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La presente Tesis Doctoral se estructura en base a 3 proyectos de investigacion
propios, fruto de los cuales, se han realizado 4 publicaciones en revistas cientificas
indexadas con impact factor tal y como exige el Programa de Doctorado ‘Medicina

e Investigacion Translacional’, y que se exponen en los Anexos.

La enfermedad objeto de estudio es la Psoriasis, y 1a hipotesis e hilo conductor que
subyace en ella, defiende que cambios funcionales en los receptores y mecanismos
del sistema inmunitario explican la variabilidad en cuanto a susceptbilidad,
expresion de la enfermedad y respuesta al tratamiento que observamos en

nuestros pacientes en la practica clinica.

Para contrastar nuestra hipotesis, hemos seleccionado 3 familias de receptores en
base a la inmunopatogenia de la enfermedad y experiencia del grupo investigador
en anteriores trabajos, y, basandonos en el analisis de polimorfismos genéticos, se

han realizado los distintos estudios que se incluyen en esta Tesis Doctoral.

Ademas, el grupo investigador ha replicado un modelo murino de psoriasis
inducido por imiquimod, ampliamente aceptado en la comunidad cientifica, para el
estudio especifico del receptor linfocitico CD6 en la respuesta inmunitaria

adaptativa propia de la Psoriasis.

Por ello, esta obra constituye un ejemplo de Investigacion Translacional en la que,
el clinico, ante la realidad de su experiencia en practica clinica, plantea una

hipdtesis y disefia y ejecuta un proyecto de investigacion para contrastarla.
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I. INTRODUCCION

1. Psoriasis

1.1. Introduccion

La Psoriasis es una enfermedad inflamatoria cronica de gran prevalencia en nuestra
poblacion que se presenta tipicamente con placas eritemato-descamativas en cuero
cabelludo y zonas de extension, si bien las manifestaciones clinicas de la enfermedad son
muy variadas.' Entendida inicialmente como una enfermedad puramente cutanea del
queratinocito, la fisiopatogenia de la enfermedad ha experimentado una gran evolucion a lo
largo del siglo pasado. A finales de los afios 70, el descubrimiento de la ciclosporina A
(CsA) como tratamiento inmunosupresor altamente eficaz en Psoriasis puso de manifiesto
la gran importancia del Sistema Inmunitario (SI) (y en particular la célula T) en la
fisiopatogenia de la enfermedad.” Ya en el siglo XXI, el desarrollo de la Genética y la
Inmunologia junto con la irrupcion de los fadrmacos biologicos revolucionaron el
tratamiento de la Psoriasis y permitieron la descripcion tanto de las células implicadas
como de las interleucinas (ILs), citocinas y mediadores inmunoldgicos que subyacen tras el
fendmeno inflamatorio de la enfermedad.’ En la actualidad, la Psoriasis se considera una
enfermedad inflamatoria multifactorial mediada por células T con un fuerte componente
genético resultado de la interaccion entre multiples alelos de susceptibilidad y factores

ambientales desencadenantes.*

Paralelamente, la Psoriasis ha traspasado su condicion de enfermedad puramente “cutanea”
y se ha relacionado con otras enfermedades inflamatorias reumatologicas y otros procesos
de indole cardiovascular y endocrinolégico, como la Artritis Psoriasica (APs), la
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII), el Infarto Agudo de Miocardio y el Sindrome
Metabdlico, sin olvidar su importante influencia en la esfera neuro-psicoldgica del

paciente.”™

Actualmente, la Psoriasis es una de las enfermedades cutaneas mas estudiadas tanto desde

un punto de vista clinico, inmunolégico, como farmacolégico, y las publicaciones
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INTRODUCCION

cientificas en relacion a la enfermedad crecen exponencialmente. En los Servicio de
Dermatologia existen Unidades Especializadas en Psoriasis, y se invierte un gran esfuerzo

humano y econdmico en el abordaje y tratamiento integral del paciente.

1.2. Epidemiologia

Se estima que entre un 1-3% de la poblacion mundial estd afecta de Psoriasis. Entre los
factores mas importantes que modifican la prevalencia se incluyen la edad, la geografia y
el grupo étnico, que probablemente definan factores ambientales y genéticos,
respectivamente. Asi, la prevalencia es mas alta en adultos, en climas frios y poco soleados
y en la raza caucéasica.” En nuestro ambito, los datos més recientes indican que el 2,3% de
la poblacion espafiola presenta Psoriasis'’. Los estudios describen una incidencia de
distribucién bimodal con un primer pico a los 18-39 afios y otro a los 50-69 afios.” No
existe predileccion por ningin género si bien los varones suelen presentar formas mas
severas.'' Los estudio epidemiolégicos han demostrado la asociaciéon con otros procesos
inflamatorios sistémicos de etiologia comun como la APs, la Enfermedad de Crohn (EC), y
con otros procesos de distinta naturaleza como la enfermedad cardiovascular, el sindrome
metabolico, la esteatosis hepatica no-alcohodlica, trastornos ansioso-depresivos, linfoma y
una mayor prevalencia de tabaquismo y enolismo.” Incluso, algunos estudios sugieren una
menor esperanza de vida en pacientes con Psoriasis incluso tras la correccion de los
factores clasicos de mortalidad, siendo 3,5 y 4,4 afos menor en hombres y mujeres,

: 12
respectivamente.

1.3. Cronicidad de l1a enfermedad e impacto en la calidad de vida

En la ultima década, multiples estudios han puesto de manifiesto el gran impacto
psicologico y en la calidad de vida de los pacientes con Psoriasis que, de algin modo,
parecen condenados a vivir eternamente con la enfermedad. Para ello, se han utilizado
cuestionarios comunes a otras enfermedades (p.e. SF-36) y especificos para enfermedades
dermatologicas (p.e. DLQI) que valoran desde un punto de vista fisico, social, psicologico
y cognitivo el impacto de la enfermedad en la vida de los pacientes. La visibilidad de las
lesiones cutaneas produce rechazo social y un profundo impacto psicoldgico en el paciente,

incluso mayor que otras enfermedades consideradas mas graves como el cancer, el infarto
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de miocardio o la insuficiencia cardiaca.’ La afectacion de determinadas areas anatomicas
visibles (p.e. dorso de manos, cara), la afectacion incapacitante en palmas, plantas o region
genital, y la sintomatologia asociada a las placas en forma de prurito, dolor, sangrado y
descamacion explican en gran parte este importante impacto en el paciente. Ademads, la
presencia de comorbilidades como la APs, el sindrome metabdlico o la enfermedad
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cardiovascular empeora aun mas la calidad de vida de los pacientes.

1.4. Clinica

La Psoriasis presenta un amplio espectro clinico con 4 formas reconocidas en las que se
incluyen la Psoriasis vulgar (PV), la Psoriasis en gotas (o Psoriasis guttata), la Psoriasis
pustulosa y la eritrodermia psoridsica, y si bien un paciente suele presentar una forma
predominante de Psoriasis, éstas pueden coexistir en menor o mayor grado. Todas ellas
presentan los signos caracteristicos de la enfermedad: eritema, infiltracion y descamacion.
Estos signos clinicos son reflejo de los cambios histopatoldgicos observados en forma de
capilares dilatados en las papilas dérmicas, acantosis epidérmica e infiltrado inflamatorio,

- 4
y paraqueratosis.

La PV es la forma méas frecuente. Afecta al 90% de los casos y se caracteriza por la
presencia de placas eritematosas bien delimitadas cubiertas por escamas blancas y
adherentes. Estas placas redondas u ovaladas pueden ser de pequefio tamafio o cubrir
grandes extensiones del cuerpo, y pueden afectar cualquier parte del tegumento cutdneo si
bien muestra predileccion por el cuero cabelludo y zonas de extension de piernas y
antebrazos (incluyendo codos y rodillas), la regién lumbar, le region periumbilical y el
pliegue retroauricular. Algunos pacientes cursan a brotes presentando fases mas
inflamatorias e inestables de la enfermedad; otros pacientes presentan afectacion cutanea
mas persistente con placas menos inflamatorias pero mas hiperqueratdsicas (ver figura 1).
El fenomeno isomorfico de Koebner, mediante el cual se induce la aparicion de la
enfermedad tras un traumatismo en la piel, provoca la aparicion de lesiones de
configuracion geométrica. El término sebopsoriasis se reserva para aquellos cuadros
clinicos con caracteristicas mixtas entre Psoriasis y Dermatitis Seborreica, y suele afectar

el cuero cabelludo, la cara y la region pre-esternal.
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Figura 1. Manifestaciones clinicas de la Psoriasis vulgar; a) placas eritematodescamativas bien delimitadas
con escama blanca adherente en zonas de extensién y onicodistrofia en fase estable de la enfermedad; b)
placas eritematosas extensas en tronco y extremidades inferiores en una fase mas inflamatoria de la
enfermedad.
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Existen localizaciones especiales que confieren a la PV caracteristicas clinicas propias
como la afectacion del cuero cabelludo, la ungueal, la palmo-plantar y la flexural. La
afectacion del cuero cabelludo ocurre en el 75-90% de los casos y puede asociarse a una
alopecia no cicatricial.'® La afectacion ungueal se observa en el 50% de los pacientes en el
momento del diagnostico y hasta en el 90% de los pacientes con APs.'*!" Esta afectacion
se manifiesta tipicamente en forma de pitting o ‘mancha en aceite’ y puede progresar a un
engrosamiento del plato ungueal, a la onicolisis por la intensa hiperqueratosis subungueal o
a la completa destruccion de la ufia. La afectacion de los pliegues cutaneos se denomina
Psoriasis inversa y suele presentarse en las axilas, la region inguinal, el pliegue intergliiteo
y los pliegues subamamarios. Su localizacion condiciona una mayor friccion y humedad
local por lo que suele presentarse en forma de placas asalmonadas bien delimitadas sin
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escamas plateadas asociadas o no a otras placas de PV en zonas de extension.
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Figura 2. Onicodistrofia psoriasica en forma de a) mancha en aceite, pitting y b)
hiperqueratosis subungueal; ¢) Psoriasis inversa: placas bien delimitadas, asalmonadas y sin
apenas descamacion en pliegue submamario.

La PV es especialmente cronica y, si bien algunos pacientes cursan a brotes con periodos
intercriticos sin clinica cutdnea, la gran mayoria presenta sintomatologia persistente con
exacerbaciones y remisiones parciales a lo largo de su vida. Los avances en genética han
posibilitado una nueva clasificacion de la PV definida por la presencia del antigeno
leucocitario humano (HLA)-Cw6 (el factor genético de susceptibilidad mas relevante en

Psoriasis), la gravedad y la edad de debut de la enfermedad. Segun esta clasificacion, los

17



INTRODUCCION

pacientes con Psoriasis tipo I presentan un debut de la enfermedad mas precoz, formas mas
graves de psoriasis y una mayor prevalencia de HLA-Cw6 en comparacion con los

. N 16,1
pacientes con psoriasis tipo 1. 7

La Psoriasis en gotas es una forma eruptiva de la enfermedad tipicamente desencadenada
por la infeccion faringoamigdalar por Streptococcus pyogenes en pacientes pediatricos y
adultos jovenes. Clinicamente se caracteriza por la aparicion subita de multiples papulas
redondas eritemato-descamativas en forma de gotas distribuidas por todo el tegumento
cutaneo con especial predileccion por el tronco y extremidades, de modo que el paciente
parece ‘salpicado’ por la lluvia. Aproximadamente un tercio de los pacientes con Psoriasis

Guttata acaban presentando PV en la edad adulta."

Las formas pustulosas se caracterizan por la presencia de pustulas estériles sobre placas
psoriasicas eritematosas. La Psoriasis pustulosa generalizada (PPG) es una forma
infrecuente que, tal y como su nombre indica, se presenta con placas eritematosas
diseminadas con multiples pustulas que a menudo coalescen en grandes lagos de pus. En
su forma mas inflamatoria (tipo von Zumbusch) estas lesiones pueden progresar
rapidamente, producir fiebre, alteracion del estado general y poner en riesgo la vida del
paciente. Su forma anular se caracteriza por placas anulares de crecimiento centrifugo con

descamacion y pustulas en el borde de avance.

La PPG puede aparecer tanto en pacientes previamente afectos de PV como en pacientes
sin historia previa de Psoriasis. En los primeros, los factores desencadenantes mejor
descritos para el desarrollo de una forma pustulosa incluyen el embarazo, la suspension
repentina de corticoides u otro tratamientos sistémicos, infecciones, hipocalcemia e
irritantes. Probablemente, estos pacientes presentan una forma aguda muy inflamatoria de
una PV que se asocia a mutaciones con ganancia de funcion en CARDI4 (casapse
recruitment domain family member 14)."® Por otro lado, las formas puras de PPG sin
historia previa de PV y a menudo asociada a mayor afectacion sistémica responden a otro
mecanismo inflamatorio y se asocian a mutaciones recesivas en el gen IL-36RN que

condiciona una mayor produccién de IL-8 y una respuesta exagerada a IL-1p."”
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Existen también formas localizadas de Psoriasis pustulosa; la Pustulosis Palmoplantar
(PPP) y la Acrodermatitis Continua de Hallopeau (ACH). La primera afecta palmas y
plantas en forma de placas eritemato-descamativas con pustulas y, si bien se ha discutido
su relacion con la Psoriasis, existen evidencias epidemioldgicas, clinicas y fisiopatogénicas
que apoyan su inclusion en una misma entidad patologica.”’ La ACH es una presentacion
rara pero muy caracteristica de Psoriasis en la que aparecen pustulas en la parte distal de
los dedos de las manos y ocasionalmente de los pies. Estas pustulas evolucionan a costra y
descamacion y, a menudo, conllevan la destruccion y pérdida de la ufia. Hasta el 20% de
pacientes con estas formas de Psoriasis pustulosa localizada presentan mutaciones en

IL36RN.*!

La gravedad clinica de la Psoriasis viene determinada por su extension e intensidad asi
como del area afectada y la existencia de sintomas sistémicos (p.e. artritis o alteracion
temperatura y labilidad vasomotora en la eritrodermia psoriasica). Existen distintos indices
y pardmetros valoran la gravedad clinica de la Psoriasis. Los mas extendidos y aceptados
son el Psoriasis Area and Severity Index (PASI), el Body Surface Area (BSA) y el
cuestionario de calidad de vida Dermatology Quality of Life Index (DLQI). E1 PASI valora
la extension de la enfermedad, y las caraceristicas clinicas de las placas, incluyendo
eritema, infiltracion y descamacion. El BSA valora exclusivamente la extension de la
enfermedad. Finalmente, el DLQI valora el impacto en la calidad de vida del paciente con
una enfermedad cutanea, como la psoriasis. Por consenso, la psoriasis moderada-grave se
define como aquella con indices PASI y/o BSA y/o DLQI >10, si bien esta definicién no
contempla formas de Psoriasis que afectan regiones anatdmicas especialmente relevantes
como las manos, la cara o la region genital, ni la presencia de onicodistrofia o las formas

pustulosas de la enfermedad.
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1.5. Histopatologia

Los hallazgos histopatologicos ayudan a explicar el aspecto clinico de las placas
psoriasicas. La epidermis muestra alteraciones en forma de acantosis (engrosamiento de los
estratos epidérmicos viables), hiperqueratosis (engrosamiento del estrato coérneo),
paraqueratosis (persistencia de formas nucleares en el estrato corneo) y pérdida de la capa
granulosa; todo ello reflejo de una hiperproliferacion, maduracion precoz e incompleta
cornificacion del queratinocito. La elongacion regular de las crestas epidérmicas
(papilomatosis) se acompafnia de unas papilas dérmicas alargadas que albergan capilares
dilatados y tortuosos. El infiltrado inflamatorio es prominente y se compone
principalmente de linfocitos CD4+ y células dendriticas (DCs) en la dermis, y linfocitos
CD8+ y neutrofilos en la epidermis, formando los llamados microabscesos de Munro en el
estrato corneo y las pustulas espongiformes de Kogoj en el estrato espinoso,
respectivamente.”? Estos hallazgos patologicos explican el engrosamiento, el eritema y la

descamacion caracteristica de la placa de psoriasica.

Figura 3. Cambios histologicos en Psoriasis vulgar. En la epidermis, se observa una
acantosis regular (flecha doble cabeza) con hiperqueratosis y paraqueratosis (circulo),
y presencia de polimorfonucleares en el estrato corneo (flecha intermitente). En las
papilas dérmicas, existe una hiperplasia endotelial con capilares tortuosos (flecha
corta) y un infiltrado mononuclear que se distribuyen principalmente alrededor de los
vasos y en los procesos papilares.

20



INTRODUCCION

1.6. Factores desencadenantes

La existencia de determinados factores ambientales como desencadenantes y exacerbantes
de la enfermedad es bien reconocido en Psoriasis. Entre ellos se incluyen el estrés, el
trauma mecanico (fenémeno isomorficode Koebner), la infeccion (especialmente la
estreptococica), determinados farmacos (litio, B-bloqueantes, antimaldricos e interferon), la
obesidad, el alcohol y el tabaco.” Sin embargo, las vias fisiopatogénicas por las que estos
factores ambientales actian es poco conocida. En realidad, existen pocos estudios que
expliquen la relacion entre estos factores ambientales y la enfermedad, e incluso algunos
autores cuestionan su papel etiopatogénico.”* De todos ellos, el mejor estudiado es la
infecciodn estreptocdceica que ha sido relacionada con la activacion de las vias inflamatorias
de la Psoriasis y el mayor determinante genético de la enfermedad, el HLA-Cw6.> Otro
factor desencadenante bien estudiado es el fenomeno isomorfico de Koebner en el que tras
un traumatismo mecanico, los mecanismos inflamatorios de reparacion cutaneos alterados
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en pacientes genéticamente determinados conducen a la aparicion de lesiones psoriasicas.

1.7. Genética

La Psoriasis estd considerada una enfermedad multifactorial en la que interaccionan
distintos factores ambientales (anteriormente citados) con un fuerte componente genético
ampliamente poligénico. En los afios 60, estudios poblacionales y familiares pusieron de
manifiesto la alta incidencia familiar de la enfermedad.’ Ademas, otros estudios mostraron
una mayor concordancia en la prevalencia de Psoriasis en gemelos (35-70%) en
comparacion con los mellizos (12-20%). La falta de concordancia absoluta entre gemelos y
un patron hereditario no definido sugirieron una etiologia multifactorial en la que
probablemente no sélo estaban implicados distintos genes sino que factores ambientales
también parecian contribuir en la aparicion de la enfermedad.”” Desde entonces, el
conocimiento de la genética ha experimentado un gran desarrollo y, gracias a los estudios
de asociacion de genes especificos y a los mds amplios y recién desarrollados estudios
GWAS (genome-wide association studies), se han identificado multiples genes y /loci

asociados a la enfermedad.
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Los primeros estudio genéticos se basaban en el andlisis de asociacion que permiten
localizar genes asociados a la enfermedad en una regiéon concreta del cromosoma. De este
modo, se identificaron 9 loci asociados denominados ‘Psoriasis Susceptibility (PSORS)1-
9’ 2% El primero de ellos, PSORS1, ha sido validado en todos los estudios genéticos y es
considerado el mayor determinante genético de la enfermedad. PSORS1 reside en la region
del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) en el brazo corto del cromosoma 6.
Posteriores estudios de mapeo, secuenciacion y haplotipos identificaron al alelo HLA-Cw6
como el asociado a la enfermedad.” En efecto, aproximadamente el 60% de los pacientes
caucasicos con Psoriasis son portadores de HLA-Cw6 y se estima un riesgo relativo x10

para los portadores y x20 para los homocigotos.*’

Pese a toda la evidencia genética existente, los mecanismos por los que HLA-Cw6
promueve la Psoriasis no estan bien definidos. HLA-C es un gen del MHC tipo I que se
expresa en practicamente todas las células del organismo y sirve para presentar péptidos
extrafos intracelulares a las células del SI. En Psoriasis, este receptor es utilizado tanto por
las DCs como por los queratinocitos para presentar antigenos a las células CD8+ y natural
killer (NK), respectivamente. Teniendo en cuenta este hecho, una mayor afinidad de HLA-
Cw6 para los autoantigenos de la enfermedad podria explicar la estrecha relacion entre
Psoriasis y HLA-Cwé6. En este sentido, estudios de biologia estructural han demostrado que
HLA-Cw6 tiene una gran afinidad para LL37"', péptido antimicrobiano (AMP) identificado
como autoantigeno para células T en Psoriasis.’”> Otro autoantigeno descrito es
ADAMTSLS, molécula presente en los melanociticos y presentado de manera especifica
por HLA-Cwé6 a las células CD8+."* Cabe destacar que tanto LL37 como ADAMTSLS
estan aumentados en las placas psoriasicas e intimamente relacionados con las DCs, los
macrofagos y las células T en las biopsias de piel afecta.’® Otros autores proponen como
autoantigeno en Psoriasis la queratina 17 que guarda gran similitud con la proteina M
estreptococica.”® Esta hipotesis explicaria la aparicion de Psoriasis Guttata y las
exacerbaciones de PV en relacion a las infecciones faringoamigdalares estreptococicas.
Finalmente, el locus HLA-C es muy polimérfico y se han descrito alelos en la region
reguladora asociados a la enfermedad de modo que una mayor expresion del receptor
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podria condicionar un mayor riesgo de enfermedad.’’
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El HLA-Cwé6 solo explica poco mas del 40% de los casos familiares de Psoriasis, por lo
que existen muchos otros genes fuera del MHC asociados a la enfermedad y a sus distintos
fenotipos. Entre los PSORS inicialmente identificados, s6lo algunos de ellos han sido
validados por los mas modernos y potentes estudio genéticos. Gracias a las nuevas técnicas
de secuenciacion, CARD14 ha sido identificado como el gen asociado a PSORS2. Este gen
se ha asociado a Psoriasis y a otros dos procesos dermatologicos similares; la Pitiriasis
Rubra Pilaris y la PPG con PV pre-existente.'® CARDI4 se expresa intensamente en los
queratinocitos y estd implicado en la via de transduccion del factor nuclear kB (NF-kB).
Asi, mutaciones con ganancia de funcion en CARD14 favorecen la produccion de citocinas
y quimiocinas pro-inflamatorias como C-C motif chemokine ligand (CCL) 20, IL-8 e IL-36
propias del SI innato y la aparicion de psoriasis en la piel.”” Este gen presenta distintos
polimorfismos, algunos poco frecuentes y de alta penetrancia, otros mas comunes pero de
menor impacto.’® El espectro clinico asociado a CARD14 es amplio e incluye desde formas
leves de PV hasta formas pustulosas generalizadas tipo PPG. El cuadro fenotipico depende
del tipo y nimero de mutaciones en CARDI4 asi como la interaccion con otros genes y
factores ambientales.”” El papel fisiopatogénico de CARDI4 en PV ha sido demostrado en
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un modelo experimental murino de psoriasis.

PSORS4 localizado en el cromosama 1g21 abarca un grupo de mas de 60 genes
relacionados con la diferenciacion queratinocitica (Epidermal Differentiation Cluster
EDC), un segmento gendmico altamente conservado relacionado con la diferenciacion
terminal del queratinocito.*’ Estudios posteriores han demostrado que la deleccion de dos
genes del EDC (LCE3B y LCE3C que codifican dos proteinas clave para el proceso de
corneoficacién tardio) estd intensamente asociada a Psoriasis, sugiriendo un papel

. - . (4243
fisiopatogénico relevante para la alteracion de la barrera cutanea.”™”

Con el siglo XXI, llegaron grandes avances en el estudio del genoma humano gracias al
importante desarrollo de las tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento. Estos
avances permitieron el desarrollo de estudios GWAS en los que se analizan miles de
polimorfismos de un solo nucle6tido (SNPs) en grandes cohortes caso-control. El primer
GWAS en Psoriasis se realizd en 2007; se analizaron 25.125 SNPs y se incluyeron 466

casos y 500 controles.** En los wltimos afios, se han realizado multiples GWAS con un
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mayor nimero de participantes y SNPs analizados gracias a la colaboracion internacional,

45-49 Bq el ultimo meta-analisis

el disefio metodologico y el continuo desarrollo tecnologico.
realizado sobre estudios GWAS se incluyeron mas de 9 millones de SNPs de 19.000
pacientes y 280.000 controles.”® Otras técnicas de abordaje para el estudio genético
también utilizadas con éxito en Psoriasis incluyen las plataformas de genotipacion

ImmunoChip y andlisis del exoma completo (whole-exome sequencing).

Con estas técnicas, se han identificado un total de 63 /oci de susceptibilidad para Psoriasis

(47 en GWAS, ™ 15 en plataformas de genotipacion ImmunoChip *>'

y 1 en estudios de
analisis del exoma®). Estos loci contienen genes implicados en la respuesta inmunitaria
tanto innata como adaptativa (concretamente genes relacionados con el eje 1L-23/Thl7,
con la via de senalizacion NF-kB y con el interferon (INF)), y genes implicados en el
ECD.”® Aun asi, la identificacion de estos loci solo explica un 30% mas de la herencia de
la enfermedad, por lo que se postula que otros muchos genes de menor impacto pero con
efecto acumulativo indetectables en estudios tipo GWAS podrian contribuir en la aparicion
de la enfermedad.” Otro mecanismo genético potencialmente relevante en Psoriasis que

también escaparia a la deteccion de los grandes estudios genéticos realizados seria la

interaccion gen-medio ambiente (epigenética).

En los ultimos afos, el uso de la secuenciacion del exoma completo (whole-exome
sequencing) ha permitido identificar cientos de genes asociados a enfermedades raras. En
Psoriasis, esta técnica ha permitido identificar genes asociados a formas pustulosas poco
frecuentes.”® En 2011, dos grupos de investigadores independientes describieron por
primera vez la ya mencionada asociacion entre el gen IL-36RN y la PPG.">* IL-36RN,
también conocido como /L-36 Receptor Antagonist, esta producido principalmente por los
queratinocitos y bloquea IL-36 modulando asi su efecto pro-inflamatorio. Mutaciones que
confieren una pérdida de funcion de IL-36RN favorecen una actividad incontrolada de IL-
36 y justifican la gran mayoria de casos de PPG sin PV asociada, un 20% de las ACH y
una minoria de PPP.*' Los pacientes con esta forma “pura” de PPG suelen presentar un
debut precoz de la enfermedad, brotes de Psoriasis pustulosa asociados a sintomas
sistémicos y lengua geografica,” y por sus caracteristicas clinicas y genéticas, algunos

autores cuestionan su inclusion en la enfermedad psoriésica.
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Pese al importante conocimiento acumulado en estos ultimos afios, ain quedan muchos
aspectos genéticos por dilucidar en Psoriasis. Distintas estrategias pueden ser utiles para tal
fin incluyendo el analisis genético de vias inmunoldgicas o el estudio de genes especificos
relevantes en la fisiopatogeina de la enfermedad que puedan definir aspectos fenotipicos
como CARDI14 y IL36RN. En esta Tesis Doctoral se presentan 4 trabajos en los que los
genes a estudio han sido seleccionados en virtud de su funcién bioldgica teniendo en
cuenta los aspectos inmunologicos y fisiopatogénicos de la Psoriasis, con el objetivo de
estudiar su influencia en el riesgo a desarrollar la enfermedad, en definir su fenotipo y en la

respuesta al tratamiento.

1.8. Fisiopatogenia

La Psoriasis puede entenderse como una alteracion de los mecanismos fisiologicos
determinados genéticamente que participan en la respuesta inflamatoria y reparativa de una
piel dafiada o agredida y que, en lugar de ser eficientes y autolimitados, se perpetian en el
tiempo dando lugar a las placas eritematosas, infiltradas y descamativas propias de la
enfermedad.’ Por ello, entender dichos mecanismos es de vital importancia para conocer la

fisiopatogenia de la enfermedad.

1.8.1. Fisiologia de la piel

La piel es la principal barrera entre el medio interno y el medio externo, y constituye la
primera linea de defensa ante el trauma y la agresion.”® La epidermis es la capa mas
superficial de la piel y esta constituida por distintos estratos que aportan una barrera fisica
e impermeable que evita la pérdida de agua al exterior y la penetracion de
microorganismos y cuerpos extrafios al interior.’’ Esta barrera, que se renueva
continuamente, es fruto de la diferenciacion terminal del queratinocito en un proceso
conocido como cornificacién (ver figura 4).°® Este proceso, altamente organizado tanto en
tiempo como en espacio, se inicia en las capas basales de la epidermis y transcurre a lo
largo de la migracion del queratinocito que asciende por los distintos estratos epidérmicos
(estrato espinoso y granular) hasta alcanzar la capa mas externa, el estrato corneo.”” A

medida que asciende por los diferentes estratos, el queratinocito sintetiza y acumula
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distintas proteinas estructurales (p.e. queratina) y lipidos. Como resultado, el queratinocito
queda embebido en un complejo proteico formado principalmente por queratina y filagrina
que asfixia la célula provocando la pérdida del niicleo y su muerte celular. Esta estructura
celular residual conocida como corneocito (0 ‘cornified envelope’) aporta resistencia e
impermeabilidad a la piel. El tipo de proteinas sintetizadas por el queraitinocito a lo largo
de su maduracion terminal varia en funcion de su localizacion anatomica (piel palmo-
plantar, facial o resto del tegumento), del momento en el proceso de cornificacion (estrato
basal, espinoso o corneo) y de posibles condiciones patologicas (p.e. psoriasis).”’ Los
lipidos excretados al exterior se depositan entre los corneocitos y forman un complejo
magma lipidico que aporta cohesion y mayor impermeabilidad a la piel. Ademads, el
queratinocito sintetiza distintos enzimas hidroliticos y AMPs que junto con los lipidos,
forman la barrera bioquimica y constituyen un primer mecanismo de defensa ante
potenciales agresores.”® Entre los AMPs se incluyen pequefias proteinas de 12-50
aminoacidos tales como las defensinas, las catelicidinas (p.e. LL37) y las proteinas S100
(p.e. SI00A7 o psoriasin). La correcta maduracion del queratinocito en corneocito y la
correcta sintesis de las distintas queratinas, lipidos, AMPs y enzimas que regulan la
cornificacion es de vital importancia para la correcta funcion de barrera fisico-bioquimica

de la piel.

En la piel sana, la cornificacion transcurre a lo largo de 28 dias, y la tasa proliferativa de la
capa basal estd compensada con la descamacion del estrato cérneo, de modo que la
epidermis se regenera y descama continuamente manteniendo un perfecto equilibrio. Sin
embargo, en Psoriasis, la tasa proliferativa del estrato basal estd aumentada, el proceso de
cornificacion acelerado y la maduracion del queratinocito incompleta; como resultado, los
queratinocitos no pierden el nucleo, el estrato corneo se forma de manera imperfecta y
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aparecen las grandes escamas blancas adheridas a las placas.

En la dermis, el SI cutdneo conocido bajo las siglas SALT (skin-associated lymphoid
tissue) forma la barrera inmunoldgica de la piel. Este sistema estd constituido por células
residentes pertenecientes tanto al SI innato como adaptativo, y entre ellas se incluyen
células de Langerhans, DC mieloides (mDCs) y linfocitos, principalmente células T

memoria CLA+ (antigeno linfocitico cutdneo). Existe ademas una circulacion constante de
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células T efectoras no residentes CLA+ atraidas por la quimocina CCL27 sintetizada por
queratinocitos que completan la vigilancia inmunoldgica de la piel.** Las células
inmunitarias mantienen una intima relacion con el resto de células tisulares de la piel como
los queratinocitos, los fibroblastos y el endotelio mediante distintas citocinas, quimiocinas
e ILs. Estas células, pese a no ser consideradas células inmunitarias ‘profesionales’ son

también inmunologicamente activas.
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Figura 4. Proceso de cornificacion. Esquema de la epidermis dividida en sus distintos
estratos: basal, espinoso, granuloso y corneo. En los distintos estratos se especifica el proceso
de diferenciacion celular que culmina con la cornificacion y la descamacion del corneocito.

Modificada de Denecker G et al, J Cell Biol. 2008.°"

De hecho, los queratinocitos, provistos de distintos receptores centinela capaces de
identificar patrones moleculares altamente conservados asociados a patégenos (PAMPs) o
‘peligro/dano tisular’ (DAMPs) como los receptores toll-like (TLRs), participan en la
respuestas inmunitarias (tanto innatas como adaptativas) desencadenadas por distintos
factores como el traumatismo, la infeccion o la estimulacion por citocinas.®” En respuesta a
ello, los queratinocitos pueden aumentar su proliferaciéon, aumentar la expresion en

membrana de moléculas HLA-DR, sintetizar moléculas inmunologicamente efectoras
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como los AMPs y las ILs, y reclutar mas células inmunitarias del torrente sanguineo
incluyendo células T, DCs, neutréfilos y macrofagos mediante la produccion de potentes
quimiocinas.”” Por otro lado, el endotelio es capaz de activarse en respuesta a una agresion
y promover la inflamacion mediante la vasodilatacion (y formacion de endotelio alto
venular), la trasudacion de moléculas séricas y la extravasacion leucocitaria (o

diapédesis).’

