso de existirlos para su posterior
correccion

Elementos necesarios: documento de resultados finales.
Lista de anotaciones de pathways y ontologia.

Cambios propuestos en caso de desviacion: en caso de no
obtener nuevas anotaciones se consultara con el tutor y se
realizaran las correcciones oporturnas en el anélisis.

e Hito 3: Control de redaccion.

o
o

Fecha: 14 de diciembre de 2021

Objetivo: Se expondra el borrador de los resultados y la
memoria del proyecto

Elementos necesarios: borrador del documento de memoria.

16



O

Cambios propuestos en caso de desviacion: se alargaran 3
dias extra para la redaccion

e Hito 4: Cierre de memoria

o
o

Fecha: 24 de diciembre de 2021

Objetivo: se entregara la memoria del trabajo realizado
hasta el momento

Elementos necesarios: documento de memoria de TFM
Cambios propuestos: se realizaran los cambios oportunos
segin el tipo de fallo en el cierre de la memoria.

e Hito 5: Entrega de presentacion

o
O

Fecha: 27 de diciembre de 2021

Objetivo: se entregard la presentacion para la exposicion
final del trabajo.

Elementos mnecesarios: documento de presentacion del
trabajo.

Cambios propuestos: se anotardn los cambios de cara a la
presentacion para la defensa piiblica del trabajo.

e Hito 6: Defensa de presentaciéon

o
o
O

D.2.2.

Fecha: 13 de enero de 2022

Objetivo: presentacion piiblica de los datos obtenidos
Elementos necesarios: documento de presentacion del
trabajo

Analisis de riesgos

Los riesgos para la puesta en marcha y consecucion del proyecto son

los siguientes:

e Tiempo: dado el tiempo limitado en la consecucion del proyecto y
la colaboracion de diferentes partes (CEMCAT, estudiante de
TFM y tutor) un riesgo importante es el retraso en la entrega de

los diferentes materiales del TFM. Aspectos que minimizan el

riesgo en este caso es la presencia de unos datos ya obtenidos de
la cohorte de pacientes, lo que hace que el retraso en la obtencion

de los datos sea minimo. Ademas, el hecho de que todo el anélisis

y redaccion de la informacion solo dependa del alumno hace que
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la probabilidad de retraso por falta de comunicaciéon entre las
partes sea menor.

Infraestructura: los datos de mas de 90.000 sondas procedentes de
unos cientos de pacientes hacen que no todos los sistemas de
computaciéon puedan procesar esta informacion adecuadamente en
un tiempo razonable. Muchos de los analisis de comparacion
multiple requieren capacidad de memoria RAM y velocidad de
procesamiento elevada. Aunque el estudiante dispone de un
ordenador Mac con CPU 2.3 GHz Intel Core i7 de 4 ntcleos y
RAM de 16 GB, pueden ser necesarios otros recursos. Sin
embargo, existen en la unidad de bioestadistica y bioinformatica
del Hospital Universitario Vall d’Hebron recursos disponibles y
suficientes para el analisis de los datos.

Fallo en la calidad de los datos: aunque los datos han sido
obtenidos con gran calidad por técnicos de laboratorio expertos,
cabe la posibilidad de que haya habido errores durante el
procesamiento de estos que haga que no sean validos para el
analisis. El mayor riesgo que existe es que la cantidad de datos de
alta calidad tan bajo que no permita obtener conclusiones sobre
el estudio. No obstante, este riesgo es bajo dado que los datos ya
han sido examinados previamente en otros estudios con
anterioridad, mostrando un porcentaje bajo de pérdidas.

Tamano muestral bajo para el descubrimiento de nuevas
variantes: los ultimos trabajos para el descubrimiento de variantes
cuentan con muestras que rondan los 116.000 sujetos en total
(47.429  pacientes y  68.374 controles)’, un  tamafio
significativamente superior al de nuestro estudio. Sin embargo, se
trata de estudios multicéntricos, con los inconvenientes que esto
conlleva (heterogeneidad de los criterios de inclusion, del
procesamiento de las muestras...) y ademés el objetivo de estos
estudios era algo diferente. Mientras que en los grandes estudios
de asociacion genética el objetivo era encontrar las variantes
asociadas a la enfermedad en la poblaciéon mundial, el objetivo de
nuestro estudio pretende circunscribirse en delimitar las variantes
en una poblacion del sur de Europa. Otro posible riesgo de nuestro
estudio es el no haber calculado de antemano el tamafio muestral
para encontrar las diferencias que pretendemos buscar, por lo que
la potencia del anélisis puede ser inferior a la necesaria.

18



e Problemas en el disefio del array: el array fue disenado de forma
especifica para detectar variantes genéticas que posiblemente
pudieran asociarse a EM. Para ello se determinaron una serie de
loci que previsiblemente estarian alterados en la enfermedad. Sin
embargo, estos loci fueron seleccionados de antemano, por lo que
un riesgo posible es que aquellos loci de interés en nuestro estudio
no hayan sido seleccionados por el array y por lo tanto no
podamos encontrarlos diferencialmente expresados. Este riesgo es
inherente a los estudios realizados mediante microarrays y es
relativamente menor, dado que la selecciéon de sondas fue realizada
por un consorcio de expertos.

D.2.3. Breve sumario de productos obtenidos

Se espera como resultado del trabajo obtener:

e Memoria: donde se recopilaran el método, resultados y
conclusion del trabajo realizado.

e Presentacion virtual: el documento recogera la introduccion
al tema, métodos, resultados y discusion de un modo grafico
para la audiencia.
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2
Metodologia

A. Muestras del estudio

Para el estudio se disponen de 464 muestras del Centre d'Esclerosi
Multiple de Catalunya (CEMCAT), de los cuales 232 pacientes que
cumplian criterios de McDonald para el diagnoéstico de esclerosis
multiple y 232 muestras procedian de controles sanos.

Las muestras de ADN fueron obtenidas a partir de extraccion de sangre
completa. Las muestras de ADN fueron genotipadas mediante el MS
chip, un array personalizado de Illumina. El MS Chip fue disefiado por
el International Multiple Sclerosis Genetics Consortium (IMSGC)
conteniendo >90.000 SNPs, incluyendo 200 variantes asociadas a la
enfermedad conocidas hasta el momento y otros marcadores genéticos
asociados a la enfermedad.

El genotipado de las muestras fue realizado en el Center for Genome

Technology del Instituto John P. Haussman para la genémica humana
de la universidad de Miami mediante el software GenomeStudio v2.0.

B. Control de calidad

B.1. Control de calidad de las muestras

De acuerdo con articulos anteriores, para obtener muestras de calidad
adecuada se emplearon los siguientes parametros:
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e Ratio de genotipado correcto (genotype call rate):
aquellas muestras que presentaban menos del 98% de los
polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) correctamente
genotipados fueron excluidos.

e Discrepancia entre el sexo reportado y el genotipado: se
estim6 el género genotipado mediante la heterocigosidad del
cromosoma X. Aquellos sujetos que presentaban una
heterocigosidad para el cromosoma X 3 veces superior o inferior
a la desviacion estdndar a la media de su sexo reportado fueron
excluidos del anéalisis.

e Qutliers de heterocigosidad autosdémica: las muestras que
presentaban una heterocigosidad que se alejaba méas de 3
desviaciones tipicas de la media de heterocigosidad de la muestra,
fueron eliminadas del analisis.

e Muestras genéticamente relacionadas: se estim6é de cada
muestra la identidad por descendencia mediante el método del
momento descrito en el software PLINK!6. Aquellas muestras que
presentaban un parentesco superior a 0.1 fueron eliminadas del
analisis. Se estimo6 el indice de endogamia, eliminando aquellas
muestras que presentaban un indice superior a 0.1.

e Muestras extremas: se estimaron las 10 primeras componentes
principales de cada una de las muestras. Aquellas muestras que
se alejaban en alguna de las 10 primeras componentes principales
mas de 6 desviaciones estandar de la media de la componente
principal fueron eliminadas del anélisis.

B.2. Control de calidad del genotipado

Se realiz6 un control de calidad del genotipado de las muestras
eliminando de los analisis aquellos genotipados que no cumplian los
siguientes criterios de calidad:

21



® Bajo ratio de genotipado: se eliminaron aquellos SNPs que
tenian:
O Ratio de genotipado <99.5% vy cuya frecuencia del alelo
minoritario (MAF) era menor o igual al 5%
O Ratio de genotipado <99% y MAF entre el 5y 10%
O Ratio de genotipado <98% y MAF superior al 10%

e Valores extremos en el equilibrio de Hardy Weinberg: se
estimo el equilibrio de Hardy Weinberg para cada uno de los SNPs
en los controles. Aquellos SNPs que presentaban un valor inferior
a p<0.000001 fueron eliminados del analisis.

C. Analisis estadistico

Para el analisis de los datos se ajustd una regresion logistica con cada uno
de los SNPs seleccionados, ajustando como covariables por el sexo y las 10
primeras componentes principales como proxy de la variabilidad genémica,
intentando predecir el estatus del paciente.