La respuesta inmunologica desencadenada en la piel, incluyendo el perfil de citocinas,
quimiocinas e ILs producidos, y el tipo de células inmunitarias efectoras reclutadas y
activadas, dependera de la naturaleza e intensidad de la agresion inicial.”> Por ejemplo, el
trauma inducird un dafio en el queratinocito y su activacion la producciéon de AMPs, ILs y
CCL20, una potente quimiocina capaz de reclutar mDCs y células T productoras de IL-17
(T17), estableciendo una respuesta inmunologica/tisular que permitird la curacién de la
herida.® Por otro lado, la infeccion viral activard la produccion epidérmica de AMPs que
formara complejos con los acidos nucleicos virales y activara las DCs a producir INF tipo I
y quimiocinas C-X-C motif ligand (CXCL)10 y CXCLI1 para reclutar células Thl y
promover una respuesta inmunoldgica antiviral. La infeccién bacteriana activara otros
mecanismos provocando la secreciéon de factor de necrosis tumoral (TNF)-a, el
reclutamiento de neutrofilos y la produccion de CCL20 con el consecuente reclutamiento
de DCs y células Th17, estableciéndose asi una respuesta inmunolégica antibacteriana.®*
Finalmente, el queratinocito también es capaz de producir la linfoproteina estromal timica,

. e 65
considerada como una potente quimiocina promotora de las respuestas Th2.

1.8.2. Psoriasis como alteracion de la respuesta fisioldgica cutanea

Normalmente, la respuesta inflamatoria en la piel ante una agresion es rapida, eficiente y
autolimitada, lo que permite neutralizar los patégenos y curar las heridas de manera
eficaz.®®®” Sin embargo, la alteracion de los mecanismos inmunolégicos y la imposibilidad
de alcanzar la homeostasis cutdnea puede favorecer una respuesta inflamatoria
descontrolada y, eventualmente, el desarrollo de enfermedades inflamatorias.®® En
Psoriasis, la alteracion de la respuesta inmunoldgica y la sucesion descontrolada de los

mecanismos fisioldgicos cutaneos contribuyen a una respuesta inflamatoria persistente y a
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una reepitelizacion exagerada que va mas alla de la fase de curacion y remodelacion de una

herida cutanea.’

Por un lado, la proliferacion y activacion del endotelio contribuyen al eritema observado
en las placas psoriasicas. Por otro lado, la reepitelizacion aumentada fruto de la activacion
y proliferacion del queratinocito condiciona dos aspectos fundamentales en Psoriasis; 1) el
engrosamiento de la epidermis (acantosis) que junto con el infiltrado inflamatorio
condiciona la infiltracién de la placa, y 2) alteracion en la maduracion del queratinocito
que en lugar de compactarse en forma de corneocito, reduce su sintesis de queratina y
lipidos y mantiene el nucleo (paraqueratosis), provocando la presencia de grandes escamas

que se desprenden (hiperqueratosis y descamacion).

1.8.3. Mecanismos inmunoldgicos subyacentes en la Psoriasis

Los mecanismos por los que se origina y se establece la respuesta inflamatoria anomala en
la Psoriasis son complejos y se suceden de manera recurrente y solapada. Cual es la estirpe
celular primariamente implicada (queratinocito vs linfocito) o si bien es el SI innato o
adaptativo el responsable la enfermedad sigue siendo un tema de gran controversia. Lo
cierto es que la Psoriasis es una enfermedad con respuestas inmunologicas dindmicas que
implican la practica totalidad de las células presentes en la piel. La identificacion en los
ultimos afos de un autoantigeno y la descripcion de los distintos ejes de citocinas que
participan como mediadores de la inflamacién y respuesta tisular ha contribuido a

establecer un paradigma fisiopatogénico solido de la enfermedad.

1.8.3.1. Fase de induccion

Los mecanismos intimos por los que los distintos factores desencadenantes actiian y
originan una respuesta inflamatoria aberrante en Psoriasis son todavia poco conocidos. En
individuos genéticamente determinados, las infecciones, los farmacos o el dafio tisular
conduciria a la presencia de moléculas que actuarian como PAMPs o DAMPs,
respectivamente. Estos PAMPs/DAMPs danan al queratinocito que, mediante el
inflamosoma, producirian distintas citocinas pro-inflamatorias como IL-1a, IL-13 e IL-

18.% Estas citocinas activarian a otros queratinocitos de alrededor a secretar méas IL-1p, IL-
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6 y TNF-a, LL37 y quimiocinas como la CCL20, amplificando asi la senal
inmunologica.”’ Este ambiente de citocinas estimularia otras células dérmicas (endoteliales,
fibroblastos y mDCs), que promoverian el reclutamiento de mas leucocitos (incluyendo
DCs plasmocitoides (pDC) y células T) y activaria una respuesta inmunoldgica

adaptativa.’'

En una piel sana, dicha inflamacion conduciria a la curacion de la herida o a la reduccion
del agente agresor inicial. Sin embargo, en Psoriasis, la produccion de citocinas y AMPs
estd aumentada, y la existencia de moléculas que actian como autoantigenos conduce a
una respuesta inmunologica aberrante. En un primer paso, precursores hematopoyéticos
circulantes atraidos a la piel por el gradiente de quimiocinas (CCL20) y el ambiente pro-

) . o 2,73
inflamatorio local se activarian en forma de pDC.”*’

Estas células especializadas en la
deteccion de acidos nucleicos virales mediante sus receptores TLR7 y 9, son capaces de
reconocer complejos formados por RNA o DNA propio y LL37, un AMP altamente
expresado en las placas psoriasicas.”* Otros AMPs como las B-defensinas y la lisozima son
capaces también de condensar DNA propio, ser endocitados y reconocidos por TLR9 y asi,
contribuir a la activacion de las pDC.” Esta activacion representa una primera ruptura a la

tolerancia inmunolégica frente antigenos propios y ocurre en una estirpe celular clave, las

DCs, puente entre la inmunidad innata y la adaptativa.

Las pDCs activadas promoveran la inflamacion mediante a) la secrecion de grandes
cantidades de INF-a y INF-B que estimulara y diferenciard las mDCs residentes en mDCs
maduras, y b) la presentacion de (auto)antigenos mediante sus moléculas MHC-I (p.e.
HLA-Cw602) que promovera la expansion clonal de células T CD8+. Esta expansion
clonal supone una nueva ruptura con la tolerancia inmunolédgica en Psoriasis y ocurre tanto
en la piel (estimulacion de células T residentes) como en los ganglios locoregionales
(estimulacion de células T naive). Las células T activadas migraran a la epidermis donde al
interaccionar con los MHC-I de los queratinocitos (o melanocitos) secretaran mas citocinas,
quimiocinas y mediadores de la inmunidad innata que a su vez estimularan la inflamacién

y la activacion del queratinocito.”
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La expansion clonal de células T CD8+ presume la existencia de un autoantigeno en
Psoriasis. El antigeno inicial podria ser del propio AMP LL37, presentado por las DCs
inicialmente a células T CD8+ y posteriormente a células T CD4+. En este sentido, Lande
et al. demostraron que hasta 2/3 de los pacientes con PV presentaban células T CD8+ y
CD4+ especificas para LL37, capaces de responder con la produccion de citocinas
patogénicas incluyendo IL-17.%* Sin embargo, este no es el nico autoantigeno propuesto,
y distintos autores han presentado distintos trabajos implicando a queratina 17°,
ADAMTSL5> y PLA2G4D.’® Es posible que el antigeno inicial pueda diferir segin los
individuos y que con la cronificacion de la enfermedad se produzca un fendomeno de

expansion (spreading) antigénica.

1.8.3.2.  Fase efectora

Las mDCs residentes son activadas por el INF-a producido por las pDCs. Sin embargo, su
activacion también puede desencadenarse por el reconocimiento de complejos RNA
propio- LL37 por receptores TLRS, rompiendo de nuevo la tolerancia inmunolédgica.”” Las
mDCs maduras junto a otras mDCs inflamatorias reclutadas en la piel desarrollan un papel
clave en Psoriasis al promover una respuesta inmunitaria adaptativa. Ambas células son
capaces de establecer sinapsis inmunoldgicas con las células T CD4+ y producir
importantes ILs (p.e. IL-12 e IL-23) que permitiran la activacion y polarizacién de las
células T en sus subtipos efectores. Cada linea celular se caracteriza por la activacion de
unos determinados factores de transcripcion nuclear y la produccion de un perfil de
citocinas determinado; en psoriasis, el linaje celular més relevantes es Th17, y en menor
grado Th22 y Thl (ver figura 5).° Pese a las diferencias entre los distintos subtipos
celulares, existe cierta redundancia y solapamiento en las citocinas producidas (p.e. TNF-a
secretado por distintos linajes celulares), y una plasticidad celular que permite el cambio de
linaje bajo determinados microambientes tisulares.” Es de destacar que la polarizacion de
las células T orquestada por las mDCs activadas depende tanto del tipo de insulto inicial
(ya sea un agente infeccioso o un antigeno propio) como del contexto inflamatorio en el

. , . I3
que se establece la respuesta inmunolégica.’

Ademas de las citocinas producidas por las DCs, parte de este contexto inflamatorio esta

creado por células Tyd+, una de las fuentes mds importantes y precoces de IL-17A en

31



INTRODUCCION

piel.” Estas células comparten muchas caracteristicas con las Th17 como el receptor
huérfano del retinoide (RORY), el receptor aryl hidrocarbonado (AhR) y el receptor de IL-
23, y son una fuente innata de IL-17 e IL-22. A diferencia de las células Th17 (y otras
células Tyo+), las células Tyd+ productoras de IL-17 expresan TLR1 y TLR2 y el receptor
Dectin-1 por lo que son capaces de reaccionar directamente frente a determinados
patdégenos mediante el reconocimiento de PAMPs y otros estimulos endogenos o

DAMPS. 2
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Figura 5. Diferenciacion de las células T en los subtipos celulares mas relevantes en piel. Las células
dendriticas presentan el antigeno, las sefiales co-estimualdoras y las citocinas promotoras necesarias para la
diferenciacion de las células T en sus respectivos subtipos efectores. Cada subtipo celular producira nuevas
citocinas efectoras que activaran una respuesta inmunitaria especifica contra los distintos patéogenos. Por
ejemplo, las células Th17 requieren para su diferenciaciéon una combinacion de transforming growth factor
(TGF)-B y citocinas pro-inflamatorias (IL-1 B, IL-6, IL-21 y IL-23). Estas células produciran IL-17A, IL-17F
y IL-22, imprescindibles para activar al neutr6filo en la respuesta inmunitaria frente a las bacterias
extracelulares y hongos, asi como para activar al queratinocito para producir péptidos antimicrobianos
(AMP). Adaptada de Perera GK et al, Annual review of pathology 2012.°

Bajo la influencia de IL-23 producida por las mDCs, e incluso antes de la aparicion de las
células Th17, las células Tyo+ son capaces de producir grandes cantidades de IL-17A y
potenciar una respuesta inmunitaria adaptativa que estructuraria el eje inmunopatogénico
IL-23/Th17, el de mayor relevancia en Psoriasis. Asi, una respuesta inmunitaria innata

inicial en la que estarian implicados queratinocitos, DCs y células Tyd+ desencadenaria
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una potente respuesta adaptativa y una intensa polarizacion de células T CD4+ a Th17."!

Las células T CD4+ activadas infiltraran la piel y produciran principalmente INF-y, TNF-a.,
IL-17 e IL-22, responsables de los cambios histopatolégicos psoriasiformes. Por un lado, el
INF-y, el TNF-a y la IL-17 tendran un importante efecto en la promocion de la inflamacion.
En concreto, INF-y y TNF-a activan distintas estirpes celulares, estimulan la funcion de
presentadora de antigenos de las mDCs, inducen la produccion de citocinas (INF-y e IL-
23) y quimiocinas (CCL20), activan al endotelio y la expresion de moléculas de adhesion
para el reclutamiento de células inflamatorias, y potencian tanto el efecto de IL-17 como
de IL-22.% Por su parte, IL-17 activa el queratinocito amplificando la sefial inflamatoria
con la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-1p e IL-6), AMPs, factores
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF), la expresion de MHC-II y la producciéon
de quimiocinas incluyendo CCL20 que recluta DCs y células T17, y CXCLS8/IL-8 y
CXCLI/MGSA, dos potentes quimiocinas para el reclutamiento y activacion de
neutrofilos.” Finalmente, la IL-22 implicada en la homeostasis de los epitelios, en la
reparacion tisular y en la inflamacion, tendrd un efecto directo sobre las células tisulares.
En el queratinocito, IL-22 ejerce un potente efecto mitogénico que le induce a proliferar,
alterar su maduracidon (acantosis y paraqueratosis), y promover la sintesis de grandes
cantidades de AMPs y factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), mediador de

la hiperplasia endotelial propia de la enfermedad (ver figura 6).*

1.8.3.3.  Perpetuacion de la inflamacion

Los mecanismos reparativos activados en Psoriasis por los distintos factores
desencadenantes (p.e. infeccion, farmacos, trauma) o la propia estimulacion inmunoldgica
(p.e. Imiquimod, INF-a, TNF-a, IL-23), se desarrollan y se establecen de manera aberrante
y perpetua. La falta de una regulacion negativa, el establecimiento de circuitos de
retroalimentacion, las sefiales de amplificacion y el desarrollo de una respuesta

inmunologica robusta explican este fendmeno.

Inicialmente, la respuesta inmunitaria adaptativa tiene un marcado caracter Thl. Sin
embargo, a medida que la enfermedad se cronifica, se impone una respuesta Th17. El perfil

de citocinas Th17 (muy en particular IL-17A) ejerce un papel crucial en el mantenimiento
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de la inflamacién.” Por un lado, esta citocina promueve la inflamacion local y mantiene al
queratinocito activado, induciendo la secrecion de VEGF, quimiocinas (p.e. CCL20) y
citocinas que contribuyen al reclutamiento de mas células inflamatorias. Por otro lado, la
propia IL-17A promueve la diferenciacion Thl7, potenciando ain mas la produccion de

IL-17A e IL-17F y retroalimentando asi el circuito inflamatorio.
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Figura 6. Paradigma fisiopatogénico de la psoriasis. Agresiones externas como el trauma, las infecciones o los
farmacos, producen un dafio en el queratinoicto y la liberacion de acidos nucleicos. En pacientes genéticamente
predispuestos, estos acidos nucleicos propios que forman inmunocomplejos con los AMPs secretados por los
queratinocitos (como LL37) son capaces de estimular a las células dendriticas plasmacitoides (pDC) mediante
los toll-like receptors (TLR) 7 y 9. Ello activa a las pDCs a presentar un antigeno que promueve la expansion
clonal de células CD8+ que migran a la epidermis y activan al queratinocito (o melanocitos) mediante los
receptores del complejo mayor de histocompatibilidad (MCH) tipo I. El queratinocito activado produce
citoquinas, quimiocinas y mediadores de la inmunidad innata amplificando la sefial inflamatoria. El interfer6n-
o (INF-a) e INF-B producidos por las pDCs estimulan a las mDCs a secretar mas mediadores pro-inflamatorios
como interleuquina-12 (IL-12) e IL-23 y TNF-a. Estas citoquinas promotoras estimulan la diferenciacién y
actividad de las células T efectoras como Thl, Th17 y Th22 que secretan las principales citoquinas y
quimiocina efectoras en psoriasis; IL-17 actia sobre el queratinocito estimulando a producir péptidos
antimicrobianos (AMPs), TNF-a y CCL20 (una potente quimiocina para células T y CDs), y a su vez, recluta
polimorfonucleares. IL-22 contribuye a las caracteristicas histopatologicas propias de la psoriasis, incluyendo
la hiperplasia epidérmica, la acantosis y la paraqueratosis. TNF-a, quimocina pleiotropica potenciando la
actividad inflamatoria en distintos linajes celulares incluyendo a CDs, células T, queratinocitos. En el endotelio,
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) estimula la proliferacion y formacion de capilares
tortuosos, asi como al reclutamiento de mas células inflamatorias.
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La participacion de un amplio abanico de células inmunitarias en la inflamacion
subyacente a la Psoriasis potencia la respuesta inmunitaria y su cronicidad. En este sentido,
es de destacar que son multiples los linajes celulares implicados en Psoriasis, incluyendo
tanto células inmunitarias (DCs, T CD8+, T CD4+, Tyd+) como células no-inmunitariass
como los queratinocitos, capaces de responder al estimulo inflamatorio, amplificarlo y
perpetuarlo mediante la produccion de AMPs, citocinas y quimiocinas. La formacién de un
tejido linfoide terciario por mDCs y células T simulando el tejido ganglionar es otro

elemento que contribuye a la perpetuacion de la respuesta.”

Finalmente, la existencia de un autoantigeno (ya sea LL37, queratina 17, ADAMTSLS y/o
PDAGL2A) favorece una respuesta inmunitaria robusta y longeva. En un primer paso, la
inflamacion aguda provocaria el reclutamiento y activacion de distintos estirpes celulares
incluidas las DCs y las células T CD8+. Ambas células romperian la tolerancia
inmunologica; la primera mediante el reconocimiento de complejos formados con DNA o
RNA propio y LL37 via TLRs, y la segunda mediante el reconocimiento de antigenos
propios presentados por moléculas MHC-I (p.e. HLA-Cw602) de los queratinocitos. La
activacion de las DCs y la expansion clonal de células T CD8+ favoreceran el desarrollo de
una respuesta Th17 que amplificard y perpetuard la inflamacion dando lugar a las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. En un segundo paso, la cronificacion de la
inflamacion y la tormenta de citocinas facilitard tanto la expansion antigénica como la
activacion policlonal de células T CD4+, promoviendo la apariciéon de mas células T
efectoras, células T memoria residentes y una longeva respuesta inflamatoria.’® Como
resultado, se establece una respuesta inmunitaria con una expansion oligloclonal de células
CD8+, asi como de otra poblacion celular mayoritariamente CD4+ mas amplia,
heterogénea y policlonal, propia de los fenomenos autoinmunitarios.*> Un tratamiento
eficaz para la Psoriasis, es capaz de reducir la inflamacion cuténea, eliminar la respuesta
inmunitaria policlonal y restaurar la homeostasis en la piel. No obstante, la expansion
oligoclonal més robusta desencadenada por la sensibilizaciéon a un autoantigeno es capaz
de generar células T memoria residentes en la epidermis y sobrevivir al tratamiento para,

una vez suspendido, reaparecer y activar de nuevo la inflamacion y la enfermedad.***
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En definitiva, si bien la Psoriasis es considerada una enfermedad mediada por células T,
tanto el SI innato como el adaptativo estdn implicados ya en las primeras etapas
patogénicas en un proceso dindmico bidireccional en el que ambos se potencian para
mantener una proceso inflamatorio persistente. Por este motivo, en esta Tesis Doctoral se
han seleccionado receptores del SI innato y adaptativo en aras de abordar de una manera

global el estudio de la inmunopatogenia de la enfermedad.

1.9. Tratamiento

Existen distintas modalidades terapéuticas que el dermatdlogo debe tener en cuenta a la
hora de tratar la Psoriasis, incluyendo el tratamiento topico, la fototerapia, el tratamiento
sistémico convencional y la terapia bioldgica. Pese al gran avance que ha supuesto la
terapia biologica, ningin tratamiento ha demostrado curar la enfermedad, por lo que
explicar y asesorar al paciente sobre la naturaleza de la enfermedad y la cronicidad del
tratamiento es importante. Por ello, es esencial establecer una estrategia terapéutica no solo
de un brote puntual sino para el control a largo plazo de la enfermedad. Ante el amplio
arsenal terapéutico, el tratamiento indicado serd individualizado y debera tenerse en cuenta
el tipo de Psoriasis, su extension, el impacto en la calidad de vida, las comorbilidades y
enfermedades asociadas, el beneficio potencial y efectos secundarios del farmaco, y en las

expectativas y conveniencias del paciente.

Del mismo modo que se trata la afectacion cutanea, el dermatdlogo debe velar por la salud
integral del paciente y ser capaz de identificar y abordar la posible afectacion articular, las
enfermedades asociadas y las comorbilidades. El dermatélogo privilegiadamente
posicionado para identificar dichos procesos podra coordinar la atencion multidisciplinar
del paciente ayudidndose del resto de especialistas implicados (Atencion Primaria,

Reumatologia, Gastroenterologia, Cardiologia, Endocrinologia, Psicologia etc.).

A continuacidn, se revisa el tratamiento de la Psoriasis con fototerapia y agentes bioldgicos
dada su implicacion en el trabajo de Tesis Doctoral aqui presentado, y se remite al lector a
las respectivas referencias para ahondar en el tratamiento topico®’ y sistémico de la

enfermedad.®**
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1.9.1. Fototerapia

La fototerapia, es un tratamiento cldsico muy util en Psoriasis. Basicamente existen 2
modalidades: UVB de banda estrecha (narrow band, UVBnb) y UVA en combinacién con
la administracion topica u oral de psoralenos como fotosensibilizantes (PUVA). La
irradiacion con ultravioleta de la piel psoriasica disminuye la inflamacion
fundamentalmente gracias a su efecto dual inmunosupresor y apoptoético sobre los
queratinocitos y células T.”’ Ello permite disminuir la tasa de proliferacion epidérmica y el
infiltrado inflamatorio de la enfermedad. Ademads, la fototerapia modifica el perfil
inmunoldgico Th17 propio de la Psoriasis restaura la funciéon de las células Treg.” Esta
modalidad de tratamiento puede ser muy eficaz, incluso en casos graves, con un porcentaje
de eficacia global en torno al 70-80%.”" La mayoria de dermatélogos eligen la modalidad
UVBnb dado su perfil de seguridad y comodidad ya que no requiere tomar psoralenos; sin
embargo, el PUVA suele ser mas eficaz, consiguiendo blanquear al paciente en menos
sesiones y por més tiempo.”* El principal inconveniente de este tratamiento es la necesidad
de acudir varias veces por semana a una unidad de fototerapia especializada, asi como el
riesgo de desarrollo de cancer de piel no melanoma en pacientes que han recibido multiples

sesiones, principalmente de PUVA.”

1.9.2. Farmacos biologicos

La terapia bioldgica ha revolucionado el tratamiento de la Psoriasis moderada-grave.
Desde su introduccion a principios de este siglo, estos farmacos han superado muchas de
las limitaciones, en términos de eficacia y seguridad, de los tratamientos sistémicos
‘clasicos’. Estan indicados en pacientes con Psoriasis moderada-grave (PASI y/o BSA y/o
DLQI>10) refractarios al tratamiento con Metotrexate, Ciclosporna, Acitretino o
fototerapia, o que presentan contraindicacién o intolerancia al mismo.* Su estructura
molecular en forma de inmunoglobulina o proteina de fusion disefiada (ver figura 7) para
bloquear moléculas relevantes en la patogenia de la Psoriasis, aporta a estos farmacos una
gran especificidad y excelente perfil riesgo/beneficio. Actualmente existen multiples
farmacos bioldgicos segun su diana terapéutica aprobados en Espafa: 3 fdrmacos anti-
TNF-a (Infliximab, Etarnercept y Adalimumab), un farmaco anti-IL-12/IL-23
(Ustekinumab), 2 fArmacos anti-IL23 (Guselkumab, Tildrakizumab), 2 fArmacos anti-I1L-17

(Secukinumab, Ixekizumab) y un fairmaco anti-recepto A de la IL-17 (Brodalumab). Sin
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embargo, la revolucion farmacolédgica iniciada en la llamada ‘era biologica’ es imparable y
proximamente se aprobaran nuevos farmacos para su uso en Psoriasis. Debido a que la
terapia anti-TNF-o fue la primera en aprobarse e Psoriasis y la estudiada en el 4° proyecto
de investigacion de esta Tesis Doctoral, se exponen a continuacion los tres farmacos

biologicos anti-TNF-a.

TNF-alfa

\ Regién variable
p75

Fab| .« / h Y A

Fc
Quimérico Humano Humanizado Proteina de fusién
-ximab -umab -izumab -cept
(infliximab) (Adalimumab) (Etanercept)

Figura 7. Representacion esquematica de los principales farmacos biologicos utilizados en Psoriasis segiin su
estructura molecular; -mab = anticuerpo monoclonal (quimérico(-xi), humano (-u), humanizado (-izu)). -cept
= proteina de fusiéon. En amarillo, fracciones murinas; en rojo, receptor p75 del TNF-a. Fab = fraccion de
union al antigeno; Fe = faccion constante.

1.9.2.1.  Terapia anti-TNF-a

Los farmacos anti-TNF-a fueron los primeros biolégicos en aparecer en el escenario.”* Los
dermat6logos adoptaron estos tratamientos de la mano de los reumatélogos que ya en ese
momento acumulaban una amplia experiencia en artritis inflamatoria.”> Actualmente,
existen 3 farmacos anti-TNF-a indicados en psoriasis: Infliximab, Etanercept y
Adalimumab.”***” Estos farmacos también estan indicados en el tratamiento de la Artritis
Reumatoide (AR), APs, Artritis Juvenil Crénica, EC, Colitis Ulcerosa, Espondilitis
Anquilosante (EA) e Hidrosadenitis Supurativa. A continuacion se describen cada uno de

los farmacos.
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El TNF-a es una citocina pro-inflamatoria producida por una gran variedad de células
incluyendo células inmunitarias y los queratinocitos. Juega un papel central en la
patogénesis de la Psoriasis y otras enfermedades inflamatorias. E1 TNF-a se libera de las
células en su forma soluble (STNF-0) mediante la escision de su forma precursora unida a
membrana (tmTNF-a). Ambas formas son biologicamente activas y se unen a sus dos
receptores TNFR1 (p55) y TNFR2 (p75), activando la via de transcripcion NF-kB

(inflamacidn) y la apoptosis.

Desde el punto de vista estructural, los farmacos anti-TNF-a pueden clasificarse en a)
anticuerpos monoclonales (AcMos) (Infliximab y Adalimumab) y b) proteinas de fusion
(Etanercept) (ver figura 7). Todos ellos presentan una region variable capaz de unirse al
TNF-a soluble y una region Fc de IgG (Fcy). Su union al TNF-a bloquea las acciones
inmunologicas dependientes de esta citocina pro-inflamatoria tan relevante en las
enfermedades inflamatorias. Ademas, son capaces de unirse al TNF-a situado en la
membrana de diferentes células inmunitarias patogénicas, favoreciendo su apoptosis por
citotoxicidad mediada por células y dependiente de anticuerpos (ADCC) via receptores Fc-
gamma (FcyRs).”® Entre ellos, existen diferencias farmacocinéticas, en la inmunogenicidad
y efecto farmacodindmico dependientes de su estructura molecular que junto con la
compleja biologia del TNF-a explican las diferencias en eficacia y efectos adversos

y 99
observado en el uso de estos farmacos.

Infliximab es un AcMo quimérico tipo IgGl humano con una regiéon variable murina
altamente efectivo en el tratamiento de Psoriasis. Se administra de modo intravenoso a
dosis de Smg/kg a las semanas 0, 2 y 6, y posteriormente cada 8§ semanas, obteniéndose
una répida respuesta en la mayoria de pacientes (PASI75 = 80%) en tan solo 10 semanas

de tratamiento.'®

Infliximab es un farmaco muy inmunogénico debido a su estructura
quimérica lo que favorece la aparicion de anticuerpos anti-farmaco (anti-drug antibodies o
ADASs), la pérdida de eficacia del tratamiento y la aparicién de reacciones de infusion
(especialmente los pacientes sin tratamiento inmunosupresor concomitante 0

.. C ) . 101
administracion discontinua del farmaco).
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Adalimumab es un AcMo IgG1 anti-TNF-a totalmente humano. Su via de administracion
es subcutanea y tras una dosis de carga de 80 mg, se administra quincenalmente a dosis de
40 mg. La eficacia en términos PASI75 es del 70% en la semana 16 de tratamiento.'” La
aparicion de ADAs es menos frecuente que con Infliximab, aunque también se asocia a

... . . . . , 101
pérdida de eficacia, comprometiendo la supervivencia del farmaco.

Etanercept es un proteina de fusiéon humana consistente en la porcion Fc de IgG1 humana
unida al receptor del TNF-a humano (p75). Se administra subcutaneamente a dosis de 25-
50 mg 1 o 2 veces por semana. Es un farmaco de accion mas lenta que los anteriores
obteniéndose una respuesta PASI75 del 50% en la semana 12, y del 60% en la 24 con su
dosificacién mas alta (50 mg, 2 veces por semana).'” La inmunogenicidad de etanercept es

muy baja detectandose ADAs en tan solo el 1,2% de pacientes.'"'

Entre los efectos adversos inherentes de los agentes anti-TNF-o, se incluye un riesgo
aumentado de infecciones de piel y tejidos blandos, herpes zoster y de reactivacion de
tuberculosis latente (especialmente por Infliximab y Adalimumab). Con mucha menos
frecuencia estos agentes pueden inducir o exacerbar una insuficiencia cardiaca, Esclerosis

Miltiple o Lupus Eritematoso Sitémico (LES).'”

1.9.2.2.  Farmacocinética de los farmacos biolégicos

A diferencia de los fArmacos convencionales, metabolizados y excretados via renal o biliar,

los farmacos bioldgicos son eliminados del organismo fundamentalmente a través de la

102

receptacion celular y degradacion proteolitica. = El aclaramiento de estos farmacos

muestra dos patrones distintos: a) un patron lineal dependiente de FcyR y FcRn, y b) otro
patron no-lineal mediado por la interaccion especifica del firmaco con su diana terapéutica,

en el que también estan implicados los FcyRs.'*

Los farmacos bioldgicos se unen a FcyR y FcRn mediante su fragmento Fc y representan el

103

principal mecanismo encargado de su eliminacion. ~ El FcRn es un receptor endosémico

ubicado principalmente en las células del sistema reticulo-endotelial (SRE) y constituye un
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importante sistema de regulacion de la homeostasis de la IgG. En condiciones fisioldgicas,
la IgG es captada por las células del SRE por pinocitosis formando parte de los endosomas.
En el endosoma, la IgG que se une a FcRn es redirigida a la superficie celular y liberada de
nuevo al medio exterior. La IgG que no es capaz de unirse a FcRn si acaba siendo
degradada en el lisosoma. La mayor afinidad de I1gG1, IgG2 e IgG4 por FcRn explica su
mayor semivida (21 dias) respecto a la de IgG3 (7 dias). Los fairmacos bioldgicos por su
similitud estructural con la IgG utilizan este mismo mecanismo para evitar su rapida

s , . . 102
degradacion aumentando asi su vida media.

Los FcyR estan presenten en la gran variedad de células inmunitarias y del SRE. Estos
receptores participan en el catabolismo de la IgG, permitiendo la internalizacion de los
inmunocomplejos (ICs) formados por IgG, para ser posteriormente degradados en los
lisosomas.'** Del mismo modo, ICs formados por farmaco biolégico y su antigeno podrian
interaccionar con los FcyR presentes en el SRE y ser posteriormente degradados siguiendo

esta ruta catabolica (ver figura 8).'%'%

Farmaco anti-TNF-a

Receptor Fc-gamma _

A \ B C

i .
Lisosoma Macroéfago

Figura 8: Mecanismo propuesto de eliminacion de agentes anti-TNF-a mediado por FcyR. a) Los
receptores FcyR activadores situados en la superficie de las células del sistema reticuloendotelial se unen
a los IC formados por el farmaco anti-TNF-a y el farmaco. b) Los FcyR activados inducen la fagocitosis
del IC que pasara a los lisosomas. ¢) El farmaco anti-TNF-a es proteolizado en el interior del lisosoma.
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1.9.2.3.  Aspectos farmacoeconomicos

El coste de los farmacos bioldgicos es muy elevado en comparacion con los tratamientos
clasicos y representa el principal obstaculo para su uso en practica clinica. Pese a su gran
eficacia, la existencia de fracasos terapéuticos hace que la relacion coste/eficacia pueda ser

en muchos casos poco favorable.

Existen distintos estudios y meta-analisis que analizan la relacion coste/eficacia del
tratamiento bioldgico en la Psoriasis. Puig et al. analizaron datos recogidos de un meta-
analisis que incluia todos los ensayos clinicos realizados en Psoriasis con terapia bioldgica
y concluyeron que, Adalimumab presentaba la mejor relacion coste/eficacia para el
paciente tratado con éxito (16.136 euros/ano), seguido de Infliximab (16.820 euros/afio) y
Etanercept (20.178 euros/afio).'” Estos costes son muy superiores al coste del farmaco
segun ficha técnica debido a los fallos terapéuticos que existen y encarecen el coste total

por paciente tratado con éxito.

En un escenario ideal y en aras de mejorar la relacion coste/eficacia, seria deseable tratar
con farmacos biologicos aquellos pacientes que tuvieran una alta probabilidad de presentar
una respuesta clinica satisfactoria. Lamentablemente, hoy en dia no disponemos de ningun
marcador predictivo que permita conocer qué paciente sera buen o mal respondedor al
tratamiento anti-TNF-a. El estudio farmacogenético de estos farmacos podria aportar
marcadores predictivos de respuesta y asi establecer qué pacientes pueden beneficiarse de
ella. Estos marcadores farmacogenéticos tendrian un impacto no sélo en la eficacia
terapéutica y calidad asistencial en el paciente, sino que también serian un instrumento de

gran utilidad en farmacoeconomia.
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2. Receptores foll-like y patologia inmunomediada

2.1. Introduccion

En las ultimas 3 décadas se han realizado grandes investigaciones encaminadas a conocer
coémo el organismo es capaz de desencadenar una respuesta inflamatoria frente a patégenos
exogenos. En 1992, Chales Janeway sugirid la existencia de receptores genéticamente
codificados denominados receptores de reconocimiento de patrones (PRR), capaces de
reconocer estructuras moleculares altamente conservadas en la evolucion presentes en los
microorganismos patdgenos (pathogen-associated molecular patterns; PAMPs). Este
nuevo paradigma, revoluciond la comprension de como el organismo se enfrenta y
responde de manera innata ante la agresion microbiana.'” Por primera vez, se planted el
hecho que la respuesta inmunitraria inicial ante una agresion microbiana no era realmente
‘inespecifica’ sino que era desencadenada tras el reconocimiento de patrones moleculares
propios de los patogenos mediante una serie de receptores codificados en el genoma

humano comunes a todos los individuos.

Posteriormente, el concepto ‘PAMP’ se extendié a moléculas enddgenas intracelulares
liberadas al medio exterior producto del dafio tisular (como los 4cidos nucleicos propios o
componentes de la matriz extracelular danados), llamadas patrones moleculares asociados
a peligro/dafio tisular (damage-associated molecular patterns;, DAMPs). Asi, estos mismos
PRRs eran capaces de reconocer moléculas endogenas y desencadenar también una
respuesta inmunitaria.'”” Con ello, el estudio de estos receptores no se limité al campo de
la infeccidn sino que se ampli6é también al campo de la homeostasis de los tejidos y de la

enfermedad autoinmunitaria.'®’

Los PRRs se expresan tanto en las células inmunitarias (preferentemente macrofagos y
DCs), como no inmunitarias (epitelios que ejercen de interfase entre el medio interno y

. . . .\ 108
externo como el respiratorio o la epidermis).

De este modo, estos receptores actiian
como centinelas en los sitio de mayor interaccion huésped-patdgeno y representan uno mas

de los sistemas de respuesta inmunitaria innata del organismo.'"
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Actualmente, se conocen 4 grandes familias de PRR en las que se incluyen proteinas
transmembrana como los 7oll-like receptors (TLRs) y los C-type lectin receptors (CLRs), y
proteinas citoplasmaticas como los retinoic acid-inducible gene(RIG)-I-like receptors
(RLRs) y los NOD-like receptors (NLRs).'"” De todos ellos, los TLRs han sido los
primeros y los mas ampliamente estudiados tanto desde un punto de vista fisiologico como

patologico.'!

En los ultimos afios, se han descrito las distintas funciones fisioldgicas
desarrolladas por los TLRs, sus ligandos PAMPs y su contribucién en la defensa del
organismo ante la invasion microbiana y la agresion. Sin embargo, estos receptores
también han sido relacionados con la sepsis, y es que la respuesta exagerada del sistema
TLR frente a sus ligandos puede conducir a una inflamacion dafiina para el organismo y
eventualmente al shock séptico.''” Ademas, estos receptores como mediadores de la
inflamacion capaces de reconocer moléculas endéogenas como DAMPs han suscitado un
gran interés en la comunidad cientifica describiéndose multiples ligandos propios y
asociandolos a centenares de procesos inflamatorios de distinta indole como

Ateroesclerdsis, Lupus eritematoso sistémico (LES) o Psoriasis entre otros. =

2.2. TLRs: estructura molecular y sus ligandos

Actualmente, se han descrito 10 TLRs (TLR1-10) en humanos. Estos receptores son
proteinas transmembrana tipo I constituidas por a) un ectodominio rico en repeticiones de
leucina (LRRs) responsable del reconocimiento de los PAMPs y DAMPs; b) un dominio
transmembrana; c¢) un dominio intracelular 7o/l homologo al del receptor de IL-1 (TIR),
responsable de transducir sefiales intracelulares. Cada TLR (organizados en homo- o
heterodimeros) reconoce distintos PAMPs de una gran variedad de microorganismos,
incluyendo lipidos, lipoproteinas, proteinas y 4cidos nucleicos bacterianos, fungicos,
viricos o de parasitos (tabla 1). Sin embargo, también son capaces de reconocer
componentes propios como acidos nucleicos propios (tanto DNA como RNA), heat shock
proteins (HSP), high-mobility group box! (HMBGI1) y componentes de la matriz
extracelular (ECM).""!

Para la activacion del receptor, es necesario la formacion de homo- o heterodimeros y la
unién de su ligando. Por ejemplo, TLR2 forma heterodimeros con TLR1 o TLR6 siendo

los ligandos (PAMPs y DAMPs) reconocidos por cada heterodimero cualitativamente
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distintos: TLR2/TLR1 reconocen lipoporteinas tiacil mientras TLR2/TLR6 lipoproteinas

. , PSR I B|
diacil. El resto de TLRs forman homodimeros para su activacion.

Tabla 1. TLRs y sus ligandos asociados.

TLR Localizaciéon PAMP Origen DAMP
TLR1* Membrana Lipoproteina triacil (TLR2) Bacteria
plasmatica
TLR2 Membrana Lipoproteina triacil (TLR1)  Bacteria, virus, HMBGI, Hsp, ECM
plasmatica Lipoproteina diacil (TLR6) parasitos
TRL3 Endolisosoma dsRNA Virus
TLR4 Membrana LPS Bacteria, virus HMBGI, Hsp, ECM,
plasmatica Ox-LDL, B-amiloide,
Ox-fofolipido, B-
denfensina2
TLRS Membrana Flagelina Bacteria
plasmatica
TLR6** Membrana Lipoproteina diacil (TLR2)  Bacteria, virus Ox-LDL, B-amiloide
plasmatica
TLR7 Endolisosoma sSRNA Virus, bacterias RNA propio
TLRS Endolisosoma ssRNA Virus, bacterias RNA propio
TLR9 Endolisosoma CpG-DNA Virus, bacteria, DNA propio
protozoos
TLR10 Endolisosomas Desconocido Desconocido

* Forma heterodimeros con TLR2; ** Forma heterodimeros con TLR2. Abreviaturas: TLR = receptores toll-
like; PAMP = pathogen-associated molecular pattern; DAMP = damage-associated molecular pattern; LPS
= lipopolisacarido; RNA = acido ribonucleico; DNA = acido desoxiribonucleico; ss = single strain; ds =
double strain; HMBG1 = high-mobility group box 1; HSP = Heat Shock Protein; ECM = matriz extracelular;
Ox = oxidado; LDL = lipoproteina de baja densidad.

2.3. Localizacion de TLRs, trafico intracelular e implicaciones funcionales

Los distintos TLRs se localizan en distintos compartimentos celulares, incluyendo la

membrana plasmatica (TLRI1, 2, 3, 4, 5y 6) y la membrana de endosomas, fagosomas y

45



INTRODUCCION

lisosomas (TLR3, 7, 8 y 9). La localizacion subcelular del receptor, el TLR especifico y la
célula continente de éste determinardan su accesibilidad al ligando y la respuesta

. . . . ., 114
inflamatoria derivada de su activacion.

De este modo, los TLRs de superficie celular
reconoceran principalmente PAMPs de las membranas microbianas como la flagelina,
lipidos y lipoproteinas de la pared bacteriana, mientras que los TLRs intracelulares
presentes en los endosomas y lisosomas reconoceran acidos nucleicos microbianos. Por lo
tanto, existe una coherencia entre la ubicuidad de los antigenos con la localizacion y

especificidad de los distintos TLRs.

En relacion al transporte de los TLRs intracelulares, es de destacar el complejo
funcionamiento que regula su actividad. TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9 se sintetizan en el
reticulo endoplasmatico (RE) y son conducidos a endolisosomas o fagolisosomas por la
proteina endoplasmatica UNC93B1.'"” Sin embargo, existen otras proteinas que dirigen el
trafico de los endosomas y fagosomas que contienen TLRs intracelulares y que influirdn en
su actividad. Los mecanismos de sefializacion y trafico intracelular mejor descritos son
para TLR7 y TLRY, en los que se ha implicado a Arl8b, Rab7a''® y AP3 y LC3,
respectivamente.'’” En dichos compartimentos subcelulares los TLRs intracelulares seran
finalmente ensamblados y procesados para su correcto funcionamiento. En concreto, el
ambiente acido del lisosoma permite la escision parcial del receptor, su dimerizacion y la

¢ Este

transmision de sefales al reconocer los acidos nucleicos fagocitados por la célula.
mecanismo representa un importante mecanismo regulador de la actividad del receptor y

evita una posible activacion perjudicial para la célula.

Seglin el tamafio de los complejos moleculares fagocitados, se formardn pequefias
vesiculas endosomicas o grandes fagosomas.''’ Los pequefios fragmentos libres y los ICs
de 4acidos nucleicos son incorporados al endosoma por endocitosis o via FcyRlIla,
respectivamente. Los grandes complejos moleculares fagocitados por DCs o macrdofagos
son englobados por fagosomas. En las pDCs, una vez los TLR7 y TLR9Y son activados por
los 4cidos nucleicos, el propio trafico del lisosoma dirigira la actividad de estos receptores;
en un primer momento, cuando el lisosoma se encuentra en la region perinuclear, TLR7 y
TLRY son capaces de activar la via MyD88-NFkB induciendo la produccion de citocinas

inflamatorias. A medida que el lisosoma es transportado hacia la periferia de la célula por
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las proteinas asociadas que dirigen su trafico (Arlb8 para TLR7 y AP3 o LC3 para TLRY),

las moléculas accesorias necesarias para la via MyD88-IRF7 son acopladas al receptor

116

permitiendo la produccion de INF tipo I (Figura 9). "~ Dada la expresion constitutiva de

IRF7 en las pDCs, la produccion de INF tipo I esta muy favorecida en estas células.'™®
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Figura 9. Vias de sefializacion y trafico intracelular de TLR9. Las distintas particulas de acidos nucleicos son
incorporadas en el interior de la células mediante endocitosis o fagocitosis. TLR9 entra en contacto con los
acidos nucleicos dentro del endosoma o fagosoma activando la via MyD88-NFkB que activara la produccion
de citocinas y quimiocinas. El trafico del endosoma/fagosoma hacia la periferia de las células por AP3 y LC3,
respectivamente, favorece el acoplamiento de las proteinas necesarias para activar la via MyDS88-IRF7 y la
produccién de INF tipo 1. Tomada de Swiecki M et al,, Nat Rev Immunol 2105.'"7

Otras proteinas que participan en las vias de sefalizacion de los TLRs son PRAT4A que
regula el transporte de los TLR2, TLR4, TLRS y TLRY9 a membrana plasmadtica y

19120y op96, proteina miembro de la familia de las HSP

endosoma, respectivamente,
endoplasmaticas, esencial para el trafico de practicamente todos los TLRs excepto
TLR3."! Defectos en las proteinas que dirigen el trafico de receptores y otras proteinas del

sistema reticulolo endoplasmatico (RE)-endolisosémico impiden el correcto
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122 Al contrario, determinados estimulos inflamatorios como los

funcionamiento celular
propios ligandos de TLR7 y TLR9Y, y el propio LPS estimulan tanto la expresion de los

’ 115
receptores como su trafico celular.

2.4. Vias efectoras desencadenadas por los TLRs

El reconocimiento de PAMPs/DAMPs por los TLRs activara la cascada enzimatica y la
transcripcion de dos vias distintas: la del factor de transcripcion NF-kB y la del INF tipo 1.
Estas vias enzimaticas activaran la produccion de citocinas pro-inflamatorias (p.e. IL-6, IL-
12), INF tipo I, quimiocinas y proteinas antimicrobianas.''’ El patrén de genes inducidos
dependera del TLR activado y la célula implicada. La especificad de esta sefial puede ser
explicada en gran parte por las distintas proteinas auxiliares utilizadas por el dominio
intracelular TIR del receptor.''' Con la activacion del receptor, cada TLR utiliza distintas
proteinas auxiliares al dominio TIR (p.e. MyD88, TIRAP, TRAM o TRIF)
desencadenando respuestas intracelulares especificas para el agente invasor identificado.
Ademas, esta via de transduccion serd distinta para cada célula y definira sus propiedades
inmunolégicas.'> Asi, la sefial transducida no sera la misma si el agente agresor se trata de
una bacteria Gram-negativa con multiples lipopolisacaridos en su pared bacteriana (LPS)
reconocidos por TLR4 en la membrana plasmatica de un macrofago (que al activarse
producird principalmente citocinas pro-inflamatorias), que si se trata de un virus con DNA
rico en repeticiones GpC reconocidas por TLR9 en el endosoma de una pDC (que

provocara la produccion de grandes cantidades de INF tipo I).

Desde el punto de vista molecular, se describen dos vias principales de transduccion de
sefiales TLR: la dependiente de MyD88 y la dependiente de TRIF.'"! MyD88 es esencial
para la transduccion de todos los TLRs excepto para TLR3. La importancia de esta
proteina auxiliar se manifiesta en individuos con deficiencia en MyD88 que padecen de
multiples infecciones bacterianas piogénicas. MyD88 junto con otras moléculas
adaptadoras asociadas al dominio TIR (p.e. TIRAP) estd implicada en la produccién de
citocinas pro-inflamatorias mediante la translocacion nuclear de NF-kB en la gran mayoria
de células mieloides activadas por los receptores de superficie celular TLR1/2, TLR2/6,
TLR4 (fase activacion precoz) y TLRS. Ademas, MyD88 junto con IRF7 también participa

en la produccion de INF tipo I en las DCs activadas mediante los receptores intracelulares
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TLR7, TLR8 y TLRO. Por otro lado, la via dependiente de TRIF es utilizada de manera
exclusiva por TLR3 y complementariamente por TLR4 (fase activacion tardia). Esta via es
capaz de activar tanto la produccion de citocinas mediante la translocacion nuclear de NF-

kB como la produccion de INF tipo I mediada por IRF3 (ver figura 10 y figura 11).
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LPS lipopeptide lipopeptde
£
— TLR4 i TLR2-TLR1 TLR2-TLR6 § i TLRS
Plasma membrane Z i 2
-
TIRAP TIRAP —[ i MyD8s
MyD8s MyD88
QOY: QOV.: QD QO v
\ l l —P MyD38-dependent pathway
=P TRIF-dependent pathway

Inflammatory cytokines Type | IFN Inflammatory cytokines

Figura 10. Transduccion de sefiales de los TLRs de superficie celular, responsables de reconocer PAMPs
asociados a pared microbiana (bacterias, virus, hongos y parasitos). TLR2 forma heterodimeros con TLR1 o
TLR6 para el reconocimiento de lipopéptidos triacil y diacil respectivamente. TLRS forma homodimeros
para el reconocimiento de flagelina, proteina constituyente del flagelo bacteriano. Estos receptores capaces
de reconocer PAMPs asociados a pared microbiana, utilizan la via dependiente de MyD88 para promover la
translocacion de NF-kB y la produccion de citocinas inflamatorias. Por otro lado, los homodimeros de TLR4
utilizan inicialmente la via dependiente MyDS88 (fase de activacion precoz) y posteriormente, tras ser
endocitados, activan la via dependiente de TRIF que promovera la translocacion de IRF3 y la produccion de
INF tipo I (fase de activacion tardia). Tomada de Kawai et al. Nat Immunol 2010.""!
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Figura 11. Transduccion de sefiales de los TLRs intracelulares, responsables de reconocer PAMPs
presentes en los acidos nucleicos de virus, bacterias y otros patdégenos. TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9
son transportados del RE a los endolisosomas donde son capaces de reconocer RNA de cadena doble
(dsRNA) y simple (ssRNA) y repeticiones GpC-DNA, respectivamente. Su activacion conduce a la
translocacion de NF-kB e IRF7 para la produccion de citocinas inflamatorias de INF tipo 1. Tomada
de Kawai et al. Nat Immunol 2010.""

2.5. Ligandos enddégenos de los TLRs

Cada vez son mas las moléculas enddgenas descritas capaces de unirse y desencadenar una
respuesta inflamatoria mediada por TLRs (ver figura 12). La mayoria de estas moléculas
que actuarian como DAMPs son producto de la muerte celular, del dafio tisular o de células
neoplasicas, incluyendo productos de la degradacion de la EMC (p.e., acido hialurénico,
biglicanos, versican, extradominio-A de la fibronectina), la proteina surfactante-A,
lipoproteinas de baja densidad oxidadas y amiloide-B o proteinas liberadas tras la muerte
celular como las HSP o HMGB1.""" La activacion de los TLRs por DAMPs ha sido
implicada en dafo tisular pulmonar, shock séptico, reperfusion tras un evento isquémico,
ateroesclerosis y enfermedad de Alzheimer.'”*'*” Finalmente, destacar que moléculas
propias inducidas en la infeccion como el AMP B-defensin2 son capaces de estimular los

TLR4 para activar mDCs y promover una respuesta inmunitaria adaptativa.'**
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Figura 12. Agonistas endogenos de los TLRs y enfermedad. Las moléculas endogenas liberadas por las
células dafiadas como HMBG1, HSP y componentes de la matriz extracelular (EMC) son reconocidas por los
TLR2 TLR4 o TLR2 y TLRA4. El B-amiloide y las LDL oxidadas (Ox-LDL) son reconocidas por TLR4 y
TLR6 junto con el correceptor CD36. Los fosfolipidos oxidados generados tras la infeccion y el AMP -
defensina2 son reconocidos por TLR4. El reconocimiento de estas moléculas enddgenas por los TLRs de
superficie activa las vias celulares de inflamacion y reparacion. Los acidos nucleicos propios (DNA y RNA)
formando complejos con LL37 son internalizados en los endosomas y reconocidos por TLR9 y TLR7,
respectivamente. El complejo HMBG1-DNA enddgeno es internalizado via RAGE y reconocido por TLRY.
Los ICs formados por Acs y acidos nucleicos propios son internalizados mediante FcyRIla y son capaces de
activar TLR7 y TLRY. Esta activacion junto con la colaboracion de otros receptores sensores de acidos
nucleicos aun por definir promueve la produccion de INF tipo I y la aparicion de enfermedades autoinmunes
y/o inflamatorias. Tomada de Kawai et al. Nat Immunol 2010"""

Mencién aparte merecen los &cidos nucleicos propios como ligandos de los TLRs. En
condiciones normales, los acidos nucleicos propios no son capaces de activar los TLRs
. , .. . . ., . . 122
sensibles a éstos por distintos motivos; a) su localizacion exclusivamente intracelular, * b)

<z 115
su expresion altamente regulada,

c¢) la dependencia de un microambiente propio del
endolisosoma, '** d) la “maduracién” proteolitica necesaria para formar un TLR
funcional,'* y e) el papel de las nucleasas que degradan rapidamente los acidos nucleicos
propios liberados en el medio extracelular. La alteracion de estos mecanismos de seguridad
contribuye a la aparicion de procesos inflamatorios y autoinmunitarios. Por ejemplo, tan

solo una mayor expresion de los receptores TLR7 y 8 facilita su activacion y propicia la
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"y ; . o 129,130
aparicion de fendmenos autoinmunitarios. =

Incluso, la propia inflamacién mediada por
la presencia de LPS y por INF-y estimula la expresion de TLR9 y favorece su

. -, 131
activacion.

En el LES, los inmunocomplejos (ICs) formados por anticuerpos (Acs) anti-acidos
nucleicos propios estimulan las pDCs a producir grandes cantidades de INF tipo I. Estos
ICs fagocitados via FcyRIIa y liberados en los endosomas en presencia de TLR7 y 9,°%!%
protegen los 4cidos nucleicos propios de las nucleasas extracelulares y facilitan su
internalizacion, permitiendo la activacion aberrante de los TLRs intracelulares. Del mismo
modo, como sucede en Psoriasis, el AMP LL37 también protege los acido nucleicos y
permite su internalizacién en los endolisosomas celulares.”* Otra via para la internalizacién
de los 4cido nucleicos propios al endosoma estd mediada por HMBGI y el receptor de

13% 1.a activacion de los TLRs intracelulares en las

productos altamente glicados RAGE.
pDCs provocara la produccion de grandes cantidades de INF tipo I, una respuesta
inmunitaria adaptativa celular Thl y la caracteristica “dermatitis de interfase” liipica.'”
Por otro lado, estos mismos ICs internalizados en las células B, estimularan sus TLRs y
promoveran la proliferacion de células B autoreactivas y la produccion de autoAcs anti-
nucleares.”*® La aparicién de estos Acs autoreactivos precipitard la aparicién de otras
manifestaciones propias del LES. Asi, la cooperacion entre estas dos estirpes celulares,
(pDCs y células B) contribuye a la progresion y perpetuacion de la enfermedad. Como
denominador comun, los TLRs intracelulares desarrollan una funcion clave en la
enfermedad lupica, hecho bien establecido en modelos animales de lupus y congruente con
los hallazgos en genética y patogenia de la enfermedad.”’’ De hecho, los farmacos
antimalaricos como la cloroquina y la hidroxicloroquina forman parte del tratamiento de la
enfermedad lupica al interferir en el reconocimiento de los acidos nucleicos propios por los

TLR intracelulares.'®

2.6. TLRs en Psoriasis

Teniendo en cuenta el importante papel de los TLRs como receptores centinela y
activadores de la inflamacion ante una sefal de peligro en forma de PAMP/DAMP, estos

receptores podrian estar implicados en el fendomeno inflamatorio de la Psoriasis,
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principalmente en la fase de induccion pero también en la fase efectora participando asi en
la aparicion y en las exacerbaciones de la enfermedad. Concretamente, en Psoriasis, los

TLRs estan implicados en:

1) la activacion del queratinocito para producir citocinas implicadas en la enfermedad
tras el reconocimiento de PAMPs/DAMPs,

2) la activacion de las DCs (pDCs y mDCs) tras el reconocimiento de ICs formados
por LL37 y DNA/RNA propio, y

3) en la promocion del eje IL-23/Th17 induciendo la produccion de 1L-23 en DCs y

macrofagos.

En primer lugar, multiples estudios han demostrado la expresion constitutiva de TLR1-5 y
TLRO en los queratinocitos.®>"*” Ademas, los estudios inmunohistoquimicos muestran una
alteracion en la distribucion y expresion de los TLRs en las placas de psoriasis, con

aumento de la expresion de TLR2 y disminucion de TLR5.'**'*!

La propia presencia de
estos receptores en los queratinocitos sugiere que éstos actian (al igual que en las DCs)
como centinelas en la piel, y capacitan al queratinocito a responder frente a los ligandos de
los TLRs y promover la inflamacion.'” En este sentido, Morizane et al.'* demostraron
coémo los queratinocitos de las placas de psoriasis sobrexpresan TLR9 en comparacion con
la piel sana o la atopica, que dicha expresion estd inducida por LL37 y que ello capacita al
queratinocito a producir grandes cantidades de INF-f en presencia de DNA gendmico o
pequenios fragmentos de CpG. De ello se concluye que el queratinocito, la estirpe celular

mas importante y numerosa de la piel, participa de manera activa en la promocion de la

inflamacion en Psoriasis.

En segundo lugar, multiples investigaciones han demostrado que los TLRs intracelulares,
principalmente TLR7, TLR8 y TLRY, juegan un papel crucial en la activacion y respuesta
inflamatoria de las DCs en Psoriasis. Las pDCs expresan de manera selectiva TLR7 y
TLRY mientras que las mDCs expresan TLR3 y TLRS8.'*® Estos receptores sensores de
acidos nucleicos participan en las fases iniciales de la activacion del SI'y en la pérdida de
la tolerancia a antigenos propios. En efecto, complejos formados por el AMP LL37
(intensamente producido por queratinocitos y neutréfilos en las placas de psoriasis) y DNA

propio liberado por células necroticas son capaces de activar los TLR9 de las pDCs e
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inducir la produccion masiva de INF tipo I.”*"" Al igual que en el LES, LL37 ensambla y
protege al DNA propio de tal modo que escapa de los mecanismos reguladores fisiologicos
(p.e. degradacion por nucleasas extracelulares), facilita su internalizacion y posibilita la
activacion de los TLRs intracelulares sensores de acidos nucleicos.” Los mecanismos por
los que estos acido nucleicos consiguen burlar los mecanismos fisioldgicos y romper con la

tolerancia inmunolégica frente a antigenos propios son complejos y no del todo conocidos.

Del mismo modo, el RNA propio también es capaz de formar complejos con LL37,
protegerse de la degradacion enzimadtica, acceder a los compartimentos endolisosdmicos y
activar TLR7 y TLRS presentes en las pDCs y mDCs, respectivamente.”” La activacion de
TLR7 en las pDCs desencadenard la produccion de mas INF tipo I mientras que la
activacion de TLRS8 en las mDCs provocara la produccion de citocinas pro-inflamatorias
como IL-6 y TNF-a y la maduracion de las propias mDCs, clave para la fase efectora de la
Psoriasis por su capacidad de dirigir una respuesta adaptativa Th1/Th17. Con ello, de
nuevo se rompe la tolerancia inmunoldgica frente a antigenos propios y se contribuye a una

mayor respuesta inflamatoria en la enfermedad.

Aun no se conocen con exactitud como los TLRs intracelulares sensores de acidos
nucleicos son capaces de distinguir entre DNA/RNA microbiano del humano. La gran
mayoria de autores si coincide en sefialar que la localizacion intracelular de los receptores

es clave para tal fin.'*

Habitualmente, la presencia de multiples repeticiones de
nucledtidos CpG presentes en el DNA microbiano evita su degradacion y favorece su
accesibilidad al endosoma y la activaciéon del TLR intracelular. Sin embargo, el DNA
humano con menos repeticiones CpG suele ser degradado por DNAsas (tanto en el medio
extracelular como en el propio endosoma), lo que dificulta su acceso al receptor.'** Otros
mecanismos implicados en evitar la deteccion de DNA/RNA propio son el procesamiento
proteolitico de los TLRs intracelulares para su activacion en el propio endosoma, la
regulacion de la expresion de los propios TLRs y un clearence deficiente de DNA/RNA

122 En Psoriasis, la intensa produccion de LL37 por queratinocitos y neutrofilos en

propios.
la piel y la mayor expresion de TLRY inducida por INF-y facilita la evasion de los
mecanismos de regulacion y la aberrante activacion inflamatoria. En efecto, la gran

cantidad de LL37 en Psoriasis, hecho diferencial con otras patologias cutaneas,'** evita la
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degradacion y facilita el acceso de DNA propio en los endolisosomas permitiendo asi la
activacion de TLRO en las pDCs. Ademas, la capacidad de la pDC en retener los 4cidos
nucleicos endocitados y la expresion constitutiva de IRF7 que media la sefial, propicia la

15 A su vez, esta produccion de INF tipo I

produccion de grandes cantidades de INF tipo 1.
junto con los complejos LL37-RNA propio, potencian la maduracion de las mDCs y la
produccion de citocinas inflamatorias. Todo ello favorece la inflamacion, el desarrollo de

una respuesta inmunitaria adaptativa y la autoinmunidad.'*®

En tercer lugar, varios TLRs se han relacionado con la produccion de IL-23 e IL-17 y la

potenciacion de una respuesta IL-23/Th17, el eje patogénico mas relevante en Psoriasis.

Como se describe en el apartado 1.8.3.2 Fase efectora de la introduccion, las mDCs
productoras de IL-23 son capaces de activar un subgrupo de células Tyd+ a producir
importantes cantidades de IL-17.” En este sentido, Massot et al.'*’ demostraron como las
DCs activadas mediante TLR4 producen IL-23 e IL-1 que, a su vez, inducen a las células
Tyd+ a secretar importantes cantidades de IL-17 e IL-22. Los mismos autores demostraron
cémo en modelos murinos, la estimulacion de las DCs con imiquimod (un analogo de
TLR7) era suficiente para activar estas células Tyd+ e inducir la secrecion de IL-17 e IL-22.
Kinnebrew et al.'*® observaron como la activacion de las DCs de la lamina basal a través
de TLRS inducia la produccion de IL-23, que eventualmente podria activar las células
Tyd+.” La propia IL-17, mediante un mecanismo de feedback positivo favoreceria la
polarizacion de mas células T CD4+ hacia el eje IL-23/Th17. Finalmente, He et al.'*
demostraron en otro trabajo como HMGBI era capaz de activar TLR2 y promover asi una
respuesta Th17 en pacientes con AR. Incluso la activacién de los receptores 2 puede
modular la produccioén de citocinas en las DCs estimuladas por TLR2 y favorecer una

respuesta inmunitaria adaptativa Thl7, hecho que sefiala el estrés como factor

-+ 150
desencadenante en Psoriasis.

Cabe destacar que la importancia de los TLRs intracelulares TLR7, 8 y 9 en Ila
fisiopatogenia de la Psoriasis ha sido contrastada en 2 modelos murinos. En el primer
modelo, imiquimod, un agonista TLR7, es capaz de inducir lesiones psoriasiformes

mediante la activacion de las DCs, la produccion inicial de IFN-a, IL-1, IL-6, G-CSF, IL-
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23 y posteriormente de IL-17 e IL-22."*" En el segundo modelo de Psoriasis inducida por
IL-23, antagonistas de los tres TLR7, 8 y 9 son capaces de suprimir la respuesta Thl y

. . , .. 152
Th17 y revertir las lesiones cutaneas de psoriasis.

Por ultimo, el papel de estos receptores en la fisiopatogenia de la Psoriasis ha motivado el
desarrollo de antagonistas de los TLRs para su tratamiento. Hasta la fecha, dos moléculas
(IMO-3100 antagonista de TLR7 y 9, y IMO-8400 antagonista de TLR7, 8 y 9) han sido
testadas con éxito en el tratamiento de las placas de psoriasis en ensayos clinicos fase II'>>
y otras moléculas similares en desarrollo podrian representar en un futuro proximo nuevas

. , e .. 154
opciones terapéuticas para la Psoriasis.

2.7. Polimorfismos de TLRs en patologia infecciosa e inflamatoria

Existen multiples polimorfismos genéticos que tienen un impacto directo en la funcién de
los distintos TLRs, y otros polimorfismos que alteran la transcripcion y/o ensamblaje del
receptor. Por ejemplo, el SNP rs4986790 que afecta al ectodominio de TLR4 impide la
sefializacién del receptor tras su unién con su ligando LPS."” Estos polimorfismos tienen
una importante repercusion clinica y, de hecho, han sido relacionados con distintas
enfermedades infecciosas, inflamatorias y autoinmunitarias. Esta relacion se establece

principalmente como factor de susceptibilidad o modificador de la enfermedad.''>!*%">7

Por su impacto funcional y su asociacion con distintas enfermedades infecciosas,
inflamatorias y autoinmunitarias, los polimorfismos de TLRs més ampliamente estudiados
son los que se incluyen en la tabla 2. Todos ellos han sido analizados en la presente Tesis

Doctoral.
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Tabla 2. Polimorfismos de TLRs més ampliamente analizados en la literatura cientifica

médica.

SNP ID Gen Cr Localizacion Cambio Cambio Impacto en el
nucledtico aminoacido receptor
1s121917864 TLR2 4 Exon 2 ¢.2029C>T p.R677TW Hipomorfico'*®
155743708 Exon 2 c.2258G>A p.R753Q Hipomorfico'”
1s3775291  TLR3 4 Exon 4 c.1234C>T p.L412F Hipomorfico'®
rs3775296 5 UT c.-7C>A Sin traduccion ~ Disminucion actividad
transcripcional'®'
154986790  TLR4 9 Exon 4 c.896A>G p.D299G Hipomorfico'®
154986791 Exon 4 ¢.1196C>T p.T3991 Hipomorfico'®
1s5744168  TLRS 1 Exon 6 c.1174C>T p.R392>Stop Amorfico'®
15179008  TLR7 X Exon 3 c.32A>T p.Q1IL Hipomorfico'®*
rs352140 TLR9 3 Exon 2 c.2848G>A p.P545P Aumento actividad
transcripcional'®
rs5743836 5 UT c.-1237T>C Sin traduccion Aumento actividad
transcripcional'®®
rs187084 5’UT c.-1486T>C Sin traduccion Aumento actividad

transcripcional'®®

Abreviaturas: SNP = Single nucleotide polymorphism; 1D = identificacion; Cr = cromosoma; TLR = receptor
toll-like; Amorfico = pérdida completa de funcion; Hipomorfico = pérdida parcial de funcion. Nucleétidos: C
= citosina; T = timina; G = guanina; A = adenosina; Aminoacidos: R = asparagina; W = triptéfano; Q =
glutamina; L = leucina; F = fenilalanina; D = aspartico; G = glicina; T = tirosina; I = isoleucina; P = prolina;

Amorfico = pérdida completa de funcion; hipomorfico = pérdida parcial de funcion.