Se tom6 como punto de corte para considerar estadisticamente significativo
un SNP el ajuste de Bonferroni. Dado que se realizaron N contrastes, el
punto de corte del valor de p escogido para la muestra fue de 5 - 1077. Todo
el control de calidad, anélisis de los datos y representacion grafica fue
realizado en lenguaje R!7 y la plataforma RStudio!®.

D.  Analisis de listas de SNPs y de
genes

De aquellos SNPs que superaron el punto de corte del analisis se busco el
gen al que pertenecian en bases de datos accesibles a través de la web
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(National Center for Biotechnology Information [NCBI| y Ensembl). Solo
de aquellos SNPs que se encontraban dentro de un gen conocido hasta el
momento se extrajo el gen en cuestion. De los SNPs se obtuvieron también
las enfermedades y las publicaciones en las que se encontraron asociaciones
con dichos SNPs.

Ademas, se buscaron en la lista de SNPs proporcionada en el altimo articulo
de revision disponible sobre los genes de la enfermedad.

E. Analisis de ontologias y pathways

De aquellos genes obtenidos en el paso anterior se realiz6 un estudio de la
ontologia y los pathways en los que estos genes se encuentran involucrados.
Para el analisis de ontologias se realizd una busqueda manual de los
procesos biolégicos asociados a dichos genes en la base de datos
proporcionada por GeneOntology.

Para el analisis de enriquecimiento de las ontologias y pathways se emple6
el paquete XGR!Y disponible en R y en web®. Este software permite la
realizacion de analisis de enriquecimiento y de similaridad de los SNPs de
forma directa, sin ser necesario buscar de forma manual cada uno de los
genes asociados a los SNPs. Para calcular las distancias entre los diferentes
SNPs se empled el calculo por pares de similaridad seméantica de acuerdo
con la “experimental factor ontology” (EFO?Y) descritos en el articulo de
Fang'.

4 http://geneontology.org
5 http://galahad.well.ox.ac.uk:3030
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3
Resultados

A. Anailisis del control de calidad

A.1. Analisis de la calidad de las muestras

De un total de 464 muestras, se eliminaron 47 de ellas por presentar
criterios de calidad bajos de acuerdo con lo especificado en apartados
anteriores. Se eliminaron del analisis 1 muestra por bajo ratio de
genotipado, 20 muestras por presentar discrepancia entre el sexo reportado
y el sexo gendmico (figura 1), 7 muestras por ser outliers de heterocigosidad,
9 muestras por encontrarse genéticamente relacionadas y 10 muestras por
presentar valores extremos en alguno de los componentes principales. La
figura 2 muestra los componentes principales tras la eliminaciéon de las
muestras que no cumplian los criterios de calidad. Se aprecia que existe un
cluster homogéneo, si bien algunas de las muestras presentan cierto grado
de divergencia. En total para el anélisis se emplearon 417 muestras (210
pacientes, 207 controles).

A.2. Analisis de la calidad de los SNPs

Se genotiparon inicialmente 319.950 SNPs. Se eliminaron 5.511
SNPs por presentar un bajo ratio de genotipado y 1.512 SNPs por
presentar valores extremos en el equilibrio de Hardy Weinberg (figura 3).
De forma global fueron analizados en el estudio 312.927 SNPs y se
eliminaron 7.023 del analisis.
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F. SNPs y genes asociados a
enfermedad

Del estudio se encontraron 11 SNPs que se asociaron de forma significativa
a esclerosis multiple, localizados todos ellos en el cromosoma 6 en la region
comprendida entre 32.399.240 y 32.445.768 pb, abarcando 46.528 pares de

bases (Figuras 5y 6).

De estos SNPs, solo dos de ellos han sido descritos con anterioridad en otros
estudios asociandolos con la enfermedad en cuestion, aunque ninguno fue
detectado en el mayor estudio de asociacion genética de la enfermedad hasta
el momento excepto la asociacion con el HLA DRB1*1501.

No se encontraron asociaciones significativamente estadisticas con el
umbral de p seleccionado en otros loci fuera de la regiéon del complejo mayor
de histocompatibilidad.

La tabla 1 muestra los SNPs que mostraron una significaciéon estadistica
con la enfermedad.

Cuando estudiamos el desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos
significativos, se aprecia que debido a su proximidad genética estos se
segregan de forma conjunta (figura 7), presentando valores altos de
desequilibrio de ligamiento (minimo de 0.6, maximo 1, mediana 0.95). Esto
se aprecia en la figura 8.