En patologia infecciosa, los polimorfismos mas estudiados pertenecen a los TLRs de
superficie TLR1, TLR2 y TLR4. Distintos SNPs de estos receptores se han asociado a una
mayor susceptibilidad de padecer enfermedades infecciosas como la infeccion por
bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, infecciones fungicas y parasitarias,
tuberculosis, shock séptico, etc.* Por otro lado, las enfermedades infecciosas asociadas a
los polimorfismos de los TLRs intracelulares son de indole virica y otros agentes

microbianos intracelulares.'>®
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Existen pocos estudios que relacionen de manera consistente los polimorfimos genéticos
de TLRs con la enfermedad inflamatorias/autoinmunitarias. Los procesos autoinmunitarios
mas ampliamente estudiados en este aspecto son el LES y la AR. Es de destacar, la
importante asociacion entre varios polimorfismos de TLRs intracelulares como 7LR7,
TLR8 y TLRY con el LES.'”” En AR, miltiples estudios experimentales han demostrado la
implicacion de los TLRs en su patogenia, y la enfermedad ha sido relacionada de manera
convincente con polimorfismos de TLR2, TLR4 y TLR9."*'**'"* Finalmente, apuntar que

TLR7 y TLRS han sido protagonistas asiduos en los estudios de Asma bronquial'®*'"!

>y
que TLR2 parece desarrollar un importante papel en la fisiopatogenia de la Esclerosis

Sistémica,'”* junto con TLR4 y los TLRs intracelulares TLR3, 8y 9.">'"™

Estos receptores fueron seleccionados por nuestro grupo de investigacion a tenor de su
relevante papel en la fisiopatogenia de la Psoriasis. En el momento del disefio y ejecucion
de la presente Tesis Doctoral, no existia ningtin estudio que analizara los polimorfismos de
los TLRs como posible factor de susceptibilidad o modificador de la enfermedad en
Psoriasis, ni como factor predictivo de respuesta del tratamiento con fototerapia UVBnb.
Actualmente, existen tres estudios que analizan esta relacion en distintas poblaciones,

175-177

incluyendo poblaciones de Gran Bretafia, China y Polonia, cuyos resultados se

abordaran en el apartado Discusion.
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3. Receptores linfocitarios CD5 y CD6 y patologia inmunomediada.

3.1. Introduccion

Los receptores linfocitarios CD5 y CD6 son dos glicoproteinas transmembrana fisicamente
asociadas al receptor clonotipico de las células T (TCR) y célula B (BCR). Como
receptores co-sefnalizadores, son capaces de modular la respuesta antigeno (Ag)-especifica
mediada por TCR/BCR en la sinapsis inmunologica e influir en la activacion, proliferacion
y supervivencia de los linfocitos.'”™!” Ademas, CD5 y CD6 son capaces de reconocer por
si mismos PAMPs altamente conservados en la evolucion y, por ello, se clasifican dentro
del grupo de PRRs, concretamente en la superfamilia de los receptores tipo scavenger

o . . ’ 180
(basureros o carroferos) ricos en cisteina (SF-SRCR).

Estos dos receptores guardan una alta homologia estructural y funcional, y teniendo en
cuenta que sus genes estan localizados contiguamente en el cromosoma 11, se postula que
ambos proceden de la duplicacion de un gen ancestral comun, por lo que su estudio debe

s . 181
abordarse en base al conocimiento mutuo.

Ambos receptores se expresan en todas las células T y en un subtipo de célula B,
denominadas células Bla. Si bien poseen un cierto caracter dual, ambos receptores son
considerados inhibitorios ya que modulan negativamente la respuesta mediada por TCR y
BCR."® La complejidad de estos receptores les otorga multiples funciones inmunologicas
entre las que se incluyen la seleccion y desarrollo de los timocitos, la diferenciacion y
hemostasis de los linfocitos, la generacion de células T y B reguladoras competentes
(Tregs y Bregs, respectivamente) y un papel relevante en la modificacion de la respuesta

) . . - . . 1. 1 183,184
inmunitaria anti-neoplasica y la autoinmunidad. ™

CDS5 fue uno de los primeros receptores linfocitarios en ser descritos en la literatura
cientifica. En 1968, Boyse et al.'® caracterizaron este receptor, pero no fue hasta 1982 que
se le asignd su nombre oficial durante una conferencia sobre antigenos humanos de
diferenciacion leucocitaria celebrada en Paris. Posteriormente, el estudio de este receptor

. . , . U] : % 186
se intensificd gracias al desarrollo de las técnicas de inmunogenética. ™ CD6 fue
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1'®7 y ya en 1995 se codifico la secuencia completa del cDNA

descubierto mas tarde en 198
de CD6 humano.'™ En la actualidad, CD5 pero principalmente CD6 son objeto de estudio
en distintos grupos de investigacion dada su importancia en la respuesta inmunitaria, tanto
innata pero principalmente adaptativa. Su papel como reguladores de la respuesta celular
antineoplasica y en patologia autoinmunitaria ha despertado un gran interés, y de hecho,
estos receptores se han convertido en dianas terapéuticas en distintas disciplinas médicas

189- . .
1 En efecto, la modificacion de la

como la oncologia, la neurologia y la dermatologia.
respuesta mediada por CD5 y CD6 estd siendo explorada en miras de desarrollar
tratamientos inmunodirigidos, y prueba de ello es el nuevo farmaco biolégico anti-CD6

(itolizumab) ensayado en psoriasis y otras enfermedades inflamatorias."”*'%°

3.2. Receptor linfocitario CD5
3.2.1. Estructura, expresion y ligandos de CD5

CD5 es un receptor monomeérico formado por una glicoproteina de membrana tipo I de 67
kDa perteneciente a la SF-SRCR y constituido por una region extracelular con 3 dominios
SRCR tipo B (D1, D2 y D3), una region transmembrana y otra citoplasmatica encargada de
la transduccién de sefiales (figura 1)."”° El dominio citoplasmatico carece de actividad
catalitica intrinseca pero presenta distintos motivos con residuos Ser, Thr y Tyr
susceptibles de ser fosforilados por Ser/Thr-cinasas (como PKC, CaMK-II, CK2) y Tyr-
cinasas (como Lck y Fyn) y convertirse en puntos de anclaje para distintas proteinas
transductores de senales entre las que se incluyen enzimas a) pro-activadoras como Lck,
PI3K, CaMKII o PKC implicadas en la transcripcion de genes pro-inflamatorios como IL-
2/IL-2R, b) reguladoras negativas como c-Cbl, Ras-GAP, SHP-1, que modulan
negativamente la respuesta de TCR/BCR, y ¢) CK2, implicada en la supervivencia celular

y la resistencia a la apoptosis.'”®

Este receptor se expresa en todas las células T (tanto del linaje aff como yd) y en una
subpoblacion de células B denominada Bla, implicadas en la produccion de Ac
polireactivos de baja afinidad y en procesos autoinmunes (p.e. el LES, la AR o la DM tipo
I) y linfoproliferativos (p.e. la leucemia linfocitica cronica, la leucemia de células peludas

o el linfoma del manto)."”” Durante el desarrollo de los timocitos, CD5 se expresa muy
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precozmente y ejerce un importante papel en los procesos de seleccion negativa/positiva de
las células T. En periferia, el nivel de expresion de CDS5 es variable, y en orden decreciente
se expresa en células T CD4+ TCRof > células T CD8+ TCRap > células TCRyd (a
excepcion de las células localizadas en el epitelio intestinal que son CDS5-) y por ultimo en

"% Las células T y B con mayor expresion de CD5 son las células con

las células Bla.
funcién reguladora (Tregs y Bregs)'” y las células anérgicas resultantes de la estimulacion

, . ’ r 200
cronica por Ag enddgenos o exogenos.

Entre los ligandos enddgenos descritos de CDS5 se incluyen CD72 (expresado en células B),
gp35-37, gp77-80, gpl150, la region framework 1gVy de las inmunoglobulinas y el propio
CD5 que se unen a los distintos dominios SRCR del receptor (figura 13)."° Sin embargo,
muchos de estos ligandos no estan bien caracterizados, su papel fisioldgico mal descrito y
no han sido replicados por otros grupos de investigacion. Aunque también cuestionado

recientemente”’!

se ha descrito a IL-6 como ligando de CD5 en células Bla, hecho que
favoreceria su proliferacién y eventualmente una respuesta antitumoral defectuosa.’”
Como PRR, CDS5 es capaz de reconocer con una alta afinidad PAMPs presentes en la
particula fungica zimosan como son los -glucanos, de forma anéloga a lo reportado para
Dectin-1, el principal receptor de B-glucanos en células hematopoyéticas *° Ademas, CD5

T** por lo que

parece ser necesario para la entrada del virus de la hepatitis C en células
podria ser capaz de reconocer también otros virus al igual que otros receptores de la

SRCR-SF.
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Figura 13. Representacion esquematica de las interacciones extracelulares e intracelulares mediadas

por CDS5. Los flechas

indican el dominio extracelular al que se une cada ligando. Las moléculas

transductoras de sefiales intracelulares que se asocian a CD5 aparecen yuxtapuestas a los residuos

fosforilables Tyr (Y),

Ser (S) y Thr (T) con los que interaccionan. Tomada de Consuegra M et al,

Crit Rev Immunol 2015

3.2.2. Funciones inmunologicas de CD5

Dada su naturaleza y

senales capaz de transmitir, este receptor presenta multiples funciones inmunoldgicas que

capacidad de unién a distintos ligandos y la gran diversidad de

se detallan a continuacion.

3.2.2.1.

El receptor CDS5 esta fisicamente asociado al receptor Ag-especifico de células Ty B (TCR
y BCR) formando parte del complejo supramolecular de activacion de la sinapsis
inmunolégica. Ello permite a CD5 ejercer como receptor accesorio y modular la senal

principal mediada por TCR/BCR mediante su asociacion a las proteinas sefalizadoras

CD5 como modulador de la respuesta Ag-especifica de TCR/BCR

. . 182
anteriormente descritas.
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Inicialmente se pensd que CD5 era un receptor co-estimulador.”® Sin embargo, estudios
con ratones deficientes en CD5 (CD5”) evidenciaron su capacidad de modular
negativamente las sefiales de activaciéon y diferenciacion mediadas por TCR/BCR.'** En
efecto, los timocitos de ratones CD5”" se mostraron hiper-respondedores a la estimulacion
via TCR evidenciado por una mayor movilizacion de Ca2+ intracelular y fosforilacion de
proteinas transductoras de sefiales.””® Las células Bla de ratones CD5™" también mostraron
una mayor activacion via BCR, mayor resistencia a la apoptosis y una proliferacion

20
aumentada.?"’

En el timo, CDS5 juega un papel fundamental en la seleccion y supervivencia de los
timocitos al modular el umbral de activaciéon de TCR durante los procesos de seleccion
positiva y negativa, y promover la supervivencia celular (ver mas adelante).*”® En la
periferia, la expresion en membrana de CDS5 sigue siendo clave para modular el umbral de
activacion tanto via TCR como BCR en las células T y Bla, respectivamente; es decir, una
menor expresion de CD5 en membrana disminuird el umbral de activacion via

TCR/BCR.2”

3.2.2.2.  CDS5 en la polarizacion de las células T CD4+

CDS5 también parece ser importante en la diferenciacion de la respuesta inmunitaria
adaptativa. Estudios con el modelo experimental de encefalitis autoinmune (EAE) en
ratones con deleccion especifica para la union de CK2 en la cola citoplasmatica de CD5
demostraron que dichos ratones presentaban formas menos severas de la enfermedad y una

menor polarizacion de células patogénicas T CD4+ en Th2 y Th17.2"°

Mas especificamente,
de Wit et al.*'" observaron como CD5 a través de la expresion del receptor IL-23 ejercia un
estimulo persistente para la polarizacion de células T naive en Th17. Finalmente, McGuire
et al.*'? describieron el mecanismo molecular a través del cual CD5 participaba en la
polarizacion Thl7. Estos trabajos demuestran un papel relevante de la sefial mediada por
CD5-CK2 en la polarizacion de las células T CD4+ en Thl7, estirpe celular clave en la

fisiopatogenia de la psoriasis.
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3.2.2.3. CDS5 en la supervivencia del linfocito

Las primeras evidencias del importante papel de CDS5 en la supervivencia de las células T
y Bla se obtuvieron en modelos de EAE con ratones CD5™". Las células T de estos ratones
eran incapaces de sobrevivir tras su activacion y proliferacion y entraban en apoptosis por
AICD (activated induced death cell).*"> Consecuentemente, los ratones presentaban una
forma leve y retardada de la enfermedad. En un segundo estudio, se observo que la muerte
celular inducida en células T CD8+ sensibilizadas a Ag tumorales era inversamente

proporcional a la expresion de CD5.>"

De acuerdo con el papel regulador negativo de CDS5,
las células T CD8+ infiltrantes de tumor con menor expresion de CD5 mostraron una
mayor respuesta anti-tumoral pero a su vez una menor supervivencia celular por AICD, por
lo que la respuesta anti-tumoral resultante era menos eficaz.*'* En el timo, el importante
papel que desarrolla CD5 no solo se explica porque modula el umbral de activacion de

TCR sino porque también determina la supervivencia del timocito, permitiendo a la célula

. , so: 215
T en desarrollo ser seleccionada y ademas, sobrevivir.

El mecanismo intracelular por el que CDS5 favorece una mayor supervivencia no se conoce
bien pero implica a las proteinas transductoras de sefiales CK2, PIK3 y Akt que activarian
proteinas pro-supervivencia como Bcl-2 o Bcl-xl, y la inhibicion de proteinas pro-
apoptoticas como caspasas, FasL y Bid.'”?'**'**!'" Por otro lado, la supervivencia en las
células Bla requiere un estimulo persistente Ag-especifico mediado por BCR y la
produccion de IL-10 dependiente de CDS5; en ausencia de CDS5, la produccion de IL-10
disminuye y la activacion persistente de BCR induce la muerte celular de las células

Bla.'™

3.2.2.4. CDS5 en la tolerancia inmunolégica

CD5 también tiene un papel fundamental en el mantenimiento de la tolerancia
inmunologica ya que participa en la seleccion y maduracion de los timocitos en desarrollo
influyendo en el control de la reactividad frente a Ag propios. Este hecho es especialmente

2% Estas son seleccionadas por la gran avidez de su TCR

importante para las células Tregs.
por el Ag, por lo que requieren de la presencia de CD5 para modular la activacion de TCR,

favorecer su supervivencia y permitir su desarrollo. Por ello, la intensa expresion de CD5
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es un rasgo caracteristico de las células Tregs."”” Ademas, CD5 capacita a las Treg para ser

funcionalmente competentes.'””

Por otro lado, la mayor expresion de CDS5 tanto en células T como B periféricas se asocia a
una anergia en la respuesta Ag-especifica.’’® Henderson et al. observaron como una
elevada expresion de CDS5 favorecia el desarrollo de Tregs y favorecia la tolerancia
inmunolégica en células T autoreactivas.”'” Por ello, la regulacion de la expresion de CD5
representa un mecanismo de induccion de tolerancia inmunoldgica. Al contrario, un déficit
en la sefial mediada por CD5-CK2 puede comprometer la supervivencia de células T
autoreactivas y fracasar en el desarrollo de un proceso de autoinmunidad. Este hecho ha
sido demostrado en un modelo murino de EAE en el que las células T autoreactivas con
respuesta CD5-CK2 deficitaria presentaban una menor supervivencia en comparacion con
los ratones wild type y, en consecuencia, una menor capacidad de desarrollar la

enfermedad.?!®

Por ultimo, sefialar que la alta expresion de CDS5 también es una caracteristica de las
células Bla reguladoras, actualmente denominadas B10 por su capacidad de producir IL-
10.*° Quiza la importancia de CD5 tanto en las células Tregs (como Bregs) sea uno de los
motivos por los que los ensayos preliminares con terapias anti-CD5 en enfermedades

inmunomediadas hayan fracasado.

3.2.2.5. CD5 como PRR

Los ectodominios SRCR de CD5 son capaces de reconocer PAMPs propios de hongos
como los B-glucanos presentes en las particulas de zimosan y en las paredes celulares de
multiples especies fungicas como son Aspergillus fumigatus, Candidad albicans y
Criptococcus neoformans. El reconocimiento de estas moléculas provoca la activacion de

la via MAPK y la produccion citocinas proinflamatorias.' ™

En conclusion, desde un punto de vista inmunolédgico, el receptor linfocitico CD5 es un

receptor regulador de la respuesta inmunitaria de caracter multifuncional. Por un lado,
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interviene a) en la modulacion de la respuesta mediada por TCR y BCR en células Ty Bla
respectivamente, b) en la supervivencia celular linfocitaria, c¢) en la tolerancia

inmunolégica, y d) en el reconocimiento de PAMPs asociados a hongos (y virus).

3.2.3. Impacto de CDS en patologia inmunomediada

Teniendo en cuenta el papel de CDS5 en la modulacion de la sefial de reconocimiento Ag-
especifica mediada por TCR/BCR, en su funcion en el desarrollo y homeostasis de las
distintas poblaciones linfocitarias y en la tolerancia inmunoldgica, no es de extrafiar que
este receptor haya sido motivo de estudio en distintas enfermedades inmunomediadas y en

distintos ensayos con fines terapéuticos.

En la actualidad, disponemos de multiples evidencias que implican a CDS5 en
enfermedades inmunomediadas tanto desde el punto de vista experimental, genético, asi
como terapéutico. El aumento de linfocitos B CD5+ ha sido asociado con diversas
patologias inmunomediadas incluyendo la esclerosis multiple (EM),”*' la AR,*** LES,”****

la Tiroiditis de Grave-Basedow,”* determinadas nefropatias o la Diabetes Mellitus (DM)

226 227,228

tipo .7 Esta poblaciéon B CD5+ es responsable de la produccion de autoAc, aunque
nunca se ha demostrado una correlacion directa entre los niveles de estas células con la
gravedad de la enfermedad.”® Por otro lado, la forma soluble de CD5 (sCDS5) han sido

230

asociada con el sindrome de Sjégren (SS) **°, la Dermatitis Atépica™' y el Sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica (SIRS).***

En el modelo experimental murino de EM conocido como EAE, los ratones CD5™"
mostraban un retraso en la aparicion de los sintomas y un fenotipo de enfermedad mas
leve®” consecuencia de una mayor muerte celular por AICD debida a la hiperreactividad
de las células patogénicas T CD4+ y a una menor infiltracion del Sistema Nervioso Central
(SNC).*'® Por otro lado, ratones transgénicos que expresan constitutivamente sCD3

233
Estos

humano (con efecto decoy receptor) desarrollan una forma més grave de EAE.
datos aparentemente dispares son dificiles de interpretar pero podrian explicarse por
diferencias con respecto al momento y a la pauta de administracion asi como por la mutua

activacion de sCDS5 y el receptor CDS unido a membrana.
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3.2.4. Polimorfismos de CDS5 en la enfermedad inmunomediada

El gen humano CD35 presenta distintas variantes genéticas no sindnimas debidas a cambios
de un tnico nucleotido (SNP, Single Nucleotide Polymorphism). Entre ellas, destacan dos
presentes en la raza caucasica en frecuencias relativamente altas: rs2241002 (C>T; P224
>L) que presenta una sustitucion Pro>Leu en la posicion 224 del segundo dominio (D2)
extracelular, y rs2229177 (C>T, A471>Val) una sustitucion de Ala—=>Val en la posicion 471

234

adyacente a un motivo citoplasmatico pseudo-ITAM.”" Los individuos con la variante

Ala471 presentan respuestas linfoproliferativas T mas intensas que los portadores de la

variante Val471%*

. Ello podria explicar por qué este SNP ha sido motivo de seleccion
reciente en la evolucion de la especie humana, posiblemente por la presion de ciertos

agentes ambientales no identificados.*”

Hasta la fecha, existen pocos estudios que hayan asociado polimorfismos de CD5 con
enfermedades autoinmunitarias. CDJ5 ha sido identificado como gen de susceptibilidad en
la AR en un estudio de mapeo genético de alta densidad, identificindose como probables
SNPs responsables a rs595158 y 1s2229177.2° Por otro lado, Cenit et al.”** demostraron
que los portadores del alelo de riesgo rs2241002¢ (Ala471) presentaban una hiperactividad
en la respuesta de TCR y un mayor riesgo de desarrollar nefritis lipica. Se ha postulado
que ambas enfermedades aparecen cuando se pierde la tolerancia frente a las células
apoptoticas. En este sentido, Miles et al.”*’ demostraron la importante funcion de las
células Bla en mantener la tolerancia frente a células apoptoticas mediante la secrecion de
Ac naturales polireactivos de baja afinidad e IL-10. Tanto los Ac polireactivos como IL-10
aceleran el aclaramiento de células apoptoticas por parte de los macrofagos evitando la
aparicion de fendmenos autoinmunitarios. Ademas, es conocido que multiples genes
asociados a enfermedad autoinmunitaria se comparten en los distintos procesos
autoinmunitarios, por lo que podria considerarse a CD5 como un nuevo factor de riesgo o

. , . . . . 238
modificador fenotipico de la enfermedad autoinmunitaria.
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3.2.5. Terapias inmunodirigidas y CDS en patologia inmunomediada y

oncologica

CD5 ha sido usado como diana terapéutica en distintas patologias inmunoldgicas.
Numerosos grupos de investigadores han descrito la experiencia del uso de anticuerpos
monoclonales (AcMos) anti-CD5 conjugados a toxinas con el fin de inducir la deplecion
de las células CD5+ en distintas patologias como DM tipo 1,”° LES**” y AR.**' Si bien los
resultados preliminares parecian ser favorables, los efectos citotoxicos por deplecion de
células CD5+ y otras multiples reacciones adversas desestimaron el uso de los AcMos anti-
CD5.** Los primeros estudios que demostraron la utilidad de AcMos anti-CD5 en
enfermedad inflamatoria se desarrollaron en modelos animales como la artritis inducida
por colageno (CIA) y la glomerulonefritis mesangial-proliferativa.** Sin embargo, el uso
translacional de estos anticuerpos (Ac) en humanos mostré resultados insatisfactorios. En
los primeros estudios pre-eliminares en AR se observaron resultados alentadores; sin
embargo, un posterior ensayo clinico con 104 participantes fracasd6 en demostrar su
eficacia.”** La terapia con AcMos anti-CD5 también fue también testada en un estudio con
6 pacientes afectos de LES en el que se observd mejoria de la nefritis en tan solo 2 de

240

ellos.”™ Del mismo modo, estos anticuerpos también se utilizaron en la prevencion del

rechazo de trasplante de médula 6sea, pero mostraron una baja efectividad y, en ocasiones,

245.246 probablemente, la

se asociaron al empeoramiento del estado de algunos pacientes.
naturaleza quimérica de los AcMos utilizados, la potencia de los fArmacos en la deplecion
de las células CD5+ y la multifuncionalidad de la diana terapéutica presente en células T y
Bla tanto efectoras como reguladoras explica el fracaso de estos primeros ensayos

terapéuticos en la enfermedad inmunomediada.

Las terapias anti-CD5 se han utilizado con mayor éxito en el campo de la oncologia para
potenciar la respuesta citotoxica de las células T sensibilizadas frente a antigenos
tumorales. El bloqueo de CDS5 favorece una mayor reactividad de estas células contra las
células neoplasicas, y si bien presentan una mayor muerte celular por activacion, esta

. ., oy . 183
intervencion terapéutica conduce a una mayor regresion del tumor.

Otra estrategia es el
uso de la forma soluble del receptor sCDS5. De este modo, sCD5 se une a sus ligandos
evitando la unién de éstos en el receptor transmembrana y asi su funcion inhibitoria de

CDS5 (efecto decoy receptor). La mayor respuesta anti-tumoral de este intervencion
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terapéutica se atribuye a una menor actividad de las poblaciones Treg y Breg y a un

aumento en el nimero de NKT.>*

Un aspecto importante a tener en cuenta con la terapias relacionadas con CDS5 es la
dualidad de este receptor; si bien el bloqueo de CDS5 se asocia a una mayor efecto
antitumoral (suprime la inhibicion de CDS5 sobre el TCR de linfocitos respondedores frente
a Ag tumorales), este mismo efecto puede favorecer la aparicion de fendmenos
autoinmunitarios permitiendo una mayor reactividad de células T sensibilizadas frente Ag

propios.**’

Por el contrario, la estimulacion de CDS5 puede disminuir la reactividad
inflamatoria y beneficiar al paciente con enfermedad inmunomediada, pero a su vez,
disminuir la inmunovigilancia frente a células neoplasicas y favorecer la aparicion de
enfermedades neoplasicas. Ademads, hay que tener en cuenta que CDS5 estd presente tanto
poblaciones de células T efectoras CD4+ y CD8+ como Tregs, por lo que las terapias anti-
CD5 (no especificas para subpoblaciones linfociticas) pueden presentar efectos

inmunologicos dispares e incluso contradictorios. Quiz4, la dualidad de este efecto motive

el fracaso de las terapias anti-CDS5 utilizadas hasta la fecha en la patologia inmunomediada.

3.3. Receptor linfocitico CD6
3.3.1. Estructura, expresion y ligandos de CD6

Al igual que CDS5, CD6 es un receptor monomérico constituido por una glicoproteina de
membrana tipo I de 105-130 kDa perteneciente a la SF-SRCR. Consta de una region
extracelular compuesta por 3 dominios SRCR tipo B (D1, D2 y D3), una regioén
transmembrana y otra citoplasmatica responsable de la transduccion de senales

196

intracelulares. ™ El gen CD6 contiene 13 exones (6 para la region extracelular, 1 para la

transmembrana y otros 6 para la citoplasmatica) cuyo splicing alternativo puede dar lugar a
distintas isoformas que afectan principalmente a su region citoplasmaticas pero también a

., : S . . 181,24
su region extracelular, modificando asi la integridad funcional del receptor.'®'**’

El dominio citoplasmatico responsable de la transmision del sefial no tiene actividad

catalitica propia pero presenta distintos motivos susceptibles de ser fosforilados; a)

247

motivos Thr/Ser™" constitutivamente fosforilados por CK2 y PKC, necesarios para la
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activacion de MAPK (mitogen-activated protein kinasas),”*® y b) residuos Tyr** que son
fosforilados tras la activacion de TCR por Lck o ZAP-70 y que sirven de anclaje para otras
proteinas transductoras con dominios SH3 y SH2 como TSAd, GADS, syntenin-1 y SLP-
76 (ver figuras 14 y 15).2°%? Ademas, la activacion de CD6 y TCR induce la entrada
masiva de Ca*" que a su vez podria regular algunos miembros de la familia de tirosin-
cinasas (PTK). No obstante, la via de transduccion intracelular de CD6 estd aun por

caracterizar completamente.

Figura 14. Isoformas del receptor
linfocitico CD6. A la izquierda se
muestra la isoforma completa del
receptor. En el centro, la isoforma
CD6AD3 desprovista del D3 por lo
que no  puede unirse a
CD166/ALCAM. A la derecha,
multiples isoformas con cambios en
su cola citoplasmatica. Libre, la
forma soluble del recetor que carece
de  region  transmembrana y
citoplasmatica (sCD6); producto de
la escision del receptor tras su
activacion, y  representa  un
mecanismo de regulacion que evita
su hiperactividad. En verde, las
distintas proteinas accesorias con
capacidad catalitica. Adaptada de
Consuegra-Ferndandez M et al,
Autoimmun Rev 2018.7”

LEY) AV

CD8AD3

CDBACyt

CD6 se expresa en células T y en una subpoblacion de células B (Bla) y NK, asi como en
algunos precursores hematopoyéticos y determinadas células cerebrales.'” Los timocitos
expresan CD6 con intensidad creciente a lo largo de todas las etapas de su desarrollo y su
expresion se correlaciona directamente con la resistencia a la apoptosis. En sangre
periférica, las células T CD4+ expresan mas intensamente CD6 que las células T CD8+.
Por otro lado, las células Treg y las células CD4+ y CD8+ activadas o memoria efectoras
(CD45RACCRT) expresan niveles bajos de CD6 respecto a las células T naive o de
memoria central (CD45RACCR7").>*
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Figura 15. Representacion esquematica de las interacciones extracelular e intracelulares mediadas por
CD6. Las moléculas transductoras de sefiales intracelulares que se asocian a CD6 aparecen junto a los
residuos fosforilables Tyr (Y) y Thr (T)/ Ser (S) con los que interaccionan. Tomada de Sarukhan A et al,
Curr Drug Targets. 2016.7”

CD6 si presenta un ligando bien conocido, CD166/ALCAM (Activated Leukocyte Cell
Adhesion Molecule), una molécula de adhesion perteneciente a la superfamilia de las
inmunoglobulinas y ampliamente expresada en células del endotelio, en la piel y en
distintos epitelios (incluyendo el del timo, tubo digestivo, pancreas, higado, rifion, cortex
cerebral), en el tejido linfatico, la médula oOsea, el bazo y en células inmunitarias
incluyendo células T activadas y células presentadoras de antigeno (APC) como las DCs,
los macrofagos y las células B.>>° CD166/ALCAM y CD6 participan en contactos célula-
célula, en los procesos de migracion celular y en la transmision de sefiales entre células.'”
La unién heterofilica entre estos dos receptores se establece entre el D3 de CD6 (el mas
proximo a membrana) y el dominio N-terminal (V1) de CD166/ALCAM en una
estequiometria 1:1 y con una afinidad entre 10 y 100 mayor que la avidez entre la union

homofilica CD166/ALCAM-CD166/ALCAM.*’ Otro ligando recientemente descrito de
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CD6 es CD318/CDCP-1 (CUB-domain containing protein 1). Se trata de un receptor de
membrana expresado en los queratinocitos activados por INF-y y en los fibroblastos de la
membrana sinovial, entre otras células epiteliales y mesenquimales, si bien su funcion en la

. . T . . 1258
regulacion de las respuestas inmunitarias aun no ha sido estudiada.

Como PRR, CD6 también puede unirse a determinados patrones moleculares asociados a
patdgenos o dafo tisular (PAMPs y DAMPs, respectivamente). Concretamente, CD6 se
une con gran avidez a PAMPs presentes tanto en bacterias Gram+ (peptidoglicanos (PGN)
y 4cido lipoteico (LTA)) como en bacterias Gram- (LPS).>***° De este modo, CD6 parece
complementarse con su receptor “hermano” CDS5 ampliando el abanico de PAMPs capaces
de identificar; mientras que CDS5 es capaz de identificar estructuras fungicas, CD6 ha
evolucionado para poder reconocer estructuras bacterianas.'”® Ademas, CD6 también
interactia con el loop V3 de gpl20, la principal glicoproteina del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) implicada en la penetracién en las células CD4+.>> En
cuanto a DAMPs se refiere, CD6 es capaz de unirse a Galectina-1 y -3, expresada en
células inflamatorias y no-inflamatorias e implicadas en procesos celulares como la
adhesion, la migracion, la diferenciacion, la proliferacion y la muerte celular. Es de
destacar que Galectina-1 y -3 al unirse a CD6 interfieren en la activacion por
superantigenos y en la adhesion mediada por CD6-CD166/ALCAM, y que la expresion de

CD6 protege a las células de la apoptosis inducida por Galectina-1 y -3.%'

3.3.2. Funciones inmunoldgicas de CD6

Como se ha comentado anteriormente, CD6 actia como receptor de adhesion y de
transduccion del sefial intracelular gracias a su ligando CD166/ALCAM y probablemente
también a CD318 y Galectinas 1 y 3. En primer lugar, CD6 participa en la formacion y

262-264

estabilizacion de las uniones entre las células T/Blay las APCs, pero también pueden

participar otros tipos celulares CD166/ALCAM+ como células epiteliales, endoteliales,

fibroblastos u osteoblastos.**>%

En segundo lugar, durante estas uniones, las sefales
derivadas de CD6 modulan la sefial principal generada por TCR/BCR tras el

reconocimiento de péptidos presentados en moléculas MHC tipo I o 1.
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3.3.2.1. CD6 en la interaccion célula-célula y su participacion en la

sinapsis inmunologica

Varios estudios han demostrado el papel fundamental de la interaccion CD6-
CDI166/ALCAM en el contacto célula T-APC** La interaccion entre CD6-

CD166/ALCAM estabiliza la union entre las células T y las distintas APCs y da el tiempo

264

suficiente pata que se establezca una correcta sinapsis inmunolédgica.”™" La alteracion de la

union CD6-CD166/ALCAM podria condicionar una deficiente sefial mediada por TCR y

en consecuencia una menor proliferacion tras la estimulacion alogénica de las células T.'”