En el estudio de la localizaciéon de los SNPs significativos, encontramos que
estos SNPs se encotraban en 2 genes diferentes: BTNL2 y HLA-DRA.
Ademas, el polimorfismo rs3117116 se encuentra sobre en gen antisentido
de TSBP1 (figura 9).
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SNP Posicion -log(p) OR Alelos Gen Asociacion Asociacion con otras enfermedades
conocida EM
rs3117116 | Chr6:32.399.240 | 6.86 | 2.86 [3.23-6.96] | A|G BTNL2 St Sarcoidosis, CU, AR, miositis, DM 1,
LES, SCA y cancer de prostata
rs3135352 | Chr6:32.425.129 | 6.83 | 2.93 [3.26-7.13] A|C - No Déficit de IgA
rs3135350 | Chr6:32.425.204 | 6.85 | 2.99 [3.28-7.29] A|G - No IgG antigliadina
rs3129971 | Chr6:32.425.458 | 6.83 | 2.93 [3.26-7.13] C|G - No IgG antigliadina
rs3129860 | Chr6:32.433.302 | 6.86 | 2.86 [3.23-6.96] | GJ|A - No Céncer de pulmoén en asiaticos
rs3129865 | Chr6:32.436.271 | 6.86 | 2.86 [3.23-6.96] G|C - No -
rs3129868 | Chr6:32.436.600 | 6.86 | 2.86 [3.23-6.96] | C|A - No Anticoagulante lipico en SAF
rs9268635 | Chr6:32.438.802 | 6.83 | 2.93 [3.25-7.13] G|A HLA-DRA No -
rs7197 Chr6:32.444.803 | 7.17 | 2.28 [3.01-5.58] | GJ|A HLA-DRA No Uveitis anterior
rs3135388 | Chr6:32.445.274 | 6.99 | 2.99 [3.29-7.23] G|A HLA-DRA Si -
(DRB1*1501)
rs3129889 | Chr6:32.445.768 | 6.99 | 2.99 [3.29-7.23] A|G HLA-DRA Si -
(DRB1*1501)

Tabla 1: Polimorfismos genéticos asociados a esclerosis multiple. SNP=polimorfismo de un solo nucleétido, -

log(p)

-logaritmo en base 10 del valor de p, EM= esclerosis miltiple, OR=odds ratio, CU=colitis ulcerosa, AR=artritis
reumatoide, DM1=diabetes mellitus 1, SAF=sindrome antifosfolipido, LES=lupus, SCA=sindrome coronario agudo,

HLA=antigeno leucocitario de histocompatibilidad. En la columna de alelos, la primera letra representa el alelo salvaje y

la segunda representa el alelo asociado a enfermedad.
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G. Analisis de ontologia vy
pathways

Las ontologias asociadas a procesos biolégicos de los genes significativos se
muestran en la tabla 2. La figura 11 muestra las relaciones de acuerdo a las
distancias de similaridad semantica de los términos EFO de cada
polimorfismo significativo. Se aprecia como el SNP rs3135350 se encuentra
fuera del cluster del resto de polimorfismos. La figura 12 muestra las
relaciones de los SNPs significativos con en resto de los SNPs genotipados
en el array.

En el estudio de los genes asociados a los SNPs de acuerdo con la distancia
y el valor de p de dichos polifmorfismos se encontraron 7 genes asociados:
HLA-DRA (p=0.42), BTNL2 (p=0.83), HCG23 (p=0.89), C6orfl0
(p=0.97), HLA-DRB6 (p=0.99), HLA-DRB5 (p=0.99), HLA-DQA1
(p=0.99), si bien ninguno de ellos alcanzo6 la significacion estadistica.

No se encontré6 ninguna ontologia ni via enriquecida en el analisis de
enriquecimiento realizado usando los polimorfismos o los genes encontrados.
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Gen

Términos GO

Descripcion

BTNL2 GO:0001817 Regulacion en la produccion de citosinas
GO:0050776 Regulacion de la respuesta inmune
GO:0050852 Via de senalizacion del receptor T
HLA-DRA G0O:0002250 Respuesta inmune adaptativa
G0O:0002503 Ensamblado de péptido con HLA de clase 11
G0O:0002504 Procesamiento y presentacion de antigenos en HLA de clase 11
GO:0006955 Respuesta inmune
G0O:0016032 Proceso viral
G0O:0019886 Procesamiento y presentacion de antigenos exdégenos en HLA de clase 11
GO:0050890 Cogniciéon
G0O:0060333 Via de sefializacion mediada por interferon gamma

Tabla 2: Ontologia de los procesos biolégicos asociados a los genes encontrados.
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4

Discusion

En el presente estudio se han encontrado 11 polimorfismos diferentes

asociados a la EM, localizados todos ellos en el cromosoma 6, en una region

adyacente al complejo mayor de histocompatibilidad. En una buisqueda de

los genes asociados a estos loci se han encontrado 2 genes (BTNL2 y HLA-

DRA), los cuales todos ellos han sido relacionados con la enfermedad.

Gen HLA-DRA: se trata del gen que codifica la cadena alfa del
complejo mayor de histocompatibilidad en humanos (HLA) de
tipo II encargado de la presentacion de antigenos exdgenos por
parte de células presentadoras de antigenos a linfocitos. E1 HLA
de clase II tiene diferentes moléculas, HLA-DR, DP y DQ. En el
caso del HLA-DR, la molécula se trata de un heterodimero
compuesto por dos cadenas, una alfa y otra beta. La cadena alfa
solo esta codificada por un gen (HLA-DRA), mientras que la
cadena beta esta codificada por diferentes genes (HLA-DRBI,
HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5). Seguin la combinacion de
cadenas beta que exprese el individuo tendremos los diferentes
haplotipos de HLA-DR disponible en humanos. De forma general,
casi todos los haplotipos presentan un gen funcional HLA-DRB1
y otro mas entre el resto de cadenas beta. Las cadenas maés
polimorficas del HLA suelen ser las cadenas beta, y es en ellas
donde encontramos la mayoria de mutaciones que se asocian a
distintos rasgos fenotipicos.

Los polimorfismos en los genes del HLA se han asociado con
multiples enfermedades autoinmunes en el pasado?'. Dado su
papel en la interacciéon y reconocimiento por parte de las células
del sistema inmune adaptativo de antigenos ex6genos, existe una
plausibilidad biolégica en la que alteraciones en el reconocimiento
de estos antigenos podria justificar la activacion de las células del
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sistema inmunitario para que atacasen células del propio
individuo, desencadenando enfermedades autoinmunes.

En el caso de la EM, la asociaciéon de la enfermedad con
polimorfismos en la region del HLA es de sobra conocida’. De
hecho, se considera que la regiéon del HLA alberga el principal
locus de susceptibilidad para la EM?2, recogiendo el 10.5% del
riesgo genético de la enfermedad!®. Concretamente la asociacion
de la enfermedad con el haplotipo HLA-DRB1*1501 se sabe que
comporta una OR alrededor de 3.08.

Nuestros datos se encuentran en linea con la literatura previa por
diversos motivos. Por un lado, tal como podemos ver en la figura
6, el grueso de polimorfismos que presentan valores bajos de p se
encuentran alrededor de la region del HLA en el cromosoma 6. De
estos, podemos apreciar como solo unos pocos alcanzan la
significacion estadistica. Por otro lado, aunque los polimorfismos
encontrados relacionados con el HLA se encuentran localizados en
el gen de la cadena alfa del HLA-DR, una regiéon mucho mas
conservada, esto no va en contra de la literatura. El polimorfismo
rs3135388 ya se ha asociado en el pasado con la EM? 2,
confiriendo el alelo A una OR entre 1.99 a 2.75 para el desarrollo
de la enfermedad. En diversos estudios se ha demostrado que
existen altos niveles de desequilibrio de ligamiento entre SNPs
fuera de genes del HLA con alelos de la cadena beta del HLA, por
lo que estos polimorfismos pueden suponer marcadores subrogados
de determinados HLA?®. En este caso, el polimorfismo rs3135388
y 1rs3129889 a pesar de encontrarse en el gen del HLA-DRA
presenta una alta correlacion con el haplotipo HLADRB1*1501,
un conocido marcador asociado a la enfermedad en estudio?™30.
Respecto a los otros polimorfismos localizados en el gen HLA-
DRA existen datos que relacionan el polimorfismo rs7197 con la
uveitis anterior3!, la cual constituye una forma de presentacion de
miltiples enfermedades autoinmunes

No existen publicaciones al respecto de rs9268635.
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Gen Butyrophilin-Like Molecule (BTNL2): el gen BTNL2
es un gen ligado al complejo mayor de histocompatibilidad de tipo
IT que codifica para una proteina transmembrana, compuesta por
dos cadenas con homologia con las inmunoglobulinas. Esta
proteina se encarga de inhibir la proliferacion de células T y la
activacion del receptor de la las células T por el factor nuclear,
por lo que se ha implicado en la regulacién de linfocitos
intraepiteliales intestinales3?33, Mutaciones en este gen se han
asociado con enfermedades como la sarcoidosis®*, artritis
reumatoide3®36, colitis ulcerosa®’3%, miositis por cuerpos de
inclusion®’, diabetes mellitus tipo 1%, lupus eritematoso
sistémico’®, sindrome coronario agudo® y cancer de prostatal.
Aunque este gen fue relacionado inicialmente con la EM, en un
estudio®? se demostr6 que dicha asociaciéon era mediada por el
desequilibrio de ligamiento de este gen con el HLA-DRB1*150127.
Parte de la secuencia del gen es compartida con el ARN
antisentido del gen TSBP-1