Mas importante si cabe, CD6 funciona como co-receptor linfocitico y es capaz de modular

la sefial principal mediada por TCR/CD3 gracias a su funcion como receptor transductor de

267

sefales y a su intima relacion fisica con TCR.”™" Como se ha mencionado anteriormente la

cola citoplasmatica de CD6 posee multiples residuos Ser/Thr/Tyr fosforilables de forma

constitutiva o inducible tras la activacion de TCR**

250-252,263,267,268

que sirven de punto de anclaje de otras
proteinas transductoras de senales. De este modo, CD6 actia como un centro
de sefializacion adicional y/o alternativo a LAT (Linker of activation of T cells) y modifica

y diversifica la sefial mediada por TCR/CD3 en las células T (figura 16).>°

Los primeros estudios in vitro y otros mas recientes sugirieron que CD6 actuaba como una

5 : 248,262,263,269-
molécula co-estimuladora’*®:262-263.269-271

La primera evidencia en contra del papel co-
estimulador de CD6 se observd en un estudio que demostrd que la sobreexpresion de CD6
minimizaba las sefiales iniciales (movilizacion de Ca®") y las tardias (produccion de IL-2)
en las células T activadas.”’> Posteriormente, los estudios experimentales con ratones CD6”
" han posicionado a CD6 como un regulador negativo ya que aumenta el umbral de

184,190,272

activacion de la respuesta mediada por TCR. De hecho, tras la estimulacion de

TCR, la ausencia de CD6 convierte a timocitos inmaduros y células periféricas T en

hiperreactivos y mas proclives a la muerte por AICD.'¥1%02>4

El mecanismo molecular por
el que CD6 actuaria como freno de la respuesta TCR es desconocido pero se especula que
podria estar implicado CD5. Probablemente, la complejidad de este receptor con un gran
potencial de transduccion del sefial intracelular y localizado en un lugar privilegiado en la
SI le otorga un caracter dual con funciones estimuladoras y otras inhibitorias dependientes

del contexto inmunolodgico y el tipo de célula T estimulada.
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Figura 16. CD6 como receptor transductor y modulador de la sefial mediada por
TCR/BCR. Tras la activacion de TCR, Zap70 fosforila los residuos Tyr de CD6
permitiendo asé el acoplamiento de SLP-76. Esta proteina adaptadora activara distintas
cascadas enzimaticas para la diversificacion del sefial intracelular. Tomada de Roncagalli
R et al, Nature Immunol 2014.%%

Por otro lado,”***** CD6 como molécula de adhesion participa también en el trafico celular

7 el tejido

a través del endotelio a distintos tejidos lesionados como el cerebro en la EAE,
sinovial en la artritis*™* o la piel, gracias ligandos como CD166/ALCAM*® y posiblemente

también CD318 y Galectina-1y -3.

3.3.2.2.  CD6 en la seleccion y maduracion de la célula T en el timo y en la

hemostasis de la células T periféricas

CD6 esta implicado en la seleccion y maduracion de las células T en el timo mediante la
modulacion del umbral de activacion de TCR y la supervivencia celular.”*”*” Estudios con
ratones CD6”~ muestran una menor produccién de células T CD4+ y CD8+ timicas por una

184
8 Por

mayor seleccion negativa consecuencia de un menor umbral de activacion de TCR.
otro lado, este receptor también estd implicado en la hemostasis de las distintas

subpoblaciones T en la periferia incluyendo células T efectoras y reguladoras. El déficit de
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184,190

CD6 provoca una menor polarizacion celular Thl y Th17 pero una mayor induccion

’ . 179,190
de células T memoria y reguladoras. ™

Este fenomeno junto con un menor trafico e
infiltracion celular en los tejidos diana (por una hipotética funcién deficitaria atribuida

también a CD6), son la base del tratamiento anti-CD6 en patologia autoinmunitaria.

3.3.2.3.  CDG6 como receptor reconocedor de patrones moleculares

Al igual que CDS5, CD6 también es capaz de reconocer y unirse a PAMPs en este caso
asociados a bacterias tanto Gram+ (LTA y PGN) como Gram- (LPS). Estas toxinas
provocan la secrecion de grandes cantidades de citocinas en el huésped humano
responsables de una gran reaccion inflamatoria y eventualmente de disfuncion

multiorganica y shock séptico.”’®

De este modo, el uso terapéutico de una forma soluble
del receptor CD6 capaz de unirse a LPS y LTA, bloquea dichas particulas bacterianas vy,
evita la liberacion de importantes cantidades de citocinas que eventualmente podrian
conducir al shock séptico.”®® Teniendo en cuenta el papel inhibidor de CD6 y CD3, y su
funciébn como receptores centinelas capaces de detectar la presencia de estructuras
bacterianas y flingicas, se postula que estos receptores podrian ayudar a a) favorecer solo la
activacion de las células con alta afinidad y permitir una respuesta anti-bacteriana eficaz y,

b) evitar la estimulacion de las células con baja afinidad y la aparicion de fendmenos

autoinmunitarios.”’’

3.3.2.4. CD6 en las células B

La funcién de CD6 en las células B ha sido poco estudiada. Los estudios disponibles
muestran que CD6 se expresa selectivamente en células Bla del bazo, higado neonatal o
sangre periférica, pero no en la médula 6sea ni cavidades peritoneales. Los ratones CD6”"
muestran niveles inferiores de anticuerpos naturales poli-reactivos de tipo IgM junto con
disminucioén de la subpoblacion Bla, hecho que sugiere que CD6 esta implicado en la

. <z . res 278
homeostasis de esta subpoblacién linfocitica.”’
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En definitiva, CD6 es un receptor implicado en la adhesion célula-célula y la modulacion

de la respuesta inmunitaria adaptativa con una funcién multifacética relevante en:

1) laseleccion y maduracion de las células T en el timo,

2) la migracién de células T,

3) laregulacion en la activacion y proliferacion de las células T y Bla periféricas,
4) la maduracion de células Treg funcionalmente activas, y

5) el reconocimiento y respuesta inflamatoria de PAMPs bacterianos.

3.3.3. CD6 en las enfermedades inmunomediadas

Si bien el abordaje del estudio de CD6 se ha desarrollado con posterioridad al de CDS5,
existen actualmente evidencias mas solidas de su implicacion en enfermedades
inmunomediadas que le otorgan una posicidon muy atractiva como diana terapéutica. Como
receptor accesorio capaz de modular respuesta principal mediad por TCR/BCR e influir en
la activacion, diferenciacion y supervivencia celular de la célula estimulada, es facil
comprender que CD6 pueda estar implicado en la fisiopatogenia de la enfermedades

inmunomediadas y que, incluso, sea susceptible de ser interceptada con fines terapéuticos.

3.3.4. Evidencia experimental de CD6 en patologia inmunomediada

CD6 ha sido relacionada con la EM, la AR y el LES, y ha sido objeto de estudios en los
modelos animales pertinentes. La EM es una enfermedad neuroldgica mediada por células
T autoreactivas. Ademdas, CD166/ALCAM que media el trafico leucocitario se expresa de
manera preferente en la barrera hemato-encefélica de pacientes con EM activa y en el

273 Utilizando dicho modelo en ratones CD6'/', Li et

modelo experimental murino EAE.
al.'”® observaron una respuesta inmunitaria celular reducida, una menor infiltracion de la
médula espinal por células T y una menor gravedad de la enfermedad. La ausencia de CD6
se asocid a una mayor activacion de células T pero a su vez, a una menor supervivencia y
proliferacion y, en consecuencia, a una menor polarizacion Thl y Th17 responsable de la
enfermedad. Las células T CD6” mostraron también una menor capacidad transmigratoria

por el endotelio cerebral. Ademas, los mismos autores, demostraron que con el uso de un

AcMo anti-CD6 el fenotipo patolégico en el modelo de EAE mejoraba drasticamente.'””
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CD6 ha sido relacionado con la AR por su funcién como molécula de adhesion en la
migracion celular. Las células sinoviales expresan tanto CD166/ALCAM como CD318 (y
Galectinas 1 y 3), todos ligandos de CD6, y estas interacciones han demostrado mediar la
adhesion entre las células T y los fibroblastos de la sinovial del tejido articular y del
hueso.”**” Sin embargo, la influencia de CD6 en otros modelos experimentales ha
mostrado resultados inesperados. En el modelo experimental de AR denominado CIA
(Collagen-Induced Artritis), los ratones CD6”" mostraron una mayor incidencia,
precocidad y gravedad de la enfermedad en comparacion con los controles. Ello se
asociaba a una mayor expresion de TNF e IL-6 en las articulaciones y una menor expresion
de marcadores Treg como FoxP3. Estos resultados son congruentes con el hecho que un
déficit en CD6 favoreceria la induccion de una respuesta autoinmunitaria Th17 frente al

. . 184
colageno en el contexto de una menor actividad supresora Treg.

En cuanto al estudio al estudio de CD6 en un modelo de lupus-like inducido por
enfermedad crénica de injerto contra huésped (cGvHD), los ratones CD6” mostraron
niveles mas elevados de auto-Ac (anti-dsDNA y anti-nucleosoma) y serositis propios de la
enfermedad en comparacion con los ratones control. Estos ratones también mostraban una
mayor induccion de células Treg pero con menor capacidad supresora, hecho que podria

. <7 179
explicar la mayor produccion de auto-Ac.'”

La relacion entre CD6 y psoriasis surgio en 1999 cuando en base a un estudio previo en

pacientes con linfoma cutaneo de células T, Montero et al.**

administraron por primera
vez un AcMo anti-CD6 en un paciente con psoriasis. Dado que las evidencias entre CD6 y
psoriasis se basan en la experiencia con el uso de farmacos bioldgicos anti-CD6, se
discutird en el correspondiente apartado Terapias inmunodirigidas y CD6 en enfermedad

inmunomediada.

En resumen, los modelos experimentales EAE por un lado y de CIA y lupus-like/cGvHD
por otro, muestran resultados dispares en cuanto a la influencia de CD6, posiblemente
reflejo de la complejidad funcional de este receptor. Sin embargo, en todos ellos, CD6

parece desarrollar un papel relevante.
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3.3.5. Polimorfismo de CD6 en patologia inmunomediada

En los ultimos afios se han identificado hasta 14 polimorfismos en el gen CD6, tres de ellos

281,282
%% En concreto, se trata de 3

asociados a mayor susceptibilidad para desarrollar EM.
SNPs localizados en el intron 1 (rs17824933. A>G), los exones 4 (rs11230563, R225>W)
y 5 (12074225, A257>V). Sin embargo, aun no se ha descifrado completamente su
impacto sobre la estructura y funcion de CD6 y su relacion con el desarrollo de la
enfermedad. Si se ha demostrado que los individuos homozigotos rs17824933%C si bien
muestran una expresion de CD6 similar a los individuos rs17824933°C, presentan una
mayor expresion relativa de la isoforma CD6AD3 desprovista del dominio que media la
interaccion con CD166/ALCAM.**! Las células T de estos individuos presentan una menor
proliferacién y una menor infiltracién de Tregs en el SNC que podria impedir su funcion
reguladora y facilitar la aparicion de fendmenos autoinmunitarios. En cuanto al segundo
SNP, rs11230563° forma junto con rs2074225° (localizado en D2) un haplotipo asociado a

una mayor expresion del receptor en células CD4+, CD8+ y NK.**

Esta mayor expresion
de CD6 se ha correlacionado con un mayor numero de lesiones activas en el estudio con
RMN con gadolinium.*® Ademas, esta mayor expresion de CD6 también se ha detectado

284

en las células Th17 que orquestan la inflamacion autoinmune en la EM.”™ Por lo que

respecta al tercer SNP, la homozigosis para rs12360861"*

, reduce hasta x3 el riesgo de
desarrollar la enfermedad respecto a los individuos rs12360861°“.*® La sustitucion de G
por A en D3 afectaria la interaccion de CD6 con CD166/ALCAM. De hecho, se postula
que este cambio favorece la expresion de la isoforma CD6AD3 (como ocurre con
rs17824933). Paraddjicamente, en este caso, el SNP que favorece la expresion de la
isoforma CD6AD3 es la que ofrece proteccion frente a EM. Los autores sugieren que un
déficit en la interaccion CD6-CD166/ALCAM interferiria con la transmigracion de las

células CD4+ patogénicas al SNC.>” Sin embargo, el papel de CD6 en la EM podria no
patog g p

estar en relacion con su interaccion CD166/ALCAM (ver mas adelante).

Existen pocos estudios sobre los polimorfismos de CD6 en otras enfermedades distintas a
la EM. Cabe citar que en un estudio en el que se incluyeron 1149 enfermos y 2107
controles de una poblacion Han china, los autores identificaron el SNP rs11230563 de CD6

286

como factor genético de susceptibilidad para la Enfermedad de Bechet (EB).” Hasta la

fecha, este resultado no ha sido replicado ni validado en otros estudios, y no existen otras
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evidencias que relacionen CD6 con la enfermedad. Por otro lado, un estudio GWAS con
pacientes con EII identifico a rs112305563 como factor genético de susceptibilidad la
enfermedad.”®” Sin embargo, la relacion entre este SNP y la enfermedad afin estd por
esclarecer. De hecho, no existen otras evidencias que relacionen la EII con CD6 y cabe
recordar que las células T de la ldmina propia y del epitelio digestivo tanto de individuos

sanos como de pacientes no expresan CD6 (ni tampoco CD5).**®

3.3.6. Terapias inmunodirigidas y CD6 en patologia inmunomediada

El tratamiento inmundirigido en enfermedades inmunomediadas en relacion a CD6 ha
tenido mayor éxito con respecto a su receptor hermano CDS5. Ya en los afios 80, se
utilizaron los primeros AcMos anti-CD6 humanos (denominados anti-T12) como
tratamiento inmunosupresor en la prevencion del rechazo en el trasplante de rifidon y
médula 6sea dado su efecto deplectivo en las células T.”***° Con el uso de estos primeros
AcMos aparecieron los primeros estudios sobre el funcionamiento de estos farmacos y los

e 270,271
efectos de su union con el receptor.”’**’

Sorprendentemente, a finales de los 90, y sin otras evidencias experimentales o genéticas
disponibles en ese momento, un AcMo anti-CD6 1gG,, murino denominado IOR-T1 fue

280 E] tratamiento

administrado a un paciente con Psoriasis por el equipo del Dr. Pérez.
consiguié blanquear las placas de psoriasis sin deplecionar la poblacion de células T ni
ocasionar importantes efectos adversos. A raiz de este primer ensayo, y en aras de
disminuir su inmunogenicidad para poder ser administrado de forma segura en largos
periodos de tiempo, el AcMo se humaniz6 resultando la molécula que actualmente
conocemos como T1h/Itolizumab.*””' Este farmaco ha sido testado en distintos ensayos
clinicos fase Il y III realizados en India y Cuba en pacientes con Psoriasis moderada-grave

192

con resultados satisfactorios °. Ello ha permitido en ultima instancia la aprobacion del

farmaco para la Psoriasis moderada-grave por la Drugs Controller General of India y

.y 292,293
también en Cuba.” >

Itolizumab es un AcMo humanizado IgG; dirigido contra el D1 de CD6 (CD6.D1).""! Su

eficacia en el tratamiento de la psoriasis moderada-grave, ha sido contrastada en distintos
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2 Esta

ensayo clinicos alcanzando respuestas PASI75 hasta en el 40% de los pacientes.
respuesta es prolongada e incluso propicia largos periodos libres de enfermedad tras la
suspension del tratamiento. Ademas, Itolizumab también ha demostrado ser eficaz en
pacientes tratados en practica clinica habitual®® y en pacientes con distintas

1 295
comorbilidades.

En todos los ensayos clinicos y series de pacientes reportadas,
Itolizumab ha mostrado un perfil de seguridad favorable."”' Sin embargo, es necesario la
realizacion de nuevos ensayos clinicos de mayor envergadura y grupo comparativo activo
(especialmente con los farmacos sistémicos y las terapias biologicas actualmente
disponibles) para definir el posicionamiento del farmaco en el amplio arsenal terapéutico

de la Psoriasis.'”!

El mecanismo por el que Itolizumab es eficaz en Psoriasis engloba una inhibicion de la
activacion y proliferacion de las células T, una menor producciéon de citocinas pro-
inflamatorias (INF-y, IL-6 y TNF-a)) y una menor expresion de moléculas de adhesion que
impediria asi el trafico de las células inflamatorias a la piel. Todo ello conduce a una
menor hiperplasia epidérmica, una reduccion de la inflamacion y la resolucion de la placa
psoriasica.””® En cuanto a seguridad, se argumenta que el hecho que Itolizumab no
provoque la deplecion de células T representa un rasgo relevante que determina el buen
perfil de seguridad del farmaco minimizando la aparicion de efectos secundarios como las

. . iy . 29
infecciones viricas y bacterianas.””’

Pese a que Itolizumab no interfiere la interaccion entre CD6 y CD166/ALCAM, si es capaz
de bloquear la transduccion del sefial mediada por CD6 en la SI y regular las vias de
activacion de las célula T reduciendo la fosforilacion de proteinas transductoras como
MAPK, Akt y STAT-3.*° Ello conduce a una menor activaciéon y polarizaciéon de células

Th17 (y Thl) que promueven la aparicién de la Psoriasis.”*”*""

Este bloqueo de la funcion
de CD6 bien podria darse tanto por la incapacitacion del receptor a transmitir la sefal
como por la inhibicidn en la formacién de nuevos receptores o la deplecion del receptor en

. 299
superficie de membrana.
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Ademas, Itolizumab no solo reduce la expresion de citocinas pro-inflamatorias sino que es

capaz de aumentar los niveles de IL-4 que a su vez reduce aun mas la produccion de INF-
296

Y.

Itolizumab también ha sido testado en la AR. Ya en el 2012 se realizd un primer ensayo

390 posteriormente, el mismo

clinico fase I en el que se incluyd a 15 pacientes con AR.
grupo demostro la eficacia de este farmaco en combinacion con metotrexate (MTX) en la
AR y otras enfermedades autoinmunitarias.””> Ya en 2018, un nuevo ensayo fase I con fase
abierta en el que se incluyeron un mayor niumero de pacientes tratados durante 24 semanas

demostrd de nuevo la eficacia y seguridad del AcMo en la AR.'”

Otro ensayo clinico fase
IT en el que se incluyeron 70 pacientes con AR refractarios al tratamiento con MTX, la
adicion de Itolizumab en su régimen terapéutico demostrd ser eficaz.'”* El estudio de 30
pacientes de este ensayo clinico mostré que Itolizumab inducia una reduccion de células T

y una menor produccion de citocinas pro-inflamatorias incluyendo INF-y IL-6 y TNF-o.>"'

La terapia inmunodirigida anti-CD6 también se ha probado en modelos experimentales de
EM. La administracion de dos AcMos anti-CD6.D1 en 2 modelos de EAE demostrd ser
eficaz en la reduccion de la severidad de la enfermedad. El hecho que estos dos AcMos no
interfieren en la interaccion entre CD6 y CD166/ALCAM sugiere la existencia de otro
ligando de CD6.D1 como favorecedor de la enfermedad. Teniendo en cuenta la
identificacion de CD318 como un nuevo ligando de CD6, y que ratones CD318” muestran
fenotipos menos severos de EAE,' la interaccion CD6-CD318 representa nuevo

. . . 258
mecanismo a explorar en la fisiopatogenia de la EM.

Otra explicacion alternativa es que,
al igual que en Psoriasis, estos fAirmacos podrian regular la sefial de CD6 sin bloquear su

union con CD166/ACAM e inhibir activacion de células patogénicas Thl y Th17.

En conclusion, Itolizumab se muestra como un farmaco biologico que, como otros de sus
homologos, es de utilidad en distintas enfermedades inmunomediadas como Psoriasis, AR
y EM que comparten elementos patogénicos comunes, y pone de manifiesto el importante

papel de CD6 en la inflamacién y la autoinmunidad propia de estas enfermedades cronicas.
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Dada la eficacia de Itolizumab en Psoriasis, y el papel fisiopatogénico de CD6 en la
homeostasia de las distintas poblaciones de células T y su capacidad de modular la
respuesta mediada por TCR, nuetro grupo de investigacion selecciond este receptor junto a
CD5 y CD166/ALCAM para estudiar su influencia en la enfermedad y aportar nuevas

evidencias sobre su papel en la inmunopatogenia de la Psoriasis.
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4. Receptores Fcy y tratamiento biologico anti-TNF-a en Psoriasis
4.1. Introduccion

Los receptores Fc-gamma (FcyRs) constituyen uno de los ejes centrales del SI y son
responsables de la mediacion de las respuestas desencadenadas por anticuerpos (Acs) IgG.
Su ligando es el fragmento constante o cristalizable (Fc) de las inmunoglobulinas G (IgG)
y junto con los receptores Fc-neonatal (FcRn), Fc-alfa (FcaR) y Fc-epsilon (FceR) forman
parte de la superfamilia de receptores con dominios tipo inmunoglobulina. Los FcyRs se
encuentran ampliamente distribuidos en el sistema hematopoyético, tanto en células
mieloides (monocitos, macréfagos, DCs, mastocitos, neutrofilos y basofilos) como no-
mieloides incluyendo células B, células plasmaticas y células NK. Estos receptores
permiten la interaccion entre los ICs formados por Acs IgG y su antigeno con células
efectoras del SI innato como macrdfagos o células NK encargadas de fagocitar, destruir o
eliminar dichos ICs.’”* Ademas, los FcyRs intervienen en la presentacion del antigeno, la
maduracion de las DCs, la activacion de las células B y la supervivencia de las células
plasmaticas por lo que intervienen tanto en la repuesta inmunitaria adaptativa mediada por

células T como en la produccion de Acs mediada por células B.**

De este modo, los FcyRs
desarrollan un papel crucial tanto en el SI innato como adaptativo y constituyen un puente

de uniodn entre ellos.

Los FcyRs fueron identificados en los afios 60, pero no fue hasta finales de los afios 90 en
que su trascendental funcion en el SI fue reconocida.’® Actualmente los FcyRs son
aceptados como responsables de la fase efectora celular desencadenada por el
reconocimiento de antigenos mediado por IgG, que incluye la inflamacién inducida por
ICs, la fagocitosis, la liberacion de citocinas, la citotoxicidad dependiente del complemento

(CDC) y la ADCC.>*?

Ademas, los FcyRs constituyen un sistema de control de la tolerancia inmunolédgica y de la
génesis de Acs ya que intervienen en la regulacion de la maduracion de las DCs influyendo
en la respuesta adaptativa, y en la regulacion de la activaciéon de las células B y la
supervivencia de las células plasmaticas.’® Asi, los FcyRs tienen un papel tanto en el polo

eferente del SI (funciones desencadenadas por IgG) como en el polo aferente, es decir, la
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propia produccion de los Acs.

Los FcyRs han sido objeto de importantes investigaciones y han sido asociados tanto a
patologia autoinmuniataria como a una mayor susceptibilidad de padecer enfermedades
infecciosas. La mayoria de los FcyRs presentan polimorfismos genéticos con relevancia
funcional que afectan al grado de afinidad del receptor por la IgG y, en consecuencia, a la
intensidad de las funciones resultantes de dicha interaccion. Algunos de estos
polimorfismos han sido relacionadas con LES,’”?% AR,**7 Sindrome antifosfolipidico®® o
con la susceptibilidad a enfermedades infecciosas como Meningococemia grave’™,

Malaria®'® o Enfermedad periodontal.*"!

Por otro lado, los polimorfismos genéticos de FcyRs también han sido estudiados como
posibles factores predictores en la respuesta al tratamiento con farmacos biologicos
(continentes de la Fc de la IgG en su estructura molecular) en distintos procesos

Lo . 312 r 313 r 314
neoplasicos como en linfoma, cancer de mama o cancer colorectal

Y,
posteriormente, en la respuesta al tratamiento biologico anti-TNFa de las enfermedades
inflamatorias, principalmente AR y EC.>"*'® Este aspecto inmunofarmacogenético fue el

que inspir6 el cuarto de los proyectos presentados en esta Tesis Doctoral.

4.2. Familia de los FcyRs

La familia FcyRs en el ser humano estd constituida por FcyRI/CD64, FcyRITA/CD32A,
FcyRIIB/CD32B, FcyRIIC/CD32C, FcyRIIIA/CD16A 'y FceyRIIIB/CD16B. Estos
receptores, codificados por genes agrupados en el brazo largo del cromosoma 1, se
diferencia entre ellos en dos aspectos fundamentales: a) su grado de afinidad por la IgG, y
b) el tipo de via de senalizacion capaces de desencadenar (activadora o inhibidora). De
este modo, tenemos FcyRs de ‘alta afinidad’ (FcyRI) y ‘baja afinidad’ (el resto), asi como
FcyRs inhibidores (FcyRIIB) y activadores (todos los demads). El factor que determina la
naturaleza activadora o inhibidora de un determinado FcyR es la presencia de motivos
activadores o inhibidores basados en tirosina (ITAM e ITIM, respectivamente) en su

region citoplasmatica.’”
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4.3. Estructura molecular de los FcyRs

Los FcyRs, a excepcion de FcyRIIB, son glicoproteinas transmembrana tipo 1. Sus
ectodominios (cadenas o) consisten en 2 dominios (D1 y D2, en el caso de FcyRII,
FcyRIID) o 3 dominios (D1, D2 y D3 en FcyRI) tipo inmunoglobulina.’® La mayor
afinidad de FcyRI/CD64 podria venir determinada por la presencia de un dominio
extracelular adicional. Las cadenas a de los FcyRs, a excepcion de FcyRIIIB, atraviesan la

membrana plasmatica y se introducen en el citoplasma (Figura 17).

El fragmento Fc de la IgG estd formado por los dos dominios constantes de sus cadenas
pesadas (Cy2 y Cu3) que estan unidos por una region bisagra. La union entre el fragmento
Fc y su receptor se establece entre un dominio Cy2 y un dominio extracelular de un tnico
FcyR, estableciendo una estoiquiometria 1:1 para la interaccion IgG-FeyR.*' Por tanto,

para que se produzca una union cruzada o crosslinking de varios FcyRs y su posterior

. ., . . ;1. 302
activacion es necesaria la presencia de multiples Fc formando parte de grandes ICs.
Nombre FeyRI FcyRIIA FcyRIIB FcyRIIC FcyRINA FcyRIIIB FcRn
cD CD64 CD32A CD32B CD32C CD16A CD16B -
Gen FCGR1 FCGR2A FCGR2B FCR2C FCGR3A FCGR3B FCGRT
ITAM ITIM yc pm
Alelos - Hiay Rz - - Visg Fiss - -
Afinidad
1gG1 6x107 5x106 3x10°6 1x10° 1x105 2x10° 1x10°% 2x10° 8x107
1gG2 - 4x10° 1x10° 2x10* 2x10* 7x10* 3x10% - 5x107
1gG3 6x107 9x105 9x10° 2x10° 2x10° 1x107 8x106 1x106 3x107
1gG4 3x107 2x10° 2x10° 2x10° 2x10° 2x10° 2x10° - 2x107
Principal funcién Activacién Activacién Inhibicién Activacién Activacién Activacién Activacién
Expresién M, DC, N, M, DC, N, LB, CP, M, DC, N, NK NK, M, DC N, Eo,
Eo plaguetas Ba, mastocito mastocito

Figura 17 Familia de los receptores Fcy en el ser humano: estructura esquematica, alelos, afinidad segun
serotipo IgG, funcién y expresion en las distintas células de sistema inmunitario. Abreviaturas: ITAM:
motivos activadores basados en tirosina, ITIM: motivos inhibidores basados en tirosina, GPI = M:
macréfago, DC: célula dendritica, N:neutréfilo, Eo: eosinéfilo, LB: kinfocito B, Ba: basofilo, NK: natural
killer. Adaptada de Bruhns P and Jonsson F, Immunol Rev 2015
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Todos los FcyRs excepto FcyRIIB/CD32B son considerados receptores activadores. La
sefial de activacion se genera en los motivos ITAM albergados bien en la propia cadena o
del receptor (en el caso de. FcyRITA/CD32A y FcyRIIC/CD32C), o en la cadena y comun
(yc), dimero transmembrana que se asocia al receptor (en el caso de FcyRI/CD64 y
FcyRIITA/CD16A). En las células NK, FcyRIIIA/CD16A se asocia con la cadena { del
receptor de los linfocitos T.*'” El receptor FeyRIIB/CD32B transmiten sefales inhibidoras
mediante sus motivos ITIM. Finalmente, FcyRIIIB/CD16B se encuentra anclado a la
membrana plasmdtica mediante un enlace tipo glicosil fosfatidil inositol (GPI) y no
dispone de regiones transmembrana o citoplasmatica mediadoras de sefales

intracelulares.>?°

No obstante, este receptor parece intervenir en la fagocitosis y la
respiracion celular del neutréfilo activandolo ante una eventual agresion,’”' y se ha
insinuado que podria ejercer como receptor decoy y participar en el clearance de 1Cs

circulantes (ver figura 3.1).>***%

4.4. Presencia de los FcyRs en el SI

Los FcyRs se expresan fundamentalmente en células hematopoyéticas, aunque también se
han detectado en células endoteliales, osteoclastos, células mesangiales, microglia,

302320 En las células del SI la distribucién

queratinocitos y células de glandulas salivales.
de los FcyRs es heterogénea.’” La mayoria de células coexpresan receptores activadores e
inhibidores a excepcion de las células NK, que solo expresan receptores activadores,
fundamentalmente FcyRIIIA/CD16A y en menor grado FcyRIIC/CD32C.***** y los
linfocitos B y células plasmaticas, que parecen expresar unicamente el receptor inhibidor
FcyRIIB/CD32B.** Con respecto a los receptores activadores, los neutrofilos sélo
expresan FcyRIIA y FcyRIIIB,’* mientras que los monocitos, macrofagos y células

dendriticas (DCs) expresan todos los tipos a excepcion de FcyRIIC y FcyRIIIB. Finalmente,

los basoéfilos y los mastocitos expresan fundamentalmente FcyRIIB (Figura 1).

4.5. Espectro de afinidad de los FcyRs por la IgG
Clasicamente, FcyRI/CD64 ha sido considerado como el unico FcyR de alta afinidad

-1
(Ka>10"M ) siendo el unico receptor capaz de ligar IgG monomérica. Habitualmente esta
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saturado por la elevada presencia de Acs monoméricos en el torrente sanguineo y, por
tanto, tiene escaso acceso a los ICs.”> Por el contrario, el resto de FcyRs presentan una
afinidad casi 100 veces menor para la IgG monomérica por lo que practicamente solo se
unen a ICs. Ello previene la activacion inespecifica por IgG monomérica de los potentes
receptores pro-inflamatorios como FcyRIIA y FcyRIIIA . Asi, los FcyRs de ‘baja
afinidad’ van a presentar una actividad bioldgica mas relevante que los de ‘alta afinidad’
permitiendo a los Acs (en forma de ICs) modular eficientemente acciones celulares durante

. . . . 32
las respuestas inmunitarias mediadas por Acs.””’

2% De hecho, FcyRI pese

327

La afinidad de los FcyRs depende ademas de los isotipos de IgG.
a ser un receptor de alta afinidad para IgG,, IgG; e IgGa, no es capaz de unirse a IgGo.
Por su parte, los receptores llamados de ‘baja afinidad’ presentan también afinidades
distintas segun el isotipo de IgG. La IgG; se une con especial afinidad a FcyRIIA, FcyRIIC
y FcyRIIB, y con menor afinidad a FcyRIIIA y FeyRIIIB. FcyRIIIA se une con especial
afinidad a IgGs, mientras que FcyRIIA es el receptor con mas afinidad por IgG,. Por su
parte, FcyRIIB presenta la afinidad més baja de todos los FcyR para IgG;, 1gG, e 1gGs
(Figura 1).**’

En definitiva, cada FcyR presenta una determinada afinidad para cada isotipo de IgG, y
dado que la naturaleza de la respuesta inmunitaria determina el isotipo predominante en
ella, a su vez define el subtipo de FcyR que mediara esa respuesta inmunitaria. Por ejemplo,
la opsonizacion de microorganismos encapsulados dirigida fundamentalmente por IgG,,
determinara que FcyRIIA sea el FcyR mas relevante. La complejidad de la interaccion IgG-
FcyR aumenta aun mas si cabe, si consideramos la existencia de polimorfismos genéticos
en los FcyR que modifican su afinidad para isotipos concretos de IgG, como se desarrollara

mas adelante.

4.6. Factores adicionales que modulan la union IgG-FeyR

La intensidad de la respuesta mediada por FcyRs depende de la afinidad del receptor por
sus ligandos (serotipos de IgG e ICs), pero puede verse afectada criticamente por una serie

de factores adicionales entre los que destacan:
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4.6.1. Mediadores que regulan la expresion de FcyR

El ambiente de citocinas modifica el balance entre FcyRs activadores e inhibidores
existentes en la membrana plasmatica, determinando asi el umbral de activacion celular
tras la exposicion a ICs. Asi, la densidad de FcyRs activadores en la membrana aumenta en
presencia de estimulos proinflamatorios (p.e. LPS),**® citocinas tipo Thl (IFN-y)**’ y

339 Por el contrario, un predominio de citocinas Th2*' (IL-4, IL-10) o

anafilotoxinas (C5a).
TGF-B>** reducen la expresion de FcyRs activadores y aumentan el namero de FcyRIIB.
Finalmente, el tratamiento con inmunoglobulinas intravenosas provoca un aumento en la
expresion de FcyRIIB en las células efectoras del SI innato, lo cual explicaria su efecto

antiinflamatorio en diferentes enfermedades autoinmunitarias.>®

4.6.2. Glicovariantes de IgG que modulan la union a FcyR

Los estudios estructurales demuestran que la glicosilacion de N297 de Cy2 aumenta la

afinidad de la interaccion IgG-FcyR.>”

Por el contrario, la deglicosilacion de la IgG
disminuye de manera importante su unién con FcyR.*’ Ademas, el grupo azucarado
presenta una gran variabilidad en cuanto a sus residuos, pudiendo presentar por ejemplo
fucosa, galactosa, 4cido sialico y GlcNac. En individuos sanos pueden observarse hasta 40
glicovariaciones.” Estas glicovariaciones también afectan a la unién de FcyR con IgG y
por tanto a su actividad in vivo. Por ejemplo, la ausencia de fucosa aumenta la afinidad de
todas las subclases de IgG por FcyRIIIA.*® Por su parte, las IgG con 4cido sidlico

presentan una menor afinidad por los FcyRs.™*

El patron de glicosilacion de la IgG se
encuentra alterado en diferentes enfermedades autoinmunitarias,’” lo cual apoya la teoria
que estas glicovariaciones podrian modular la capacidad inflamatoria de la IgG a través de
los FcyR. Estas propiedades otorgadas por el grado de glicosilacion de la IgG pueden

. o 3 g . 335
aplicarse en el disefo de los farmacos bioldgicos para mejorar su perfil farmacocinético.

En conclusion, pese a la similitud estructural y cercania gendmica de los distintos FcyRs,
las funciones que estos receptores desarrollan en una determinada respuesta inmunitaria

dependeran de:
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1) el grado de afinidad por un determinado isotipo de IgG;

2) su patrén de distribucion en las diferentes células del SI;

3) el tipo de sefial intracelular que desencadene (activadora o inhibidora);
4) la presencia de determinados mediadores inflamatorios, asi como de

5) el estado de glicosilacion de IgG que modificara su afinidad por el FcyR.

4.7. Funciones inmunoldgicas inducidas por FeyR

Los FcyRs median diferentes funciones celulares dependientes de IgG tanto en el brazo
eferente como aferente del SI. El tipo de funcion celular va a depender del tipo celular
implicado y la densidad de receptores activadores (dependientes de ITAM) e inhibidores
(dependientes de ITIM, presente unicamente en FcyRIIB) presentes en la membrana
plasmatica, asi como de la afinidad de dichos receptores por el isotipo de IgG que

predomine en los ICs que inducen la respuesta inmunitaria.>””.

4.7.1. Funciones eferentes

En los neutroéfilos, la fagocitosis de agentes microbianos opsonizados por IgG estd mediada
por sefiales cooperativas desencadenadas por FcyRIIA y FcyRIIB.?%*° Asimismo, la
activacion de los FcyRs activa la respiracion celular y secrecion de especies reactivas de
oxigeno, proteasas, y mediadores inflamatorios.”>’ En macrofagos, los FcyR activadores
median diferentes acciones tales como fagocitosis, degranulacion, ADCC y liberaciéon de
especies reactivas de oxigeno, interleucinas (TNF-a, IL-1P e IL-6), factores de crecimiento
y quimiocinas.’ Las células NK presentan fundamentalmente FcyRIIIA en superficie que,
al entrar en contacto con células opsonizadas con IgG, activa la ADCC y la liberacion de

2.%% Los FcyRs de mastocitos y basofilos tisulares

interleucinas como IFN-y, TNF-a e IL-1
actiian (junto con los receptores del complemento) como sensores frente a ICs y modulan
la activacion celular mediada por IgE regulando la liberacion de sustancias vasoactivas y

mediadores quimiotacticos que permitiran el acceso de otras células al foco inflamatorio.”

De este modo, los FcyRs expresados en macréfagos, neutrofilos, basoéfilos y mastocitos
constituyen receptores puente entre la especificidad de los Acs generados por el SI

adaptativo y las potentes funciones efectoras del sistema innato.>*
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4.7.2. Funciones aferentes

Los FcyRs desarrollan varias funciones en las DCs, directoras de orquestra de las
respuestas adaptativas tanto celulares como humorales. En primer lugar, la fagocitosis de
antigenos presentes en ICs para su procesamiento y posterior presentacion mediante
moléculas HLA tipo I y tipo II a los linfocitos T CD8+ y CD4+, respectivamente, depende
de los FcyRs, y promueve la generacion de respuestas inmunitarias mas potentes en

. . . S . : 340
comparacion con la simple internalizacién de antigenos libres.

En un segundo lugar, los FcyRs contribuyen al balance de sefales activadoras/inhibidoras
dependiente de ICs que determinard el estado de reposo o maduracion de las DCs. De este
modo, los FcyRs influyen en la interaccion entre DCs y células T y la intensidad de la
respuesta inmunitaria adaptativa. Asi, las DCs en estado de reposo pueden inactivar a
células T que hayan escapado a los mecanismos centrales de tolerancia en el timo o, por el
contrario, activar y expandir clones de células T potencialmente autoreactivas. Ademas,
FcyRIIB desarrolla un papel destacado en la prevencion de la maduracion espontdnea de
DCs en condiciones no inflamatorias, evitando asi la iniciacion de respuestas
autoinmunitarias.”*' Entre los numerosos ligandos y receptores capaces de modular el

estado de las DCs, los FcyR son de los mas relevantes.

Por otro lado, destacar el papel central de FcyRIIB en la regulacion de las respuesta
humoral tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas. La maduracion de las células
B en células plasmaticas productoras de Acs de alta afinidad tiene por objeto minimizar la
aparicion de Acs de baja afinidad que pueden presentar reaccion cruzada con autoantigenos.
No obstante, pueden aparecer células B potencialmente autoreactivas durante los procesos
de reordenamiento aleatorio de los segmentos de los genes de los Acs en la médula dsea, o
de hipermutacion somdtica y de maduraciéon de la afinidad en el bazo y ganglios

linfaticos.>*

FcyRIIB debido a su caracter inhibidor, supone un mecanismo de control de
posibles células B autoreactivas en los estadios finales de la maduracion periférica,
evitando la aparicion de células plasmadticas productoras de autoAc. Al entrar en contacto
con los ICs, las células autoreactivas con BCR de baja afinidad transmitirian solo una
sefial mediada por FcyRIIB y no por BCR condenando a la célula a entrar en apoptosis. Sin

embargo, las células B que recibieran una sefial mediada por su BCR de alta afinidad y por
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FcyRIIB podrian completar su proceso de maduracion y convertirse en células

plasmaticas.’”

Finalmente, el propio FcyRIIB ejerce un efecto directo en la homeostasis de las células
plasmaticas mediante el cual, cuando ésta entra en contacto con multiples ICs, conduce a la
apoptosis. De este modo, FcyRIIB establece un mecanismo de feedback negativo para

. e : 302
evitar la produccion excesiva de Acs.

4.8. Polimorfismos genéticos de FCGRs

La existencia de polimorfismos genéticos de FCGR con relevancia funcional conlleva una
variabilidad interindividual con respecto a las funciones inmunitarias previamente
mencionadas. Dichos polimorfismos modifican la intensidad de las acciones dependientes
de FcyRs lo que puede suponer una proteccion o susceptibilidad mayor para enfermedades
autoinmunitarias o infecciosas. Ademas, estos polimorfismos influyen en la interaccion
entre los AcMos terapéuticos y los FcyRs, condicionando una mayor o menor eficacia
clinica de dichos agentes. De entre los polimorfismos descritos de FcyRs, destacan por su

repercusion funcional y relevancia clinica los SNPs FCGRIIA-H131R y FCGRIIIA-V158F.

4.8.1. FCGRIIA-HI3IR (rs1801274)

Una variacion puntual de G>A en el exdén 4 del gen FCGRIIA supone una sustitucion de
histidina (H) por arginina (R) en la posicion 131 del dominio extracelular. Este SNP
identificado como rs1801274 afecta a la afinidad del receptor por la IgG, de modo que la

variante FCGRIIA-R131 presenta una menor afinidad que FCGRIIA-H131 para IgG; pero

7

: 32 . .,
especialmente para IgG,,””" que supone a su vez una menor activacion celular.

343
I,

Dijstelbloem et al,” observaron que la vida media de eritrocitos opsonizados con IgG fue

mayor en individuos afectos de LES homocigotos FCGRIIA-RI31, lo que demuestra in
vivo la alteracion de la capacidad fagocitica asociada a este polimorfismo. Asimismo,

fagocitos procedentes de individuos homocigotos FcyRIIA-HI131 presentaron mayor

4

actividad celular al ser enfrentados a bacterias opsonizadas®** e IC con el virus de la

inmunodeficiencia humana (VIH).**
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4.8.2. FCGRIIIA-VI58F (rs396991)

Un cambio de T> G en el nucleodtido 559 de FCGRIIIA (rs396991), supone un cambio

344 Esta

aminoacidico de valina (V) a fenilalanina (F) en la posiciéon 158 de la proteina.
sustitucion tienen lugar en el dominio extracelular D2 y determina una menor afinidad de
FcyRIIIA para los isotipos IgG; IgG; e IgGs**’ que se traduce en una menor actividad del
receptor demostrada en ensayos experimentales donde células NK procedentes de donantes
homocigotos FCGRIIIA-V158 presentaron una mayor actividad ADCC en comparacion
con las procedentes de donantes homocigotos FCGRIIIA-F158.>* Recientemente, dos
grupos independientes®’ han demostrado en ensayos de ADCC que las células NK que
presentan el alelo V producen una mayor lisis de células tumorales® inducida por

Cetuximab (un AcMo IgG;, dirigido contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico

o EGFR).

Estudios similares han sido desarrollados con Rituximab (AcMo anti-CD20) obteniéndose
los mismo resultados. Dall’Ozzo et al., observaron que células NK de donantes
homocigotos FCGRIIIA-V158 producian mayor lisis de células CD20+ tras unirse con
mayor afinidad a Rituximab.’* Posteriormente, Hatjiharissi et al. demostraron que tanto la
afinidad de la union de Rituximab al receptor como la ADCC mediada por esta union
mostraban eran directamente proporcionales a la presencia del alelo de alta afinidad V,

siendo en orden creciente mayor para FF<VF<VV >’

Ademas, el alelo de baja afinidad
FCGRIIIA- F158 se ha asociado a una menor expresion del receptor y el genotipo
homocigoto de baja afinidad FcyRIIIA-F158 con un menor presencia del receptor en la

superficie celular de células NK.**

4.8.3. Relevancia clinica de los polimorfismos de FCGRs en patologia

autoinmunitaria

Los polimorfismos de FCGRIIA-HI3IR y FCGRIIIA-VI58F han sido exhaustivamente
estudiados tanto en el campo de la autoinmunidad como en la patologia infecciosas.”' A
continuacion, se presentan los aspectos mas relevantes en cuanto a la enfermedad

autoinmunitaria se refiere.
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En los ultimos diez afos, los polimorfismos de FCGRs han sido relacionados con
numerosas enfermedades autoinmunitarias, tanto como factores de susceptibilidad genética
como factores modificadores del fenotipo. Los polimorfismos y genotipos implicados
difieren segun la enfermedad y los mecanismos especificos de la inmunopatogenia de cada
proceso (p. €j., el subtipo de IgG y FcyR o las células implicadas). En algunas de estas
patologias, la evidencia cientifica acerca del papel de estos polimorfismos es muy robusta,
incluso probada en modelos experimentales animales, mientras que en otras es aun
controvertida en términos clinicos, pese a la existencia de una aparente conexion

patogénica.

La relacién entre los polimorfismos de FCGRs y el LES ha sido ampliamente estudiada.””

Un metanalisis en el que se incluy6 un total de 5.741 pacientes con LES y 6.530 controles
concluyd que la homozigosidad para los alelos de baja afinidad FCGRIIA-RI31 y
FCGRIIIA-F158 son factores de susceptibilidad para el desarrollo de esta enfermedad, en
consonancia con otros estudios anterior publicados.’**** El efecto de FCGRIIA-131RR es
mas acusado en poblacion afroamericana, mientras que en el caso de FCGRIIIA-158FF la
relacion es mas importante en poblacion caucasica.”>® Otros estudios han demostrado la
asociacion entre FCGRIIA-HI3IR y FCGRIIIA-FI158V con el LES y la presencia de

Nnefritis Lupica, destacando asi su papel como factor modificador de la enfermedad, si

306,355,356
bien la influencia de estos polimofismos depende del grupo étnico estudiado. Dai

et al. confirmaron la relacion entre FCGRIIIA-158FF y el LES en pacientes chinos y
observaron una relacion entre el genotipo de baja afinidad FF con la serositis, pero no con
la Nefritis Lapica.””’ Patogenéticamente hablando, la presencia de alelos de baja afinidad
de FCGRIIA y FCGRIIIA, podria suponer una menor eliminacion de ICs y células
apoptdticas por parte de fagocitos, lo que favoreceria la sensibilizacion del SI frente a
moléculas enddgenas como los &cidos nucleicos, la formacion de autoAcs y el desarrollo

del LES.>8

En la AR, el dafio tisular parece estar mediado por autoAcs IgG, que se depositan en la
articulacion y que dan lugar a respuestas inflamatorias mediadas por FcyRs presentes en
. , 351 . ;. . .y
diferentes células efectoras.” Numerosos estudios clinicos han revelado una asociacion

entre el alelo de alta afinidad FCGRIIIA-V158 y la AR.* Kastbom et al. observaron
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ademas, una asociacion entre el alelo FCGRIIIA-V158 y una mayor gravedad en pacientes
varones con AR precoz.’® La condicién étnica como en el LES también influye en la
susceptibilidad a AR. Un recién meta-analisis en el que se incluyeron 4.418 pacientes y
3.560 controles concluy6 que tanto FCGRIIIA-V158 como FCGRIIA-HI131 se asociaban a

. . e, . 30
AR en pacientes europeos pero no en pacientes asiaticos.””’

Los polimorfismos de FCGRs también se han relacionado con enfermedades
autoinmunitarias hematologicas. Asi, 2 estudios han asociado el alelo de alta afinidad
FCGRIIIA-V158 con la purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), donde los macréfagos
fagocitan, a través de FcyR, plaquetas opsonizadas por autoAcs.” Este resultado ha sido
recientemente demostrado en un meta-analisis con mas de 700 pacientes con PTI.**' En el
sindrome antifosfolipidico (SAF), un meta-analisis demostrdé que el genotipo homocigoto

3% Este resultado

FCGRIIA- HI31 se asocia al desarrollo de esta enfermedad tromboética.
tendria base patogénica, ya que en el SAF existe una respuesta autoinmunitaria
predominantemente IgG2 y las células efectoras son fundamentalmente plaquetas y células
endoteliales que unicamente expresan FcyRIIA. Otras enfermedades reumatologicas en las
que se han implicado los polimorfismos de FCGRs son las vasculitis ANCA+, la
Enfermedad de Kawasaki, la Arteritis de Células Gigantes, la Enfermedad de Bechet y la

Miopatia Inflamatoria Idiopatica.>>

Los polimorfismos de FCGRs también han sido relacionados con patologia
autoinmunitaria neuroloégica. En la Mistenia Gravis, la presencia de autoAcs
(fundamentalmente de tipo IgG2) dirigidos contra el receptor de la acetilcolina (AchR)
postsindptico induce degradacion del receptor y por tanto un fallo en la transmision
neuromuscular que produce debilidad muscular. Los autores de dos estudios con 107 y 47
pacientes afectos de Miastenia Gravis observaron que el genotipo homocigoto FCGRIIA-
RI31 era mas frecuente entre los casos en comparacion con el grupo control.’*>** Este
genotipo podria favorecer una menor degradacion de ICs que contuviesen Acs anti-AChR,
los cuales inducirian una estimulacion prolongada de células T autoreactivas dando lugar al
fenotipo clinico. Otras patologias neuroloégicas en las que se han implicado a los
polimorfismos de FCGRs son la Esclerosis Multiple, el Sindrome de Guillain- Barré y la

Polineuropatia Desmielinizante Inflamatoria Cronica.>>
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En la Enfermedad Inflamatoria Intestinal, un estudio reciente que incluy6 6.570 pacientes
Caucésicos demostr6 un componente protector del genotipo homocigoto FCGRIIA-

R131.°%* Los resultados de este trabajo referidos a Colitis Ulcerosa coinciden con los de

365
otros 2 estudios GWAS realizados en poblacion japonesa y Caucasica,

respectivamente.’® Otras patologias digestivas autoinmunitarias en las que se ha
observado una asociacion positiva con los polimorfismos de FCGRs son la Celiaquia y la

DM tipo 1.°%

4.9. FCGRs como marcadores farmacogenéticos

En los ultimos anos, el estudio de los polimorfismos de FCGRs como marcador predictivo
al tratamiento bioldgico ha despertado un gran interés. Los fadrmacos biologicos han
revolucionado el tratamiento de numerosas enfermedades oncoldgicas, hematologicas y
autoinmunitarias o inflamatorias (incluyendo la Psoriasis) mejorando notablemente la
eficacia y seguridad de los tratamientos clasicos y a la postre el prondstico de los pacientes.
Sin embargo, no todos los pacientes responden satisfactoriamente y un porcentaje no
despreciable fracasa con estos tratamientos. Ademas, su elevado coste econdomico limita su
uso en la practica clinica. Factores genéticos implicados en la farmacodinamica y/o
farmacocinética del tratamiento bioldgico podrian modificar su eficacia y establecerse
como marcadores de respuesta. Dado que estos farmacos interaccionan con las células
inmunitarias a través de los FcyRs, los polimorfismos FCGRs se han postulado como un
marcador farmacogenético capaz de influir en la respuesta al tratamiento bioldgico. Esta
busqueda ha sido impulsada por el desarrollo de la farmacologia, la necesidad de una

mayor rentabilidad terapéutica y la busqueda de una medicina personalizada.

La mayoria de los agentes bioldgicos presentan una estructura similar a la inmunoglobulina,
en forma de AcMo, con un fragmento variable (Fv) y otro fragmento constante (Fc). La
parte variable del firmaco presenta especificidad para su ‘diana’ terapéutica y esta
disefiada para identificar células neoplésicas, bloquear citocinas, interceptar factores de
crecimiento u otras moléculas segiin la fisiopatogenia de la enfermedad a tratar. En
Psoriasis, los farmacos biologicos interceptan TNF-a, IL-12/IL-23 o IL-17, citocinas e

interleucinas relevantes en su fisiopatogenia.
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Por otro lado, el Fc de estos farmacos suele ser de la I[gG1. Mediante este fragmento, los
farmacos bioldgicos interactian con las células inmunitarias que expresen FcyRs en su
membrana plasmatica. La presencia o no de pequefias secuencias de origen no humano en
la parte variable clasifica estos farmacos en Acs quiméricos, humanizados o humanos.
Etenercept, la excepcion, es una proteina de fusion cuya parte variable esta constituida por
la unidad del receptor TNF-a p75 (ver Figura 7 seccion Psoriasis). Estos farmacos

ejercen su funcion mediante:

a) su Fv, con el bloqueo de importantes citocinas relevantes en la fisiopatogenia de la
Psoriasis (p.e. TNF-a) y

b) su Fc, la Fc de la IgG1, capaz de desencadenar en las células inmunitarias distintas
funciones celulares incluyendo la ADCC, la produccion de citocinas, la induccion
de apoptosis o la fagocitosis de los ICs (y consecuentemente del farmaco

bioldgico).

Estas funciones celulares inducidas con mayor o menor intensidad segln la afinidad entre
Fc de la IgG1 y FcyRs son clave para la eficacia del tratamiento. Por ello, el estudio de los
polimorfismos FCGRs que modifican la afinidad por la Fc de la IgG en la respuesta al

tratamiento biologico ha sido motivo de importantes trabajos farmacogenéticos.””

4.9.1. Polimorfismos FCGRs en el tratamiento biologico de patologia

neoplasica

La primera evidencia de la influencia de los polimorfismos FCGRs en el tratamiento con
farmacos bioldgicos fue publicada en 2002, cuando Cartron et al,’*® demostraron que
pacientes con Linfoma No-Hodgkin (LNH) y alotipo FCGRIIIA-V158 presentaban una
mejor respuesta a Rituximab (AcMo terapéutico anti-CD20) probablemente por una mayor

afinidad de las células NK a Rituximab mediada por FcyRIIIA y, en consecuencia, a una

350

mayor ADCC frente linfocitos neoplasicos CD20+.””" Estudios en modelos murinos han

demostrado que el efecto citotoxico antitumoral de estas terapias reside fundamentalmente

351

en el sistema FcyR.” Estos resultados han sido replicados en estudios posteriores en

369 370371 gip

pacientes tratados con Rituximab por LNH™" y otros procesos linfoproliferativos.
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embargo, otros autores no han demostrado influencia alguna en la respuesta a Rituximab
en el tratamiento del LNH. Incluso algunos autores observaron una mejor respuesta en
pacientes con el genotipo homocigoto de baja afinidad FCGRIIA-R131 sin detectar
influencia alguna para FCGRIIA-VI158F.°” Quiza, el uso de los agentes citostaticos
clasicos junto a Rituximab deteriora el efecto ADCC de los polimorfismos FCGRs. Otra
posible explicacion apunta a la elevada dosis utilizada de Rituximab en estos regimenes
terapéuticos que, al saturar los receptores, anularia el efecto mas sutil del polimorfismo en
la afinidad por la Fc IgG1. Un reciente meta-analisis concluyd que si bien el polimorfismo
FCGRIIIA-V158 parece modificar la respuesta al tratamiento con Rituximab en pacientes
con LNH, su débil influencia y diferencias étnicas en las poblaciones estudiadas no
permiten en la actualidad realizar una recomendacion solida respecto a su uso como

marcador farmacogenético en el tratamiento del LNH con Rituximab.’'?

Posteriormente, otros autores demostraron la influencia de los polimorfismos de FCGRs en

373
1,>” observaron

la respuesta a otros AcMos en otra enfermedades neoplésicas. Bibeau et a
un mayor tiempo libre de progresion en los pacientes con cancer colorrectal (CCR)
metastatico y genotipos homocigotos de alta afinidad FCGRIIA-HI131 y FCGRIIIA-V158
tratados con Cetuximab (AcMo terapéutico anti-EGFR). Este estudio confirmaba los
resultados de un estudio piloto previo realizado en 39 pacientes.’”* Recientemente, un
ensayo clinico con Cetuximab confirmo6 la asociacion entre el genotipo homocigoto de alta

314 B] analisis de los resultados

afinidad FCGRIIA-H131 y una mejor respuesta terapéutica.
observados en el estudio de FCGRIIIA-VI58F es mas complejo y existen resultados
contradictorios si bien en este mismo estudio no observaron ninguna influencia en la

supervivencia global o en el tiempo libre de progresion.

Del mismo modo, los polimorfismos de FCGRIIA-HI3IR y FCGRIIIA-V158F también han
sido estudiados en la respuesta al céncer escamoso de cabeza y cuello observando
resultados beneficiosos en pacientes portadores de los polimorfismos de alta afinidad.’”
Finalmente, Trastuzumab, un AcMo terapéutico anti-HER2/neu, también parece presentar
una respuesta terapéutica dependiente de los polimorfismos FCGR en el tratamiento del

, L. 376 . . . .
cancer de mama (CM) metastatico.’’® Un estudio basado en pacientes incluidos en un

ensayo clinico demostré6 un mayor efecto terapéutico en pacientes portadores del alelo de
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alta afinidad FCGRIIIA-V158, senialando este polimorfismo como marcador
farmacogenético en la repuesta al tratamiento adyuvante del cancer de mama

ERBB2/HER2+ con Trastuzumab.’"

Sin embargo, en una amplia revision donde se analiz6 la influencia de los polimorfismos
de FCGRIIA-HI3IR y FCGRIIIA-VI58F en el tratamiento del cancer con Rituximab,
Cetuximab y Trastuzumab incluyendo pacientes con LNH, CCR, y CM, concluy6 que si
bien estos polimorfismos pueden ser un factor genético que contribuya a la eficacia del
tratamiento antitumoral con agentes biologicos, otros factores parecen ser también

. . . 3
importantes por lo que su impacto parece ser discreto. 7

4.9.2. Polimorfismos FCGRs en el tratamiento biologico de la patologia

inflamatoria

Los farmacos biologicos también han sido disefiados para el tratamiento de enfermedad
inflamatoria o autoinmunitaria. Su mecanismo de accidon se basa principalmente en la
ADCC mediada por FcyR, eliminando células inmunitarias hiperactivadas (p. ej.,
Rituximab eliminando células B patogénicas en el tratamiento del Pénfigo vulgar), o en la
bloqueo selectivo de moléculas solubles como las citocinas implicadas en la patogenia de
la enfermedad a tratar (p. ej., Adalimumab, un AcMo anti-TNF-a en la Psoriasis). El
bloqueo de estas citocinas por el farmaco bioldgico formaria ICs que serian eliminados de
la circulacién mediante los FcyRs de los fagocitos. Por todo ello, los polimorfismos de
FCGRs son considerados potenciales marcadores farmacogenéticos en el tratamiento
bioldgico de patologia inflamatoria tanto desde un punto de vista farmacodinamico como

farmacocinético.

Los primeros autores en aportar evidencias sobre la relacion entre los polimorfismos de
FCGRs y el tratamiento anti-TNF en patologia inflamatoria fueron Louis et al. en 2004.%'°
Estos autores observaron una mejor respuesta a infliximab en pacientes con EC portadores
del genotipo homocigoto de alta afinidad FCGRIIIA-V158. Los autores sugirieron que la
mejor respuesta clinica de este genotipo en la EC podria estar mediada por una mayor

ADCC de células mononucleares patogénicas que expresaran TNF-o en su membrana
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o 378 . . . .
plasmatica.’”® Sin embargo, estos mismos autores no pudieron replicar sus resultados en un
posterior estudio.”” Ternant et al. obtuvieron resultados similares en una cohorte de 111
pacientes con EC observando que el clearance del farmaco era mayor en pacientes con

838 Moroi et al. observaron

genotipo homocigoto de alta afinidad FcyRIIIA-V1S
diferencias en los parametros bioldgicos de respuesta en las fases iniciales del tratamiento,
postulando un posible papel a la mayor ADCC mediada por el genotipo homocigoto de
alta afinidad FCGRIIIA-V158.>™ Finalmente, Romero-Cara et al. observaron que los
pacientes con EC con genotipo homocigoto de alta afinidad FcyRIIIA-V158 tratados con
INF o Adalimumab desarrollaban mas Acs anti-farmaco y que ello podria explicar la
necesidad de una mayor dosificacion para mantener la eficacia del farmaco.’®' Sin
embargo, otro estudio que incluy6 41 pacientes con EC no encontro6 relacion alguna entre

la eficacia de INF y los polimorfismos de FCGRIIA-HI31R o FCGRIIIA-VI58F, pero si
con un polimorfismo de FCGRIIIB.**

En relacion a la patologia reumadtica, diversos estudios también han relacionado los
polimorfismos de FCGRs con la respuesta al tratamiento anti-TNFa en la AR y otros tipos
de artritis inflamatoria como la APs y la EA. En 2004, Tutuncu et al. fueron los primeros
en detectar la influencia de los polimorfismos FCGRIIA-HI3IR o FCGRIIIA-V158F en la
respuesta al tratamiento anti-TNFa.** Caiiete et al’®* publicaron en 2009 el primero de
una serie de articulos que analizaban esta asociacion posteriormente estudiada y replicada

. : 385,386
en cohortes independientes.”™

El anélisis de los resultados de estos estudios es complejo
dada la variabilidad entre poblaciones estudiadas, farmacos biologicos anti-TNFa
utilizados y el momento de la valoracion terapéutica. Un meta-analisis en el que se
incluyeron 6 estudios concluyd que el genotipo homocigoto de baja afinidad FCGRIIA-
131RR se asocia a mejor respuesta a ADA en pacientes con AR.>® Por otro lado, los
estudios en pacientes con espondiloartropatia mostraron que, al contrario que en la AR, los
genotipos homocigotos de alta afinidad de FCGRIIA-R131 eran los que se asociaban a una

. S 388,389
mejor respuesta terapeutica.”

Finalmente, destacar que un meta-analisis realizado en 2016 en el que se incluyeron
pacientes con EC, EA y Psoriasis tratados con fdrmacos biologicos anti-TNFa, concluyo

que, de manera global, la presencia de los alelos de baja afinidad de FCGRIIA-HI3IR y el
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alelo de alta afinidad FCGRIIIA-V158F se asociaban a una mejor respuesta terapéutica tras

% Estos resultados, deberian ser analizados de manera

6 meses de seguimiento.’
individualizada por enfermedad ya que cada una responde a distintos proceso patoldgicos

en los que los FcyRs desarrollan distintos papeles inmunopatogénicos.

En cuanto a la Psoriasis, en el momento de la publicacion de nuestro estudio no existia
ningun trabajo que analizara el papel de los polimorfismos FCGRs en el tratamiento

391,392

biologico anti-TNF. Posteriormente, aparecieron otros trabajos similares que dada su

analogia seran discutidos en el apartado Discusion de la presente Tesis Doctoral.
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II. HIPOTESIS DE TRABAJO

La idea que subyace en la presente Tesis Doctoral es que polimorfismos genéticos
funcionalmente relevantes de determinados receptores implicados en la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa pueden tener un papel importante en cuanto a la

susceptibilidad, expresion y respuesta al tratamiento en la enfermedad psoridsica.

1. Polimorfismos de los 7LRs como factor de susceptiblidad y/o
modificador de la enfermedad psoriasica, y factor predictivo al

tratamiento con fototerapia UVBnb

En el momento en que se disefid el estudio, los conocimientos acerca de la respuesta
inmunitaria adaptativa en psoriasis eran notables, con descripcion de nuevas
supboplaciones de células T (p.e. Th17, Th22) y DCs implicadas,y nuevos fairmacos
biologicos desarrollados muy eficaces en el tratamiento de la enfermedad (p.e.
ustekinumab, secukinumab). Sin embargo, poco se conocia sobre el origen de la

respuesta inflamatoria innata en psoriasis.

Dado el papel clave de los TLRs en la iniciacion, promocion y amplificacion de dicha
respuesta inflamatoria, y la existencia de distintos factores desencadenantes o
exacerbantes en psoriasis, pensamos que polimorfismos genéticos capaces de modular
la actividad de estos receptores pueden ser marcadores de susceptibilidad y/o
modificadores de la enfermedad psoridsica (en cuanto a gravedad, precocidad de
aparicion y riesgo de APs) y, eventualmente, de la respuesta al tratamiento
convencional con fototerapia UVBnb, cuya diana terapéutica, los queratinocitos y las

DCs, son las principales células que expresan TLRs en piel.
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2. Polimorfismos genéticos de los receptores linfociticos CD5 y CD6
como factores de susceptibilidad y/o modificadores de Ila

enfermedad psoriasica

CD5 y CD6 son receptores linfocitarios altamente homologas que transducen sefiales
intracelulares capaces de modular las respuestas Infocitarias durante el reconocimiento
especifico de antigenos por parte de linfocitos T y Bla, ambos implicados en procesos
autoimunitarios. A partir de la Gnica evidencia disponible sobre la implicacion de estos
receptores en Psoriasis (obtenida en ensayos clinicos preliminares que demostraban la
eficacia de itolizumab, un mAc anti-CD6, en el tratamiento de la psoriasis moderada-
grave) se planteo la posibilidad de obtener evidencia experimental y genética adicional
sobre dicha implicacion mediante el estudio de: i) polimorfismos genéticos de CDS5 y
CD6 como posibles factores de susceptibilidad y/o modificadores de la enfermedad y ii)
la deficiencia de CD6 en un modelo murino bien establecido de psoriasis inducido por

imiquimod.

3. Polimorfismos genéticos de los FcyRIIA y FcyRIIIA como factores
farmacogenéticos predictivos de la respuesta al tratamiento

biolégico anti-TNFa de la psoriasis

La introduccion de los farmacos bioldgicos anti-TNFa en el tratamiento de la psoriasis
revoluciond de manera inaudita el abordaje de la enfermedad. Sin embargo, la ausencia
de respuesta al tratamiento en un porcentaje no despreciable de pacientes, plantea la
necesidad de marcadores predictivos a este respecto. En base a evidencias disponibles
sobre la influencia de polimorfismos de receptores para la region constante (Fc) de las
inmunoglobulinas ( FcyRs) en la enfermedad tumoral y en otras enfermedades
inflamatorias (principalmente en la AR) se planted analizar la influencia de los mismos

en el tratamiento bioldgico de la psoriasis a nivel farmacocinético y farmacodindmico.
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III. OBJETIVOS

El objetivo general de esta Tesis es estudiar la influencia inmunogenética de
receptores de la inmunidad innata y adaptativa relevantes en la fisiopatogenia de la
Psoriasis y su tratamiento bioldgico. Para ello, se estudiara el papel de
polimorfismos funcionalmente relevantes de genes implicados en la activacion y
regulacion de las respuestas inmunitarias innatas (7LRs, FCGRs) y adaptativas
(CD5, CD6) como factor de susceptibilidad, modificador de enfermedad y/o
predictor de respuesta al tratamiento con fototerapia UVBnb y al tratamiento

biologico anti-TNF-a en Psoriasis.