Region intréonica 6: 32.407.128- 32.439.887: Se trata de la
region que se encuentra entre el gen BTNL2 y el HLA-DRA. En
esta region han sido 6 los polimorfismos asociados a EM, los cuales
detallaremos a continuacion.

- 1s$3135352: en un estudio se le ha asociado como factor
protector del déficit de IgA, aunque en este mismo estudio
se le empleaba como marcador subrogado del haplotipo
DRB1*1501%3. No se han encontrado otras asociaciones con
la EM.

- rs3135350: se encontr6 una asociacion estadisticamente
significativa en pacientes con aumento de la IgG
antigliadina tras el consumo de trigo**. No se han

encontrado asociaciones con EM.

- 1rs3135391: ha sido empleado en algunos estudios como
marcador de HLA-DRB1*1501 por su gran desequilibrio de
ligamiento con este haplotipo. Por ejemplo en este estudio*
sobre variables de respuesta al copaxone en pacientes con
EM, se emple6 este SNP como marcador de la presencia de
HLA-DRB1*1501. En otro estudio se asocidé este
polimorfismo con la respuesta de IgG a la gliadina®4.
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- rs3129860: se ha relacionado con la susceptibilidad a
padecer cancer de pulmén en poblacion asiatica por su
asociacion con el HLA DQB1*0401%. Ademés se ha
asociado este polimorfismo con la respuesta frente al virus
de Epstein Barr, en concreto con la presencia de anticuerpos
frente al antigeno nuclear del virus (EBNA-1)47 .

- 1rs3129865: no se encontraron publicaciones asociadas

- rs3129868: se le ha asociado con la presencia de
anticoagulante ldpico en pacientes con sindrome
antifosfolipido*® asi como con el lupus eritematoso

sistémico??.

En definitiva, los hallazgos del estudio parecen indicar que, en la poblacion
estudiada, la asociacion de la EM con la region del complejo mayor de
histocompatibilidad, especialmente con el alelo HLA-DR1*1501, es
consistente.

Los datos del presente estudio deben ser tomados con cautela dadas las
limitaciones del disefio experimental y del analisis. En primer lugar, hemos
de tener en cuenta el bajo tamaino muestral para un estudio de estas
caracteristicas. Para el control de la tasa de falsos negativos en un estudio
GWAS en el que se realizan miles de tests, es preciso tomar limites estrictos
del valor de p. En nuestro caso, dado el bajo tamafio muestral, el emplear
la correccion de Bonferroni ha restado potencia al estudio a costa de reducir
el porcentaje de falsos positivos. De cara a realizar el estudio no se calculd
de antemano el tamano muestral para alcanzar el poder estadistico deseado,
lo cual es otra de las limitaciones del estudio.

Dada la baja potencia del estudio hemos sido incapaces de encontrar
polimorfismos asociados a la enfermedad fuera de la region adyacente al
complejo mayor de histocompatibilidad. Aunque ya ha sido demostrado en
anteriores ocasiones la implicacion de la esta region en la etiopatogenia de
la EM, en este caso es posible que muchos de los loci encontrados como
asociados a la enfermedad puedan atribuirse al desequilibrio de ligamiento,
especialmente con HLA-DR1*1501. Hemos podido comprobar que muchos
de estos loci significativos presentan una correlacién elevada, por lo que
conforman un haplotipo. Para poder estudiar si estos loci de forma
independiente se asocian a la enfermedad son necesarios estudios de
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segregacion que permitan estudiar estos genes de forma aislada como causa
de la enfermedad.

Las estrategias que se pueden tomar en el futuro para aumentar la potencia
del estudio son varias. De una parte, es posible realizar una imputacion de
las variantes gendémicas no tipadas en el estudio. La imputaciéon gendémica
es un paso frecuente en los diversos estudios GWAS y puede en muchos
casos aumentar la potencia estadistica’’, aumentando el niimero de loci que
se incluyen en el analisis al universo de loci conocidos en la actualidad en
plataformas como 1000 Genomes®!. Sin embargo, este paso tiene un coste
computacional elevado y la realizaciéon e interpretacion de los datos
obtenidos en la imputaciéon gendémica requieren conocimiento especifico que
queda fuera del ambito de este trabajo.