Los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral se enumeran a continuacion:

3.1. Estudio de polimorfismos funcionales de TLRs en Psoriasis vulgar como

posible factor de susceptibilidad y/o modificador de enfermedad

3.2. Estudio de polimorfismos funcionales de TLRs en pacientes con Psoriasis
vulgar tratados con fototerapia UVBnb como posible factor predictivo de

respuesta a al tratamiento

3.3. Estudio de polimorfismos funcionales de CD5 y CD6 como posibles factores

de susceptibilidad y/o modificadores de la enfermedad
3.4. Estudio de polimorfismos funcionales de FCGRs como factor

farmacogenético predictivo de la respuesta en el tratamiento bioldgico anti-

TNF-a de la Psoriasis
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IV. RESULTADOS

Los resultados de los distintos proyectos que se incluyen en esta Tesis Doctoral se
presentan a continuacion junto con las correspondientes publicaciones ordenadas en
funcion de su papel en la fisiopatogenia de la enfermedad y en la respuesta al

tratamiento en el Anexo L.

Publicacion Original 1 “Genetically defined variants of toll-like receptors 3,

7 and 9 as phenotype and risk modifier factors for Psoriasis.”

* Publicacion Original 2: “Toll-like receptor 9 promoter polymorphism as a
predictive factor of narrow-band UVB phototherapy response in patients

with Psoriasis.”

* Publicacion Original 3: “Genetic and experimental evidence for the

involvement of the CD6 lymphocyte receptor in Psoriasis.”
* Publicacion Original 4: “The role of Fcy receptor polymorphisms in the

response to anti—tumor necrosis factor therapy in Psoriasis: A

pharmacogenetic study.”

111






RESULTADOS

1. Polimorfismos genéticos de los TLRs como factores de

susceptibilidad y modificadores de la enfermedad en Psoriasis

1.1. Poblacion a estudio

En este proyecto se incluyeron un total de 304 pacientes con Psoriasis y 305 individuos
como grupo control poblacional. Las caracteristicas clinico y demograficas de los
pacientes se muestran en la Tabla 3. Entre los pacientes con Psoriasis, 181 pacientes
eran varones (59.5%), y la edad media de los fue de 50 afios (xSD 15.9, rango
intercuartil 18-83 afos), con una duracion de la enfermedad de 18 afios. La PV fue la
forma mds comun representando el 89% de los casos. El 62.2% presentaron una
Psoriasis moderada-grave definida por la necesidad de recibir tratamiento sistémico,
fototerapia o terapia bioldgica (definicion ya discutida en esta obra). La edad de debut
de la enfermedad estaba disponible en 281 pacientes, siendo en 199 (70.8%) inferior a
40 anos (media 21.3 £SD 8.5, rango intercuartil 3-39) y en 82 (29.2%) >40 afios (media
50.9 =SD 8.2, rango intercuartil 40-77). Esta categorizacion definio el grupo de
Psoriasis de debut precoz y Psoriasis de debut tardio. Finalmente, sefialar que el 15.5%

de pacientes asociaba artritis psorisica.

Las caracteristicas clinicas se compararon en funcion de la gravedad de la enfermedad.
Es de destacar que los pacientes incluidos en el estudio presentaban un tiempo de
seguimiento muy prolongado (seguimiento medio de 13 y 19,5 afios en los grupos de
Psoriasis leve y moderada-grave, respectivamente); este hecho refuerza la correcta
clasificacion de los pacientes ya que mas de 5 afios de seguimiento permite al paciente
con Psoriasis potencialmente grave desarrollar las manifestaciones propias de la
enfermedad y recibir tratamiento sistémico, bioldgico o fototerapia si asi lo precisa. No
se observaron diferencias estadisticamente significativas en relacion a la presencia de
antecedentes familiares o forma clinica de la Psoriasis. Sin embargo, los pacientes con
Psoriasis moderada-grave eran mas jovenes (53 vs 48 afios; p=0.0427), presentaron un
debut mas precoz (31 vs 27 afios; p=0.0007), una enfermedad mas prolongada (13 vs 18
afios; p=0-0056), un mayor riesgo para desarrollar APs (7% vs 20.7%; p=0.0015) y

valores PASI mas elevados (p<0.0001) (ver tabla 1). Por otro lado, los pacientes con un
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Tabla 3. Caracteristicas clinico-demograficas de la cohorte de pacientes con Psoriasis

estudiada.
Psoriasis leve Psoriasis moderada-grave Todos p**
n % n % n Y
n 115 37.8 189 62.2 304 100
Edad (afios)* 53 [41-67] 48 [37-61] 50 [38-63] 0.0427
Sexo
Hombres 62 54 119 63 181 59.5 0.1503
Mujeres 53 46 70 37 123 40.5
Edad de debut (afios)* 31 [19-51] 25 [16-35] 27 [18-41]  0.0007
Edad <40 afios en el 64 59.8 135 77.6 199 70.8 0.0023
debut de l1a enfermedad
Duracion de la 13 [8-24] 19,5 [12-30] 18 [10-28]  0.0056
enfermedad (afios)*
Antecedentes familiares 53 47.3 83 50 136 48.9 0.7521
Artritis psoridsica 8 7 39 20.7 47 15.5 0.0023
Curso clinico 87 76.3 153 80.9 240 79.2 0.4137
persistente
Curso clinico 27 23.7 36 19.1 63 20.8
intermitente
Subtipo de Psoriasis
Vulgar 121 89 16 84.2 137 88.4 0.7979
Guttata 7 5.2 2 10.5 9 5.8
Palmoplantar 7 52 1 53 8 5.2
Inversa 1 1 0 0 1 0.6
PASI
<3 50 43.5 5 2.7 55 18.2 <0.0001
3-7 50 43.5 38 20.3 88 29.1
>7 15 13 144 77 159 52.6

* mediana y rango intercuartil [[QR]. ** la comparacion entre las variables continuas entre los dos grupos se
realiz6 mediante el test Krustal-Wallis, mientras que las frecuencias se compararon mediante el test Chi

cuadrada. Abreviaturas: PASI = Psoriasis Area and Severity Index

debut precoz eran mas jovenes (44 vs 64 afios; p<0.0001), presentaban una enfermedad

mas prolongada (23 vs 13 afios; p<0.0001), una mayor historia familiar (77.7 vs 22.3%;
p=0.0149), una enfermedad mas grave (77.6 vs 22.4% p=0.0019) y unos valores PASI

mas elevados (p=0.0039). Esta relacion entre la gravedad y el debut precoz de la

enfermedad ha sido descrita en otros estudios.
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Las diferencias entre los pacientes con enfermedad leve vs moderada-grave fueron
significativas en cuanto a la edad media (53 vs 48 afios), la edad de debut (31 vs 27
afios), la duracion de la enfermedad (13 vs 18 afos) y la presencia de artritis (7% vs
20.7%). Finalmente, los pacientes con Psoriasis moderada-grave presentaron indices
PASI mas elevados que los pacientes con Psoriasis leve. Todas estas caracteristicas
fueron incluidas junto al sexo en el andlisis multivariante como posibles factores de

confusion.

En cuanto al grupo control, elaborado con 305 individuos sanos de la misma poblacion
que los pacientes, se observo una edad media de 42 afios (= SD13.6 anos, rango

intercuartil 18-68 afios) y una ligero dominio del sexo masculino (53%).

1.2. Estudio genético

Se analizaron un total de 11 SNPs pertenecientes a los 7TLR2, 3, 4, 5, 7y 9 (ver tabla 2
en aparatdo Introduccion 2.7) tanto en la cohorte de pacientes con Psoriasis como en el
grupo control con un total de 3282 (% de éxito = 98.2%) y 3340 (% de éxito = 99.9%)
secuenciaciones, respectivamente. 62 y 15 secuenciaciones de respectivos grupos no

pudieron completarse por poca cantidad de muestra o baja calidad del DNA extraido.

1.2.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg

En primer lugar, se realizé un estudio genético para determinar el equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) y posibles linkage desequilibrum (LD) entre los SNPs analizados. El
principio de HWE establece que la composicion genética de una poblacion permanece
en equilibrio mientras no actte la seleccion natural u otros factores como la aparicion de
nuevas mutaciones, movimientos migratorios o el aparejamiento seleccionado. Es decir,
determina si la herencia de un determinado alelo en una poblacidon concreta es aleatoria
o no. El andlisis reveld que todos los SNPs se encontraban en equilibrio (p>0.05) tanto
entre los pacientes como en el grupo control excepto para 7LRY rs5743836 que se

observd en desequilibrio tan solo en el grupo control. Este resultado sugeria que la

115



RESULTADOS

herencia del mencionado SNP se encontraba en una proporciéon anormalmente baja

entre los individuos del grupo control pacientes, sugiriendo que una posible asociacion

con la enfermedad.

1.2.2. Linkage disequilibrium

Por otro lado, el LD hace referencia a la herencia no aleatoria entre alelos de diferentes
loci en una determinada poblacion. Entre los factores que pueden influir en la
distribucién aleatoria o no-aleatoriedad (asociada) entre distintos alelos se encuentran la
seleccion natural, la tasa de mutacion, la migracion génica, el emparejamiento no
aleatorio y el ligamento genético. Este ultimo hace referencia a la posible herencia no-
aleatoria que se observa con frecuencia entre alelos contiguos dado que es probable que
2 genes contiguos no se separen durante la recombinacion genética de la meiosis y, asi,
se hereden de manera contigua. Por ello, es de especial importancia determinar el LD
entre alelos o SNPs contiguos para establecer en qué grado estos alelos se heredan de
forma conjunta. En este sentido, el anélisis mostrd un gran LD entre los SNPs de 7LR3,

TLR4y TLRY (Figura 18).
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Figura 18. Diagrama del analisis de Linkage disequilibrium de los SNPs de TLR3, TLR4 'y TLR9.
Abreviaturas: TLR = receptor toll-like; Chr = cromosoma; E = exon. Los valores D’ estan
expresados en % e los cuadrados rojos. Los valores R* para TLR3 1s3775296 y 1s3775291 = 02739,
para TLR4 rs4986790 and rs4986791 = 0.923, para TLR9 rs187048 y rs5743836 = 0.2975; para
rs187048 y 1s352140 = 0.6603; para rs5743836 y rs352140 = 0.2873.
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1.3. TLR9 rs5743836 como factor genético de susceptibilidad en la Psoriasis

En segundo lugar, se investigd una posible asociacion entre los polimorfismos de 7LRs
y la Psoriasis comparando las frecuencias alélicas de todos los SNPs analizados entre
pacientes con Psoriasis y controles. El analisis mostré diferencias significativas para
TLRY rs5743836. En concreto, el genotipo homocigoto CC era més frecuente entre los
pacientes que en el grupo control (2.3% vs 0%; p=0.0278). Este hallazgo, acorde con el
resultado observado en el andlisis HWE, establece una posible asociacion entre el

genotipo CC y la enfermedad (Tabla 4).

1.4. Polimorfismos genéticos de TLRs como factores modificadores de la

Psoriasis.

En tercer lugar, se investigo la posibilidad que alguno de los polimorfismos estudiados
pudiera actuar como factor genético modificador de la enfermedad, en concreto en
relacion a la gravedad, precocidad y riesgo de enfermedad articular. Para ello, se
compararon las frecuencias alélicas y genotipicas de los SNPs de TLRs analizados entre
la cohorte de pacientes y el grupo control. En cuanto a la gravedad de la Psoriasis, el
analisis mostro que el alelo A y el genotipo AA de TLR2 rs5743708 mostraba una
tendencia a una mayor gravedad de la enfermedad sin alcanzar significancia estadistica
(p=0.0874 and p=0.0891, respectivamente). El genotipo heterocigoto de 7LR7 rs179008
si mostré una asociacion estadisticamente significativa para una mayor gravedad de la
enfermedad; sin embargo, esta significancia se perdi6 en el analisis multivariante.
Ningun otro alelo, genotipo o haplotipo mostré relacion alguna con la gravedad de la

enfermedad.

En cuanto a la APs, el alelo T y el genotipo combinado AT+TT de TLR7 rs179008 si
mostré una asociacion significativa tanto en el analisis univariante como en el
multivariante (p=0.0121 and p=0.0344, respectivamente), siendo este Ultimo ajustado
por el sexo, la edad al diagnostico, la duracion de la enfermedad, los antecedentes

familiares y los valores PASI (Tabla 5).

117



RESULTADOS

Tabla 4. Frecuencia de los genotipos de los SNPs de 7LRs en pacientes y controles y

valores p para el analisis HWE.

Gen SNP Genotip Psoriasis Controles X1
0 (n =304) (n =305)
n % HWEp n % HWE p P
TLR2* rs121917864 CC 303 100 1 303 100 1 1
rs5743708 AA 298 0.98 1 302 0.99 1 0.1008
AG 5 0.02 1 0.01
GG 0 0 0 0
TLR3 rs3775291 CC 146 0.48 0.50 140 0.47 0.68 0.9650
TC 134 0.44 130 0.44
TT 25 0.08 26 0.09
rs3775296 CC 192 0.66 0.29 205 0.67 0.70 0.3984
CA 84 0.29 89 0.29
AA 16 0.05 11 0.04
TLR4 rs4986790 AA 259 0.85 0.65 261 0.86 0.39 0.2968
AG 45 0.15 39 0.13
AA 0 0 2 0.01
rs4986791 CC 260 0.86 1 261 0.86 0.38 0.5527
CT 44 0.14 40 0.13
TT 0 0 1 0.01
TLRS5 rs5744168 CC 275 0.92 1 281 0.92 0.33 0.5236
CT 20 0.07 24 0.08
TT 1 0.01 0 0
TLR7** rs179008 AA 212 0.72 0.47 225 0.74 0.52 0.8695
AT 44 0.15 42 0.14
TT 39 0.13 38 0.12
TLRY rs352140 GG 71 0.24 0.73 78 0.26 0.49 0.8715
GA 146 0.49 146 0.48
AA 79 0.27 78 0.26
rs5743836 TT 224 0.74 0.64 232 0.77 0.02 0.0278
TC 72 0.24 70 0.23
CC 7 0.02 0 0
rs187084 TT 116 0.39 0.71 110 0.37 0.55 0.3965
TC 146 0.48 140 0.46
CC 40 0.13 52 0.17

* No se observo ninguna heterogeneidad genética en el SNP TLR2 rs121917864. ** Gen ligado al X.
Abreviaturas: SNP = Single nucleotide polymorphism; TLR = receptor toll-like; HWE = Equilibrio
Hardy-Weinberg.

118



RESULTADOS

Tabla 5. Distribucion de los polimorfismos de 7LR7 segun la presencia o ausencia de

artritis psoriasica en pacientes con Psoriasis.

Gen Sin APs APs Univariante Multivariante*
SNP ID Genotipo (n =164) (n =117)
n % 10 % OR (95% CI) » OR (95% CI) »
TLR7 AA 183 73 28 62 1 ; 1 ;
rs179008 AT 37 15 7 16 1.236(0.502-3.043)  0.6440  2.452(0.768-7.651)  0.1223
TT 29 12 10 22 2254(0.991-5.125)  0.0525  2.234(0.828-6.027)  0.1125

AT+ TT 66 27 17 38 1.683(0.866-3.274)  0.1248  2.324 (1.064-5.075)  0.0344
A 403 81 63 70 1 - - -

T 95 19 27 30  1.818 (1.099-3.007) 0.0199  2.109 (1.178-3.777)  0.0121

*Los parametros ajustados incluyen sexo, edad del debut de la enfermedad, duracion de la enfermedad,
historia familiar y valor PASI. Abreviaturas: TLR = receptores toll-like; SNP = single nucleotide
polymorphism; APs = artritis psoriasica; OR = Odds ratio; CI = Intervalo de confianza.

Finalmente, se estudi6 la posible influencia de los polimorfismos de 7LRs en la edad de
debut de la enfermedad. En este andlisis se observaron multiples asociaciones
estadisticamente significativas. El andlisis de genotipos combinados del polimorfismo
TLR3 rs3775291mostrd una efecto dominante en la edad de debut de la enfermedad,
favoreciendo su precocidad (Tabla 6). Ademas, los genotipos heterocigotos de ambos
polimorfismos de 7LR9 rs187084 y rs352140 se asociaron a un debut precoz de la
enfermedad (p=0.0067 y p=0.0346, respectivamente) (Tabla 6). Pese al intenso LD
entre los SNPs de TLRY, el analisis de haplotipos no mostr6 ninglin resultado relevante

(datos no presentados).

119



RESULTADOS

Tabla 6. Distribucion de los genotipos de 7LR3 y TLR9 en relacion al debut precoz o

tardio de la enfermedad en pacientes con Psoriasis.

Gen Debut precoz  Debut tardio Univariante Multivariante*
SNP ID Genotipo (n =164) (n=117)
n % n % OR (95% CI) P OR (95% CI) )4
TLR3 CcC 83 43 49 60 1 - 1 -
rs377529 CT 90 47 28 35 0.527 (0.303-0.915)  0.0229  0.566 (0.316-1.013)  0.0552
1 TT 20 10 4 5 0.339(0.109-1.049)  0.0605  0.307 (0.095-0.994)  0.0488
CT+TT 110 57 32 40 0.493 (0.290-0.836)  0.0087  0.514 (0.294-0.898)  0.0194
C 256 66 126 78 1 - 1 -
T 130 34 36 22 0.563 (0.367-0.862)  0.0082  0.564 (0.361-0.883)  0.0122
TLRY TT 69 35 40 50 1 - 1
rs187084 TC 105 53 31 38 0.509 (0.291-0.891)  0.0180  0.433 (0.237-0.794)  0.0067
CC 25 12 10 12 0.690 (0.301-1.583)  0.3810  0.697 (0.294-1.652)  0.4120
TC+CC 130 65 41 51 0.544 (0.322-0.919)  0.0229  0.438 (0.275-0.849)  0.0115
T 243 61 111 69 1 - 1 -
C 155 39 51 31 0.749 (0.510-1099) 0.1397  0.753 (0.491-1.101)  0.1357
TLRY GG 41 21 25 31 1 - 1
rs352140 GA 100 52 34 43 0.558 (0.297-1.048) 0.0698  0.477 (0.240-0.948)  0.0346
AA 52 27 21 26 0.662 (0.326-1.347)  0.2553 0.502 (0.234-1.077)  0.0767
GA+AA 152 79 55 69 0.593 (0.331-1.065)  0.0805  0.423 (0.213-0.841)  0.0141
G 182 47 84 52 1 1 1 -
A 204 53 76 48 0.799 (0.522-1.155)  0.2330  0.697 (0.470-1.032)  0.0713

* Entre los parametros ajustados se incluyen el sexo, los antecedentes familiares y la APs. Abreviaturas: Cr =
cromosoma; TLR = receptor toll-like; SNP = single nucleotide polymorphism; OR = Odds ratio; CI =
intervalo de confianza.
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2. Polimorfismos de los TLRs y respuesta al tratamiento con UVBnb

en Psoriasis

Un subgrupo de pacientes con Psoriasis incluidos en el anterior estudio fue sujeto de
otro subandlisis dadas sus peculiares caracteristicas. Estos pacientes, reclutados en el
Hospital Parc Tauli de Sabadell por el Dr. Romani, habian sido todos tratados con
fototerapia (modalidad UVBnb) y estaban muy bien caracterizados tanto por la
descripcion de sus variables clinicas (incluyendo variables asociadas al sindrome
metabodlico) como las relacionadas con la respuesta al tratamiento. Ello, nos animé a
explorar en este subgrupo de pacientes una posible influencia de los polimorfismos de

TLRs analizados en la respuesta a fototerapia.

En este subgrupo de pacientes se incluyeron 23 varones y 19 mujeres de edad media
46.64 +14.4 afios y mayoritariamente de fototipo III. La edad media de debut de la
enfermedad era 33 +13.4 afos y el 50% de los pacientes presentaban antecedentes
familiares. Ninguno de ellos presentaba APs y todos ellos cumplian criterios para el
tratamiento con fototerapia UVBnb. El PASI inicial de los pacientes era 15.4 £5.5 y el
indice de masa corporal de 27.76 £5.05. Segln los criterios de la International Diabetes

Foundation el 58.97% de los pacientes presentaban un sindrome metabolico.

El tratamiento con UVBnb fue muy eficaz, con una reduccion media del PASI 79.70
+15% y un PASI final de 3.21 +2.75. Los pacientes completaron una media de 27
sesiones de tratamiento con una dosis acumulada de 24.84 +7.07 J/cm2. No se
registraron efectos secundarios significativos y no existié ninguna pérdida a lo largo del
tratamiento ni el seguimiento realizado con posterioridad. El periodo medio libre de
recidiva, definido como el mantenimiento de un PASI <10 o la necesidad de un

tratamiento sistémico fue de practicamente 11 meses.

En la tabla 2 (ver seccion Introcudccion 2.7 ) se recogen los 8 SNPs de TLR 2,4,5y 9
analizados. En cuanto al estudio de los polimorfismos analizados en funcion de las
variables clinicas y respuesta terapéutica, tan solo 7LR9 rs187084 mostré una

asociacion estadisticamente significativa con una mejor respuesta al tratamiento, de
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modo que los pacientes portadores de la variante C presentaban un menor PASI final,
una mayor reduccién % del PASI y un mayor periodo de remision tras el tratamiento
(ver tabla 7). Estos pacientes ademds mostraron un menor requerimiento de sesiones de
fototerapia y dosis acumulada, pero estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Estos resultados se ilustran en la figura 19 y se confirmaron en el analisis
multivariante que se ajustd con la variable sexo y fototipo, identificadas como posibles

factores de confusion en el analisis uinvariante inicial (ver tabla 8).

Tabla 7. Pardmetros clinicos y de respuesta al tratamiento analizados en funcién al

genotipo aislado y agrupado de TLRY rs187084.

Caracteristicas TT TC/CC TC CC p value
n 13 26 23 3

Edad (aflos) 42.2+144  48.4+18.6 46.7 £17.6 65 £22.5 0.12
Varon/mujer 8/5 15/11 14/9 1/2 0.66
PASI basal 16.9 £5.4 14.7£5.6 14.9+£5.9 12.6 £1.5 0.39
PASI final 4.52+33 2.5+2.0 2.6+2.0 0.6 +0.6 0.008
% mejora PASI 70.7+17.1  84.2+11.9 82.7£11.8 954443 0.007
Periodo de remision 6.6 +6.4 12.76 £13.7 13.4+£13.7 11.3+4.0 0.04

Los resultados se expresan en media +desviacion estandar. Abreviaturas: PASI = Psoriasis Area and
Severity Index
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Figura 19. Respuesta al tratamiento con UVBnb en funcion de los genotipos agrupados de TLR9
rs187840. La grafica muestra como los pacientes portadores de al menos un alelo C (genotipo
agrupado TC/CC) presentaron una mayor reduccion del PASI, un menor valor PASI final y,
aunque no estadisticamente significativo, un menor requerimiento de nimero de sesiones para su
tratamiento. Abreviaturas: PASI = Psoriasis Area and Severity Index.

Tabla 8. Andlisis univariante y multivariante (regresion lineal) de la mejora % del PASI
en funcioén del genotipo TLRY rs187084 (TT vs TC/CC), sexo, edad, BMI, fototipo,
PASI basal, edad de debut de la Psoriasis y periodo de remision tras UVBnb.

Variables Analisis univariante Analisis multivariante
Coeficiente + error tipico p Coeficiente =+ error tipico P
TLRO rs187084 12.15 +3.63 0.002 11.50 £3.98 0.005
(TT vs TC/CC)
Edad 0.06 +0.14 0.66 - -
Sexo 6.26 +4.84 0.20 4.78 +4.44 0.29
BMI 0.44 +0.48 0.36 - -
Fototipo -5.67 £3.99 0.16 -0.67 £3.97 0.86
Edad de debut 0.06 =0.14 0.66 - -
PASI basal -0.30 +0.44 0.49 - -
Periodo de remision 0.234+£0.23 0.31 - -

Valores expresados en coeficiente no estandarizado =+ error tipico. Valores ajustados por las
variables con un valor p<0.20 en el analisis de asociacion univariante. Abreviaturas: TLR = receptor
toll-like; PASI = Psoriasis Area and Severity Index; BMI = indice de masa corporal.
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3. Evidencias genéticas y experimentales del papel del receptor

linfocitico CD6 en la Psoriasis

En el momento de disefiar nuestro proyecto de investigacion, la eficacia de los
anticuerpos monoclonales anti-CD6 en el tratamiento de la Psoriasis era la unica
evidencia que relacionaba CD6 con la enfermedad. Dado que disponiamos de una
extensa cohorte de pacientes con Psoriasis y de un modelo experimental murino de
Psoriasis CD6”, nos dispusimos a estudiar su influencia y, asi, aportar nuevas

evidencias experimentales y genéticas de su papel en la enfermedad.

3.1. Poblacion a estudio

La misma cohorte de pacientes con Psoriasis (n =304) y controles (n=305) utilizada
para en el proyecto n° 1 de esta tesis doctoral (“Genetically defined variants of toll-
like receptors 3, 7 and 9 as phenotype and risk modifier factors for Psoriasis”) se
utiliz6 para este estudio, por lo que remitimos al lector a la tabla 3 y al punto Discusion
4.1.1. donde se muestran y se discuten las caracteristicas clinico-demograficas de la

cohorte.

3.2. Estudio genético

El estudio incluy¢ el andlisis de CD6 y de otros dos genes relacionados, CD5 (receptor
hermano de CD6) y ALCAM/CD166 (principal ligando de CD6), para analizar la
influencia de CD6 con mayor perspectiva fisiopatogénica. La eleccion de los SNPs a
estudio se basd en su impacto funcional e influencia en enfermedades inflamatorias
descritas en la literatura existente. El estudio genético incluyé los SNPs de CD6
rs17824933, rs11230563 y rs12360861, los SNPs de CD5 rs2229177, rs2241002 y los
SNPs de ALCAM/CD166 rs6437585 y 1s579565.

Un primer analisis, mostrd que las frecuencias de los SNPs de CDS5, CD6 y ALCAM
cumplian el principio de HWE (p>0.02). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la distribucion de las frecuencias entre la cohorte de pacientes y grupo

control, descartandose un posible marcador de susceptibilidad para Psoriasis (Tabla 9).
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Table 9. Distribucion genotipica de los SNPs de CD6, CD5 y ALCAM SNP en

pacientes y controles.

Gen SNP Genotipo Casos Controles OR D
No. (%) No. (%) (95% CI)
CD6 rs17824933 cC 173 (57.9) 173 (56.7) 1 -
CG 106 (35.4) 120(39.4) 0.89(0.63-1.24)  0.469
GG 20 (6.7) 12 (3.9) 1.67 (0.79-3.51)  0.180
rs11230563 cC 98 (34.8) 104 (34.1) 1 -
CT 127 (45) 144 (47.2)  0.94 (0.65-1.35) 0.722
TT 57 (20.2) 57 (18.7)  1.06 (0.67-1.68)  0.799
1512360861 GG 159 (56.8)  175(57.8) 1 -
AG 111(39.6) 111(36.6) 0.65(0.29-1.46) 0.293
AA 10 (3.6) 17 (5.6) 1.10(0.78-1.55)  0.580
CD5 152229177 cC 65 (21.8) 71 (23.3) 1 -
CT 139 (46.7) 148 (48.5) 1.03 (0.68-1.54) 0.903
TT 94 (31.5) 86(28.2) 1.19(0.76-1.86) 0.436
rs2241002 CC 194 (64.5) 194 (63.6) 1 -
CT 91 (30.2) 101 (33.1)  0.90 (0.64-1.27)  0.555
TT 16 (5.3) 10 (3.3) 1.60(0.71-3.61)  0.258
ALCAM 156437585 CcC 249 (88.9) 261 (86.4) 1 -
CT 29 (10.4) 40 (13.3)  1.32(0.79-2.19) 0.289
TT 2(0.7) 1(0.3) 0.48 (0.04-5.29)  0.538
1s579565 GG 145 (50) 165 (54.5) 1 -
GA 120 (41.4) 120(39.6) 1.14(0.81-1.59) 0.453
AA 25 (8.6) 18 (5.9) 1.58 (0.83-3.01) 0.165

Abreviaturas : SNP = single nucleotide polymorphism; OR = odds ratio; CI = intervalo de
confianza.

El andlisis de LD mostrdé un gran desequilibrio entre los SNPs de CD6, con valores
D’>95% y valores r de -0.47 (para rs17824933 y rs11230563), -0.31 (para rs17824933 y
rs12360861) y 0.64 (para rs11230563 y rs12360861), por lo que estos SNPs constituyen
un bloque que frecuentemente se hereda conjuntamente. Ello es importante tenerlo

presente a la hora de interpretar los resultados en el andlisis de haplotipos.
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3.3. Impacto de CD6 en la gravedad de la Psoriasis

En un segundo andlisis, se evalud la posibilidad que los cualquier polimorfismo
analizado tuviera alguna influencia en la gravedad de la Psoriasis. Para ello, se
compararon las frecuencias alélicas de los SNPs de CD5, CD6 y ALCAM/CD166 tanto
entre los pacientes que habian recibido o no tratamiento sistémico (categorizados en
Psoriasis leve y moderada-grave, respectivamente) como entre pacientes con PASI <7 y
PASI >7 para potenciar el andlisis. Dado que existian diferencias estadisticamente
significativas en relacion a la edad de debut, la presencia de APs y la duracion de la
enfermedad entre los grupos Psoriasis leve vs moderada-grave, dichas variables se
ajustaron en los subsiguientes andlisis mutltivariantes. También se incluyé como

variable de confusion el sexo y los valores PASI.

El analisis univariante mostré diferencias estadisticamente significativas asociadas a
todos los SNPs de CD6 analizados, tanto al comparar los grupos Psoriasis leve vs
moderada-grave como al comparar los grupos PASI<7 vs PASI>7. Sin embargo, solo
las asociaciones entre CD6 1s12360861A con Psoriasis moderada-grave y CD6
rs17824933G, rs11230563C y r1s12360861A y valores PASI>7 permanecieron
estadisticamente significativas en el andlisis multivariante (ver tabla 10). Por el
contrario, Ninguno de los SNPs de CD5 y ALCAM/CDI66 analizados mostrd

asociacion alguna con los pardmetros de gravedad de la enfermedad.

Los andlisis de genotipos aislados y agrupados también mostraron resultados
estadisticamente significativos para CD6 en relacion a la Psoriasis moderada-grave a 'y
valores PASI>7 (ver tabla 11). De nuevo, los mismos analisis para los SNPs de CD5 y

ALCAM no mostraron relacion alguna.
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Tabla 10. Distribucion alélica de los SNPs de CD6 en pacientes con Psoriasis leve vs
moderada-grave y en pacientes con PASI<7 vs PASI >7. Resultados del analisis

univariante y multivariante.

SNP Alelo Ps leve Ps moderada-grave OR* p*
n (%) n (%)
rs17824933 C 182 (80.5) 271 (72.8) 1.44 0.1009
G 44 (19.5) 101 (27.2) (0.93-2.21)
rs11230563 C 110 (51.9) 213 (60.5) 0.68 0.0463
T 102 (48.1) 139 (39.5) (0.47-0.99)
Rs12360861 G 60 (28.6) 70 (20.0) 0.68 0.0811
A 150 (71.4) 280 (80.0) (0.44-1.05)
SNP Alelo PASI<7 PASI>7 OR* p*
n (%) n (%)
rs17824933 C 226 (80.7) 227 (71.4) 1.59 0.0284
G 54 (19.3) 91 (28.6) (1.05-2.42)
rs11230563 C 127 (49.2) 196 (64.1) 0.53 0.0010
T 131 (50.8) 110 (35.9) (0.37-0.78)
Rs12360861 G 75 (29.3) 55 (18.1) 0.56 0.0074
A 181 (70.7) 249 (81.9) (0.36-0.85)

* Anélisis multivariante ajustado por edad de debut de la Psoriasis, presencia de APs, sexo 'y
duracion de la enfermedad. Abreviaturas: SNP = single nucleotide polmorphism; Ps =
Psoriasis; No = nimero; OR = odds ratio;; PASI = Psoriasis Area and Severity Index.
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Tabla 11. Distribucion genotipica de los SNPs de CD6 en pacientes con Psoriasis leve
vs moderada-grave y en pacientes con PASI<7 vs PASI >7. Resultados del analisis

univariante y multivariante.