Otra solucion es aumentar el numero de muestras para el estudio,
especialmente con muestras étnicamente similares. Si dispusiéramos de mas
muestras, en regiones adyacentes (otras regiones de Espaiia, [talia, Portugal
o el sur de Francia) se podria aumentar la potencia estadistica de los tests
realizados.

Por otro lado, de cara a descubrir variantes genémicas asociadas a EM fuera
de la regiéon del complejo mayor de histocompatibilidad se pueden seguir
algunas estrategias que mejoren el anélisis. Una de ellas es el método
empleado en el ultimo GWAS realizado por el consorcio internacional de
EM?. En este estudio se retir6 una zona de 12Mbps alrededor de la region
del complejo mayor de histocompatibilidad, y posteriormente se intento
realizar el analisis en el genoma restante. Tras esto, se identifico el
polimorfismo mas significativo del analisis, retirando 1Mbps alrededor de
¢él, volviendo a repetir el analisis y retirando aquellas regiones con el
polimorfismo mas significativo de forma iterativa. Posteriormente en cada
una de estas regiones identificadas como significativas, se realizé6 una
regresion logistica, afiadiendo el SNP identificado en primer lugar. Al SNP
més significativo de cada region se le denomina SNP de efecto. De forma
iterativa vamos realizando el anélisis en cada region, anadiendo el SNP de
efecto significativo anterior hasta que el anélisis no anada nuevos SNP
significativos. Sin embargo, por cuestiones de limitacién temporal, este
andalisis iterativo no pudo llevarse a cabo.
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Conclusiones

A. Conclusiones

Planteadas las hipotesis iniciales, nuestro estudio no ha conseguido los
objetivos que se planteaba.

Sin embargo, a pesar de las limitaciones que presenta el estudio, podemos
llegar a unas conclusiones

- Laregion del complejo mayor de histocompatibilidad presenta una
asociacion significativa con la esclerosis multiple

- La asociacion de esta region en la poblacion estudiada no difiere
de la encontrada en otras cohortes de pacientes de paises
occidentales.

- Los genes asociados en nuestra cohorte con la enfermedad son el
HLA-DRA y el BTNL-2 si bien no se puede descartar que esta
asociacion se deba al ligamiento con HLA-DRB1*1501, un
conocido haplotipo asociado a la enfermedad.

Las causas de la no consecuciéon de los objetivos son, como ya dijimos en
la discusién, de causa metodoloégica y influyendo algunos de los riesgos
que se mencionaron en la planificacion del trabajo. Probablemente
mejorando algunos aspectos del analisis nuevos locus podrian ser
detectados con el mismo set de datos.
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B. Lineas de futuro

De cara a mejorar el analisis en el futuro se plantean las siguientes
propuestas:

- Aumentar el tamafio muestral recopilando datos en el centro y
solicitando datos a otras regiones.

- Realizar imputacion genémica de los datos para aumentar la
potencia de los tests.

- Realizar el analisis empleando una estrategia estratificada por
SNP mas significativo, tal como detallamos anteriormente

C. Seguimiento de planificacién

La planificacion del estudio, aunque supuso una forma de organizar el
tiempo disponible para la realizacion del anélisis no fue posible de ser
llevada a cabo en todos los hitos planteados. Las causas de esto son varias.
Por un lado, dado el tiempo ajustado el planning en muchos casos fue
inexacto. Aunque gran parte del tiempo planificado inicialmente estaba
dirigido a la realizacion del anéalisis y la redaccion de los hallazgos,
finalmente gran parte del tiempo fue empleado en averiguar sobre los
diferentes formatos de los datos y como aprender a leer las estructuras de
los datos proporcionadas. La bibliografia disponible sobre los formatos y
coHmo realizar el analisis no es facilmente accesible y requirié mucho tiempo
de investigacion.

Por otro lado, aunque los tutores siempre estuvieron disponibles cuando se
requirié su ayuda, debido a lo ajustado de los tiempos, la comunicacion
entre el alumno y los tutores no fue siempre posible. Una mejor
comunicacion entre ambos podria haber acelerado el analisis y mejorado
algunos aspectos.
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Figura 1: Outliers de heterocigosidad para el cromosoma X. Los
cuadrados rojos representan muestras etiquetadas como procedentes de
mujeres, mientras que los cuadrados azules representan a las muestras
masculinas. Se aprecia como existen muestras tanto masculinas como
femeninas que no cumplen los estandares de heterocigosidad para el
cromosoma X.
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Figura 2: Grafico de componentes principales tras el control de
calidad. Los puntos rojos representan controles y los puntos negros
representan casos de la enfermedad. Se aprecia como existe una relativa
homogeneidad de los puntos, aunque existen todavia algunos outliers.
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Figura 3: Equilibrio de Hardy Weinberg para todos los genes y
para los genes autosémicos.
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Figura 4: Valores de p tedricos frente a los observados en el
analisis. Los valores mostrados en rojo representan aquellos polimorfismos
que superan el umbral de significaciéon definido anteriormente. Se aprecia
como solo unos pocos valores alcanzan la significacion estadistica, si bien
son muchos los valores que se alejan del valor teoérico.
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41



LA-DRA §———fp—p}—m
. "
N |

= — = — = ——
7] o 7 i @ A
w (7 w [7:%) © ~0L
- —a g —_a N —a
— [ N N o] @wN
~ D © « o] ~01©0
- (73] @ 030 o) Q00
- o 1o a» @ oo
o = S a®© a o

R? Color Key

0 0.2 04 0.6 0.8

1

Figura 7: Desequilibrio de ligamiento de la regiéon Chr6:32.399.240-32.445.768 junto con la representacion

de los genes en dichas localizaciones. Se aprecia como existe un desequilibrio de ligamiento, especialmente en la
region situada cerca del HLA-DRA.

42



161481

gLLLLLIES)
B8886ELESI

g98e2IE8

F988E1EY
098621651
56989261

R? Color Key

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Figura 8: Desequilibrio de ligamiento de los polimorfismos
seleccionados. Se aprecia como los loci en cuestion tienen una
segregacion comun.

43



chré p21.32) (] D] W) & |

Scale

chré: | 32.410,000|

117116 |
135352
135350
129971
129860
129865
129868
0268635
rs7197
rs3135388
rs 3129889

n W W WY WYYV
W

D W W W

I

4
¢

TSBP1-AS1 ; -+
BTNL2 <Kt
BTNL2 <Kjeeeeeehe

Figura 9: Distancias y localizaciéon de los genes BTNL2, HLA-DRA y HLA-DRB1 y de los SNPs

20 kb}
32,420,000|
SNPs significativos

GENCODE V38 (4 items filtered out)

32,430,000|

HLA-DRA p—>-
HLA-DRA p>-

T

significativos. Se muestra la region chr6:32.397.451-32.448.051 de la version hg38 del genoma humano. Imagen obtenida

a partir del UCSC Genome Browser®.

6 http://genome.ucsc.edu

44



GWAS en esclerosis multiple

10+ -1oo§
Q
w N
3 2
o ©
> o
Q. c
= =]
= ©
ga £
- 2
£
o
(3]
(]
o
Chromosome 6 (Mb)
GWAS Catalog hits for GWAS en esclerosis multiple
[0 (] { ATRT W00 00 A0 N 1 KOO M (] | (N L LI LT LR |
C2—  C4A— —TNXB EGFL8— «—TSBP1 HLA-DRA— «—HLA-DRB1 HLA-DQA2— PSMB9—
— HE B 1 HH—H-HH-H—H H H H —
AL645922.1— —ATF6B «—BTNL2 «—HLA-DRB5 —HLA-DQB1 «—HLA-DOB
HiHE ¥ 1 H i [
CFB— C4B— —FKBPL HLA-DQA1— —HLA-DQB2
L HM [ H— M
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como el SNP rs3135350 se encuentra més alejado del resto.
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Figura 12: Grafico de las distancias de los polimorfismos significativos respecto al resto de polimorfismos
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Glosario

AR: Artritis reumatoide

BTNL2: Butyrophilin-Like Molecule 2

CEMCAT: Centre d'Esclerosi Miltiple de Catalunya
Chr: Cromosoma

CU: Colitis ulcerosa

DM1: Diabetes mellitus tipo 1

EBNA-1: Epstein Barr Nuclear Antigen 1

EFO: Experimental factor ontology

EM: Esclerosis multiple

GWAS: Genome Wide Association Study

HLA: Human Leukocyte Antigen

IgA: Inmunoglobulina A

IgG: Inmunoglobulina G

IMSGC International Multiple Sclerosis Genetics Consortium
LES: Lupus eritematoso sistémico

MHC: Major histocompatibility complex



NCBI: National Center for Biotechnological Information
OR: Odds ratio

pb: pares de bases

SAF: Sindrome antifosfolipido

SCA: Sindrome coronario agudo

SNC: Sistema nervioso central

SNP: Single nucleotid polimorphism

TSBP-1: Testis expressed basic protein

UCSC: University of California, Santa Cruz
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