SNP Alelo Ps leve Ps moderada-grave = OR* (95% CI) p*
n (%) n (%)

rs17824933 CC 76 (67.3) 97 (52.2) 1 -
CG 30 (26.5) 76 (40.9) 1.78 (1.00-3.18) 0.049
GG 7(6.2) 13 (6.9) 1.25(0.43-3.68) 0.681
CG+GG 37 (32.7) 89 (47.8) 1.68 (0-98-2.90) 0.061

rs11230563 CC 26 (24.5) 72 (40.9) 1
CT 58 (54.7) 69 (39.2) 0.42 (0.22-0.80) 0.008
TT 22 (20.8) 35(19.9) 0.60 (0.27-1.32) 0.203
CT+TT 80 (75.5) 104 (59.1) 0.47 (0.26-0.85) 0.013
rs12360861 GG 51 (48.6) 108 (61.7) 1

GA 48 (45.7) 63 (36) 0.42 (0.11-0.64) 0.213
AA 6(5.7) 4(2.3) 0.74 (0.43-1.30) 0.304
AG+AA 54 (51.4) 67 (38.2) 0.71 (0.41-1.22) 0.211

SNP Alelo PASI<7 PASI>7 OR p

n (%) n (%) (95% CI)

rs17824933 CC 93 (66.4) 80 (50.3) 1 -
CG 40 (28.6) 66 (41.5) 1.88(1.07-3.29) 0.028
GG 7 (5.0) 13 (8.2) 1.85(0.63-5.42) 0.262
CG+GG 47 (33.6) 79 (49.7) 1.87 (1.10-3-20) 0.022

rs11230563 CC 30 (23.3) 68 (44.5) 1 -
CT 67 (51.9) 60 (39.2) 0.42 (0.23-0.78) 0.006
TT 32 (24.8) 25 (16.3) 0.34 (0.16-0.74) 0.007
CT+TT 99 (67.7) 85 (55.6) 0.40 (0.22-0.71) 0.002

rs12360861 GG 60 (46.9) 99 (65.1) 1 -
GA 60 (46.9) 51 (33.6) 0.22 (0.04-1.13) 0.069
AA 8(6.2) 2(1.3) 0.56 (0.32-0.97) 0.038
AG+AA  68(53.1) 53 (34.9) 0.52 (0.30-0.89) 0.002

* Analisis multivariante ajustado por edad de debut de la Psoriasis, presencia de APs, sexo y duracion
de la enfermedad. Abreviaturas: SNP = single nucleotide polymorphism; Ps = Psoriasis; OR = odds
ratio; PASI = Psoriasis Area and Severity Index.
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El analisis de haplotipos mostr6 que 4 haplotipos justificaban el 99.6% de los
identificados en la cohorte de pacientes con Psoriasis. Las combinaciones haplotipicas
que mostraron asociaciones estadisticamente significativas con valores PASI>7 se

muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Distribucion haplotipica de los SNPs de CD6 en pacientes con Psoriasis leve
vs moderada-grave (parte superior tabla) y en pacientes con PASI<7 vs PASI >7 (parte

inferior tabla). Resultados del andlisis univariante y multivariante.

rs17824933  rs11230563  rs11230563 % OR* p*
C C G 33.0 1 -
G C G 24.2 1.12 (0.68-1.84) 0.660
C T A 23.6 0.62 (0.36-1.05) 0.074
C T G 19.2 0.77 (0.45-1.31) 0.330
C C G 325 1 -
G C G 24.6 0.01 (-0.16 2 0.17) 0.930
C T A 23.9 -0.2 (-0.37 2 0.02) 0.033
C T G 19.0 -0.27 (-0.45 2 0.09) 0.003

* Analisis multivariante ajustado por edad de debut de la Psoriasis, presencia de APs, sexo y duracion de
la enfermedad. Abreviaturas:; Ps = Psoriasis; OR = odds ratio.

En conclusion, estos datos sugieren que CD6 representa un marcador genético
modificador de la gravedad de la enfermedad. Dado el importante LD que existe entre
los tres SNPs analizados, y estudiando los resultados de los distintos andlisis de
asociacion, parece probable que sea rs11230563 el que confiera un mayor riesgo a
padecer una enfermedad mas grave (SNP mads intensa y frecuentemente asociado a la

gravedad de la Psoriasis).

3.4. Impacto de CD6 en la edad de debut de la Psoriasis

Finalmente, se realizo un analisis de asociacion entre los SNPs de CD6 y la edad de
debut de la enfermedad, frecuentemente asociada a una enfermedad mas grave y
generalizada. En dicho analisis, se observo una asociacion estadisticamente significativa
entre la edad de debut de la enfermedad y el polimorfismo CD6 rs17824933 tanto en su

genotipo heterocigoto como agrupado, tal y como se muestra en la figura 20.

129



RESULTADOS

100 P=0.0095 |
s 601 ﬁf " -
v o r T
T o T
515 40
(]
o 20
) i
Ee)
3 e - 1 it
S 0 - ' ,

cC

cG GG CG+GG

Figura 20. Whisker’s plots que muestran la asociacion entre la edad de inicio de la Psoriasis y los
genotipos de CD6 rs17824933, aislados (izquierda) y agrupados (derecha). La linea horizontal en el
medio de cada cuadro indica la mediana, mientras que los bordes superior e inferior del cuadro marcan
los percentiles 25 y 75, respectivamente. Los “bigotes” arriba y abajo del cuadro marcan los percentiles
90 y 10. Los puntos fuera de los “bigotes” son valores atipicos mas alla del percentil 90 o 10. Los valores
p se obtuvieron de la prueba U de Mann-Whitney.

3.5. Estudio experimental sobre el papel de CD6 en un modelo murino de
Psoriasis inducido por IMQ

El posible papel de CD6 en la formacion de la placa de Psoriasis se investigd en un

395 en ratones

modelo experimental bien caracterizado de Psoriasis inducido por IMQ
CD6+/+ y CD6-/-. Tal y como se muestra la figura 21, los ratones CD6-/- mostraron un
menor engrosamiento de la epidermis asi como una menor expresion de mRNA de
distintas citoquinas relacionadas, incluyendo IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-6 e INFYy, sin
afectar aparentemente la expresion de, IL-10 y FoxP3 (Figura 22). Destacar que tan
solo se observaron diferencias estadisticamente significativas para IL-17A e IL-22, por
lo que en este modelo experimental CD6 mostré un efecto relativamente especifico

sobre la via Th17. Ademads, estos ratones mostraron una menor esplenomegalia inducida

por IMQ por lo que se deduce que desarrollaron una menor respuesta inflamatoria.
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Figura 21. Los ratones CD6” mostraron un fenotipo atenuado de Psoriasis inducida por IMQ ilustrado
por la menor infiltracion y grosor de la epidermis asi como una menor recuento total de células esplénicas.
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Figura 22. Estudio cuantitativo de la expresion de mRNA de IL-17A, IL-17F, IL-22, IL-6, INFy, IL-
10 y FoxP3 en biopsias cutaneas de ratones CD6” y CD6 """ tras 7 dias de estimulacion con IMQ. Los
valores p se muestran en la parte superior de la grafica correspondiente.

3.6. Estudio in vitro de la influencia de CD6 en la polarizacion de células T
naive

Para profundizar en el mecanismo por el que los ratones CD6-/- mostraban un fenotipo
atenuado de Psoriasis y una menor expresion de ILs Thl7, se procedié a analizar la
influencia de CD6 en la polarizacion de las células T. Para ello, se aislaron células T
CD4'CD62L"y se cultivaron bajo condiciones optimas para su diferenciacion en Thl y
Th17. El anélisis mediante citometria de flujo no mostr6 diferencias en el % de células
T CD4'INFy" entre células procedentes de ratones CD6-/- y CD6+/+. Sin embargo, de

nuevo se observaron diferencias estadisticamente significativas cuando las células T se
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cultivaron bajo condiciones Optimas para la polarizacion Thl7. En efecto, el % de
células T CD4'IL-17" en ratones CD6”" fue claramente inferior al observado en ratones
CD6"" mostrando una influencia estirpe-especifica de este receptor en la diferenciacion

Th17 no observada en Thl (Figura 23).
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Figura 23. A) Diagrama de contorno representativo que muestra la estrategia para detectar células
activadas Thl in vitro y porcentajes (media + error estandar.) de células CD4'TFNy" tras la estimulacion de
células T naive CD6” y CD6"" en condiciones de polarizacion Thl y no polarizadoras. B) Los mismos
analisis que en A) para la polarizacion Th17. Los analisis estadisticos se realizaron mediante pruebas ¢
paramétricas para datos no apareados (nivel de significacion establecido en p<0.05).

Estos resultados son coherentes con los observados en el modelo experimental de
Psoriasis inducido por IMQ y otorgan un papel fundamental al receptor linfocitico CD6
en la diferenciacion linfocitaria a Thl7, aparentemente estirpe-especifica, y en el

desarrollo de la enfermedad.
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4. Polimorfismos de los FcRy en el tratamiento biologico de la

Psoriasis

En el momento en que se diseiid este proyecto (afio 2007), no existia ningin factor
clinico, analitico ni genético que permitiera pronosticar la respuesta al tratamiento
bioldgico en Psoriasis. Si existian importantes trabajos sobre los poimorfismos de FcyRs
y la respuesta terapéutica a rituximab en el linfoma no Hodgkin,**® y otros estudios en

patologia inflamatoria (EC316 y artritis inflamatoria>®***?

) sobre la respuesta al
tratamiento bioldgico anti-TNFa en artritis inflamatoria. La farmacodindmica y la
farmacocinética de los agentes bioldgicos y los anteriormente mencionados estudios

inspiraron el proyecto de investigacion n° 4 que se presenta en esta tesis doctoral.

4.1. Poblacion a estudio

La tabla 13 muestra las caracteristicas de los poblacién a estudio. Se incluy6 un total de
70 pacientes con Psoriasis moderada-grave procedentes de 2 centros hospitalarios de III
nivel del area metropolitana de Barcelona. Todos ellos recibieron tratamiento biologico
anti-TNFa al menos durante 12 semanas que dur6 el seguimiento. El 74.3% de los
pacientes eran varones, la edad media de la cohorte 45.8 afos y el tiempo de evolucion
medio de la enfermedad 17.4 afios. El farmaco anti-TNF mas empleado fue etanercept
(54.4%), en segundo lugar adalimumab (25% ) y finalmente infliximab (20.6%)
reflejando la tendencia general en el uso de los agentes biologicos anti-TNFa en el

periodo del estudio 2007-2010.

En global, la respuesta al tratamiento biologico fue notable, alcanzando un indice PASI
75 (reduccion de >75% del valor inicial del PASI) a las 12 semanas de tratamiento en el
71.4% de los pacientes. El farmaco anti-TNFa mdas eficaz tras 12 semanas de
tratamiento fue infliximab (PASI 75 = 93%), seguido de adalimumab (PASI 75% =
76%) y por ultimos etanercept (PASI 75% = 67%). Estos resultados son congruentes
con los ensayos clinicos de desarrollados en Psoriasis si bien nuestra cohorte mostrd
una sensible mejor respuesta para cada uno de los farmacos en cuestion.”****” Tan solo
el 8.6% de los pacientes no alcanzaron una respuesta PASIS0 por lo que se consideraron

fracasos terapéuticos.
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Tabla 13. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes con Psoriasis
moderada-grave incluidos e la poblacion a estudio. Respuesta PASI75 y PASIS5O0 a las

12 semanas de tratamiento.

Pacientes (n = 70) Rango

Sexo

Varones (%) 52 (74.3 %)
Mujeres (%) 18 (25.7 %)

Edad* (SD) 45.8 (12.7) 22-80

Edad debut Psoriasis (SD) 26.2 (13.7) 7-62

Duracion enfermedad* (SD) 17.4 (8.3) 3-37

PASI basal (SD) 17.7 (11.1)

BSA basal (SD) 35.6 (19.4)

Farmaco anti-TNF-a PASI 75¢em12 PASI <505¢m12
Etanercept 38 (54.3 %) 26 (68.4 %) 4 (10.5 %)
Adalimumab 18 (25.7 %) 14 (77.8 %) 2(11.1 %)
Infliximab 14 (20 %) 13 (92.9 %) 0 (0 %)
Total 70 (100 %) 53 (75.7 %) 6 (8.6 %)

* expresado en afios. Abreviaturas: SD = desviacion estandar; PASI = Psoriasis Area
and Severity Index; BSA = area corporal afectada; sem = semana.

La respuesta al tratamiento bioldgico anti-TNF-a se valord mediante las variables PASI
y BSA en la semana 0 (PASIiyicia1), semana 6 u 8 (PASintermedio) Y sSemana 12 (PASIipa).
La figura 24 muestra la evolucion de los valores PASI y BSA a lo largo del
seguimiento. Como se puede observar, las graficas muestran una importante reduccion
de ambas variables que clinicamente se traduce en una menor extension, infiltracion,
eritema y descamacion de la Psoriasis (PASI) y una menor superficie afectada (BSA).
Ademas, se incluyé como medida subjetiva al estado de la enfermedad, una valoracion
realizada por parte del paciente (PtGA de Patient Global Assesment) en la que 0 era la
peor y 10 la mejor de la situaciones en relacion al tratamiento y la enfermedad. Esta

medida pretendia valorar la satisfaccion del pacientes con el tratamiento (ver Figura
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Figura 24. Whisker’s plots que muestra la evolucion de los valores PSA y BSA a lo largo
de las 12 semanas de seguimiento.

Figura 25. Whisker’s plot que muestra la evolucion de los valores PtGA
definidos por el propio paciente en relacion a la satisfaccion con el tratamiento.
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4.2. Estudio genético

Se genotiparon los polimorfismos rs1801274 FcyRIIA-H131R y rs396991 FcyRIIIA-
V158F en los 70 pacientes incluidos en el estudio. La tabla 14 muestra la distribucion
de los genotipos agrupados de FcyRIIA-H131R y FcyRIIIA-V158F segun las distintas

variables de respuesta.

El andlisis univariante entre los genotipos agrupados de FcyRIIA-H131R y FcyRIIIA-
V158F y las distintas variables de respuesta mostrd una tendencia a una mejor respuesta
en pacientes con genotipos de baja afinidad (RR y FF) en comparaciéon con los de
genotipos con alelos de alta afinidad (HR+HH y VF+VV). Sin embargo, las diferencias

no fueron estadisticamente significativas para ninguno de los pardmetros analizados.

Tabla 14. Distribucion de los genotipos agrupados en funcion de las variables respuesta
PASI, BSA y PtGA tras 12 semanas de tratamiento biologico anti-TNF-a. Valor p del

analisis univariante entre los genotipos agrupados y cada una de las variables respuesta.

FcyRITA-HI3IR valor p FcyRIIA-VI58F Valor p
HH+HR RR VV+VF FF
PASI75 (%) 70.8 82.4 0.523 69.4 88.9 0.126
Mejora PASI (%) 78.5 86.3 0.194 79.2 86.0 0.250
<PASI50 (%) 13 0 0.178 12.5 0 0.327
Mejora BSA (%) 76.5 78.7 0.796 73.8 82.6 0.296
PtGA inicial 3 2.57 0.668 3.09 2.6 0.602
PtGA final 9.23 9.57 0.343 9.2 9.5 0.382

Abreviaturas: PASI = Psoriasis Area and Severity Index; BSA = Area corporal afectada; PtGA =
Valoracion global por parte del paciente.

Del mismo modo, ningln paciente con genotipo de baja afinidad para RIIA-HI31R y
FeyRIIIA-V158F presentd una mala respuesta al tratamiento (<PASI50), pero este
hecho tampoco fue estadisticamente diferencial respecto a los pacientes con genotipos

con alelos de alta afinidad.
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La figura 26 muestra la evolucion de los valores medios de PASI y BSA en funcion de
los genotipos agrupados de FcyRIIA-H131R y FcyRIIIA-V158F a lo largo del
seguimiento. Si bien no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en
relacion con la evolucion del indice PASI, si se observo que los pacientes con genotipos
con alelos de alta afinidad (HR+HH y VF+VV) presentaban una mayor reduccion del
BSA en el punto intermedio del seguimiento respecto a los pacientes con genotipos de
baja afinidad (RR y FF) tanto para FcyRIIA-H131H como para FcyRIIIA-V158F. Estas
diferencias eran estadisticamente significativas en el valor BSAintermedio (FcyRIIA-
H131R: RR=29.9 vs HH+HR=17.4; p=0.006, y FcyRIIIA-V158F: FF=30 vs
VV+VF=16.6; p=0.002) pero no se mantuvieron a lo largo del seguimiento para

ninguno de los polimorfismos.
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Figura 26. Evolucion de los valores PASI y BSA seglin genotipos agrupados (genotipos con
alelo de alta afinidad vs genotipo de baja afinidad). Valor p para diferencias en el valor BSA en
funcion al genotipo agrupado.

De este modo, en ambos polimorfismos, observamos un patron comun de respuesta al
tratamiento, en el que los pacientes con alelos de alta afinidad presentan una mayor y
mas rapida reduccion del BSA que se compensa a las 12 semana de seguimiento gracias

a una mejor respuesta de los pacientes con genotipo de baja afinidad en el tramo final

137



RESULTADOS

del tratamiento. La figura 27 muestra el % de mejoria del BSA para cada genotipo
durante la segundo mitad del tratamiento. Como puede observarse, los pacientes con
genotipo de baja afinidad presentaron una mayor reduccion del BSA en el segundo

periodo de tratamiento. Estas diferencias tampoco fueron estadisticamente significativas.

67,5 67,5

45 45

22,5 225

0 0
B HH+HR B RR B VV+VF W FF

Figura 27. Grafico de barras que muestra el % de mejoria del BSA para los genotipos agrupados en
funcion de la presencia o no de alelos de alta afinidad correspondiente a la segunda mitad del
tratamiento (de la semana 6-8 a la semana 12).

El analisis multivariante permitioé explorar si la asociacion entre los genotipos con alelos
de alta afinidad y una mas rapida reduccion del BSA en las primeras 6-8 semanas de
tratamiento era independiente o si, por el contrario, era dependiente de otros factores
que pudieran influir en la respuesta al tratamiento. Como variables de confusion se
incluyeron el sexo, la edad, la eficacia del fArmaco biolégico empleado y el valor BSA
inicial. Este andlisis se realizo para el BSAintermedio, €1 BSAfina1 ¥ €l PASIgin (ver tabla
16). Los resultados mostraron que la asociacion entre los genotipos con alelos de alta
afinidad de ambos polimorfismos (HR+RR y VF+VV) y una mayor reduccion del

BSAintemedio Si era independientes de la edad, sexo, tratamiento bioldgico utilizado y

138



RESULTADOS

BSAinia. Como era de esperar por los resultados obtenidos en el andlisis univariante, no
se detectaron diferencias entre los genotipos en relacion al BSAgin, ¥y PASIfina (Tabla

16).

Tabla 16. Analisis multivariable de regresion lineal en funcion del BSA intermedio,

BSA final y PASI final.

BSA intermedio BSA final PASI final
(semanas 6-8) (semana 12) (semana 12)
Variable explicativa B coefficient p B coefficient p B coefficient p
FcyRIIA (HR+RR vs. HH)" 0,372 0,029%* 0,025 0,782 -0,017 0,767
FcyRIIIA (VV+VF vs. FF)" 0,425 0,021%* 0,012 0,902 -0,025 0,686
Indice de afinidad del -0,391 0,035% -0,024 0,795 0,004 0,95

haplotipo”

+Ajustado por sexo, edad, BSAuiia ¥ la eficacia del farmaco bioldgico utilizado (% de la mejoria PASI).
BSAinicia Y % mejoria PASI significante en todos los modelos. Abreviaturas: BSA = Body Surface Area;
PASI = Psoriasis Area and Severity Index; FcyR = Fc gamma receptor.

Dada la similitud en el patron de respuesta por parte de los dos polimorfismos, nos
planteamos la posibilidad que ambos ejercieran un efecto sumatorio o sinérgico,
condicionando de manera simultanea la respuesta al tratamiento bioldgico anti-TNFa.
Para ello, diseilamos una nueva variable que expresara la afinidad global del haplotipo
FeyRIIA-H131R/FeyRIIIA-V158F, estableciendo un indice de afinidad en funcion del
numero de alelos de alta afinidad del haplotipo (del 0 al 4). El resultado del analisis
multivariante muestra como dicho indice presenta una asociacidon inversa
estadisticamente  significativa con la mayor reduccion del BSAinermedios
independientemente al sexo, edad, farmaco utilizado y BSAjpiciai. De ello se concluye
que a mayor numero de alelos de alta afinidad en el haplotipo, menor puntuacion
BSAintermedio independientemente del sexo, edad, farmaco utilizado y BSAiniciai (ver

tabla 16).
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Es de destacar que, si bien la asociacion entre genotipos con alelos de alta afinidad y
mayor reduccion BSA era independiente al sexo, edad, farmaco utilizado y BSAinicial,
tanto el farmaco empleado como el BSAjpiciai también influian por ellos mismos en la
reduccion del BSAinermedio- Ello no es de extrafiar ya que fairmacos mas potentes (p.e.
infliximab) presentan respuestas terapéuticas mas rapidas, y pacientes con BSA iniciales

mas elevados, mayores reducciones del BSA con un tratamiento eficaz (ver tabla 17).

En definitiva, el andlisis de la respuesta al tratamiento biolégico en funcion de los
polimorfismos FcyRIIA-H131R y FcyRIIIA-V158F muestra una mejor respuesta a las 12
semanas de tratamiento y menor fracaso terapéutico en pacientes con genotipo de baja
afinidad (RR y FF) en comparacion con los pacientes con genotipos con alelos de alta
afinidad (HR+HH y VF+VV); sin embargo, estas diferencias no son estadisticamente
significativas. Por otro lado, el estudio cronoldgico de la respuesta, si muestra
diferencias entre los pacientes con genotipo de baja afinidad y pacientes con genotipos
con alelos de alta afinidad; estos Ultimos, presentan una mayor y mas rapida reduccion
del BSA que, si bien es estadisticamente significativa en el punto intermedio, no se
mantiene a lo largo de las 12 semana de seguimiento ya que los pacientes con genotipos
de baja afinidad muestran en la segunda mitad del tratamiento una respuesta terapéutica
mas acentuada. Sorprendentemente, este patron de respuesta es comun para ambos

polimorfismos que podrian ejercer su efecto farmacologico en sinergia.
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Tabla 17. Modelo multivariante de regresion lineal que incluye como variable
explicativa los polirmofismos FcyRIIA-H131R, FcyRIIIA-V158F y el indice de afinidad

del haplotipo (numero de alelos de alta afinidad presentes en el haplotipo).

Variable explicativa BSA intermedio
Coeficiente 3 p value
FcyRIIA (HR+RR vs. HH)" 0,372 0,029*
Edad -0.05 0.67
Sexo -0.17 0.20
Tratamiento biologico’ 0.41 0.01
BSAinicial 0.45 0.003
FcyRIIIA (VV+VF vs. FF)" 0,425 0,021%*
Edad -0.10 0.47
Sexo -0.13 0.35
Tratamiento biologico’ 0.30 0.048
BSAinicial 0.42 0.010
indice afinidad del haplotipo -0,391 0,035%*
Edad -0.05 0.7
Sexo -0.15 0.29
Tratamiento biologico” 0.31 0.047
BSAjnicial 0.40 0.014

"Ajustado por sexo, edad, BSA inicial y la eficacia del firmaco biolégico utilizado (% de la
mejoria PASI). BSA inicial y % mejoria PASI significante en todos los modelos. Tratamiento
bioldgico expresado en funcion de su eficacia (% de mejoria del PASI). Abreviaturas: BSA =
Body Surface Area; PASI = Psoriasis Area Severity Index; FcyR = Fc gamma receptor.
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V. DISCUSION

1. Polimorfismos de TLRs como factor de susceptibilidad y

modificador de la enfermedad psoriasica

Tal y como se ha expuesto en la introduccion, los TLRs ejercen un papel clave en la
fase de induccion de la inflamacion en Psoriasis. Su funcioén podria influir bien en la
aparicion de la enfermedad (factor de susceptibilidad) bien en la gravedad de sus
manifestaciones clinicas (factor modificador). Los resultados que se presentan en esta
Tesis Doctoral constituyen, junto a otros tres trabajos publicados en 2016'”'7® y
2017”7, los primeros en analizar el papel de los polimorfismos de TLRs en Psoriasis.
Nuestro trabajo incluyd distintos polimorfismos de 7LRs tanto intracelulares sensibles a

acidos nucleicos (7LR3, 7 y 9) como extracelulares sensibles a PAMPs microbianos y

DAMPs endogenos (TLR2 y 4).

1'175 1.17

Smith et a y Shi et al.'’® estudiaron polimorfismos de TLR2 y TLR4 observando
resultados divergentes. Los primeros autores identificaron el polimorfismo 7LR4
rs4986790 como un gen de susceptibilidad para PV y como factor modificador de la
enfermedad, favoreciendo la presencia de APs y el debut precoz de la enfermedad en
una amplia cohorte de pacientes ingleses.'”” Los segundos autores observaron una
asociacion entre TLR2 rs3804099 y PV en una poblacion del sur de China,'’® sin poder
replicar la asociacion descrita por Smith et al. Ninguno de estos hallazgos pudo ser
replicado en nuestra cohorte; quiza las diferencias genéticas entre ambas poblaciones

expliquen estos resultados aparentemente contradictorios.

En nuestro trabajo, TLR9 1rs5743836 fue identificado como factor de susceptibilidad de

la enfermedad.*”®

En concreto, el genotipo CC estaba sobreexpresado en la cohorte de
pacientes de Psoriasis y ausente en el grupo control. 7LR9 rs5743836 no fue incluido en
el trabajo de Smith et al. ni de Shi et al., pero si fue estudiado por Zablotna et al."”’
Estos ultimos autores si bien no observaron una asociaciéon de susceptibilidad con

Psoriasis, si lo hicieron como factor modificador favoreciendo formas més graves y

145



DISCUSION

precoces de la enfermedad.'”’” Aunque estos resultados no son idénticos, ambas
observaciones sugieren un papel relevante de TLR9 en la patogenia de la Psoriasis. En
un analisis mas profundo de los resultados obtenidos en nuestro trabajo, y teniendo en
cuenta que era la ausencia de la forma homocigota CC que rompia el HWE en el grupo
control, uno podria deducir que més que su presencia predispone a la enfermedad, es en
realidad su ausencia que protege frente a ella. En cualquier caso, este es el primer

trabajo en que se sefiala a TLR9 rs5743836 como factor de susceptibilidad en Psoriasis.

Por otro lado, también se analiz6 la asociacion entre los distintos SNPs con las
caracteristicas clinicas de la enfermedad con objeto de identificar un posible papel de
los TLRs como factores modificadores de la enfermedad. En cuanto a la gravedad, tan
solo 7LR7 rs179008 mostrd una asociacion estadisticamente significativa con formas
mas graves de la enfermedad; sin embargo, dicha asociaciéon desaparecid tras la
correccion con los factores de confusion en el andlisis multivariante. Los SNPs de 7LR2
y TLR4 mostraron cierta predisposicion a una enfermedad grave y mas precoz

respectivamente, pero nunca de manera estadisticamente significativa.

En relacion a la enfermedad articular, la variante alélica T y el genotipo agrupado T+TT
de TLR7 rs179008 se asociaron de manera estadisticamente significativa con la
presencia de APs, incluso tras una estricta correccion de factores de confusion. Si bien
es conocido que TLR7 desarrolla un papel relevante en la activacion de las DCs en la
cascada inflamatoria de la Psoriasis, no se ha descrito un papel especifico en la
fisiopatogenia de la APs. Estos resultados podrian estimular nuevas investigaciones en

este campo.

Los resultados mas notables de nuestro estudio son la influencia de los polimorfismos
de TLR3 y TLR9Y en la edad de aparicion de la enfermedad. En primer lugar, se observo
una soélida asociacion entre 7LR3 rs3775291 y un debut precoz de la enfermedad tanto
en el analisis univariante como en el multivariante, nunca antes descrita. Este
polimorfismo provoca un cambio amionodcidico (L412>F) cerca de la superficie

concava del ectodominio que altera las interacciones hidrofébicas y la glicosilacion del
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receptor y condiciona una menor actividad inflamatoria.

En efecto, pese a que la
expresion del receptor es similar entre portadores de la variante y controles, la
capacidad de los linfocitos para producir INF-y y TNF-a tras su estimulaciéon con
PolyI:C es significativamente menor.””’ Ademas, los fibroblastos también presentan una
respuesta alterada con una menor capacidad para producir INF-f e INF-3 tras ser
estimulados por Poly I:C, candida y CMV.”*" TLR3 rs3775291 ha sido asociado con
formas persistentes de Sarcoidosis pulmonar,”® una mayor susceptibilidad para
Candidiasis cutdnea e infecciones virales (especialmente por CMV), una menor
respuesta inmunoldgica a vacunas™ y una mayor predisposicion a la autoinmunidad.®’
Quiz4, una menor senalizacion de la presencia de células apoptoticas mediada por TLR3

podria explicar la mayor predisposicion a la autoinmunidad y al debut precoz de la

Psoriasis en pacientes genéticamente predispuestos.

En segundo lugar, variantes alélicas de 7LR9 rs187084 y rs352140 se asociaron a un
debut precoz de la enfermedad en un patréon de herencia dominante. Cabe destacar que
Zablotna et al. observaron una asociacion estadisticamente significativa entre el
polimorfismo TLR9 rs5743836 y una enfermedad més grave y precoz,'”’ y que los tres
polimorfismos de 7LR9 mencionados comparten una mayor actividad transcripcional de

165,400-402
este gen.

Teniendo en cuenta i) el papel de TLRY rs5743836 como factor de
riesgo para Psoriasis, ii) la relacion entre un debut precoz y formas mas graves de la
enfermedad y iii) la asociacion entre 7LR9 rs187084 y rs352140 y un debut precoz de la
enfermedad observado en nuestra cohorte de pacientes, estos resultados parecen indicar
que una mayor transcripcion de 7LR9 favoreceria un debut precoz de la enfermedad,

una mayor gravedad y, quiza, un mayor riesgo a padecer Psoriasis.

Existen genes que han sido asociados a Psoriasis, especialmente a debut precoz. El alelo
HLA-Cw0602 es el factor genético mejor conocido y ha sido también asociado a una
mayor gravedad.'® Sin embargo, hasta el 30-40% de los pacientes son HLA-Cw0602
negativos, por lo que otros genes podrian explicar el fenotipo de la enfermedad. De
hecho, otros genes como IL-22," ERAP1,** IL-12B y IL-23R* han sido identificados
como favorecedores de un debut precoz en Psoriasis. Del mismo modo, los SNPs de

TLR3 y TLRY identificados en nuestro estudio podrian actuar como variantes genéticas
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adicionales en el desarrollo de Psoriasis, favoreciendo un debut precoz de la enfermedad.
Los resultados de Zablotna et al."”” apoyan esta hipotesis. No obstante, la confirmacion
de estos resultados requiere de la replicacion en otras poblaciones con mayor niumero de
pacientes y descartar una posible asociacion fortuita entre los polimorfismos de 7LR3 y

TLRY identificados y el factor genético mas relevante en Psoriasis, el HLA-Cw0602.

En conjunto, los resultados del primer estudio de esta Tesis Doctoral apoyan el
concepto que los TLRs sensores de acidos nucleicos (TLR3, TLR7 y TLR9) juegan un
papel clave en la fisiopatogenia de la Psoriasis y son clinicamente relevantes. Por un
lado, TLR7 y TLR9 median la produccion de INF tipo I en queratinocitos y pDCs,

142406 por otro lado,

promoviendo la fase de induccion de la respuesta inflamatoria.
TLR7 y TLRY activados por complejos DNA/RNA propios y LL37 estimulan
persistentemente a las pDCs y mDCs para iniciar y promover una respuesta inmunitaria
adaptativa Thl7, rompiendo asi, en ambos casos, la tolerancia inmunologica a

r . 32
moléculas propias.

El papel de TLR3 en Psoriasis no esta tan bien definido como el de sus homologos. Sin
embargo, al igual que TLR7 y TLRY, se trata de un TLR intracelular capaz de detectar
acidos nucleicos y producir INF tipo I y, ademas, esta constitutivamente expresado en

62143 por ello, TLR3 bien podria contribuir a promover la

queratinocitos y en las mDCs.
inflamacion en Psoriasis. En nuestro trabajo, no se incluyé ningun polimorfismo de
TLRS, otro TLR intracelular que guarda gran homologia con 7LR7. Al igual que su
receptor hermano, TLRS ha sido implicado en la activacion de las mDCs por complejos
de acidos nucleicos y LL37"" y su inhibicion mejora la inflamacion™’ y la placa de
psoriasis.*”® En definitiva, la alteracion en la actividad de TLRs intracelulares capaces
de reconocer acidos nucleicos parece influir en la fisiopatogenia de la Psoriasis y
modificar tanto el riesgo como el fenotipo de la enfermedad. Por ello, los TLRs
intracelulares representan una atractiva diana terapéutica en Psoriasis y es posible que

en un futuro proximo, dichos hallazgos puedan plasmarse en un tratamiento eficaz para

la enfermedad.'*
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Nuestro estudio presenta varias limitaciones. En primer lugar, el hecho de recibir
tratamiento sistémico puede que no sirva para definir correctamente la gravedad de la
enfermedad. En la préctica clinica, la gravedad de la Psoriasis se define en funcion del
PASI pero también en base a la refractariedad de la Psoriasis, las localizaciones
anatomicas afectadas y el impacto psicologico en el paciente. Todos estos factores si
bien contribuyen a plantear un tratamiento sistémico, fototerapia o terapia biologica,
responden en realidad a diferentes aspectos inmunologicos y, por ello, los subgrupos de
pacientes obtenidos en funcion a esta clasificacion pueden ser inmunologicamente
heterogéneos.””” Sin embargo, esta definicién de la gravedad de la Psoriasis ha sido
aceptada y utilizada satisfactoriamente en muchos estudios de referencia.'>*'**'>. En
segundo lugar, el nimero de individuos incluidos en nuestra cohorte es limitado y por
ello, los hallazgos del estudio deben interpretarse con cautela, especialmente si tenemos
en consideracion que otros estudios mas potentes como los GWAS no han encontrado
ninguna asociacion entre polimorfismos de TLRs y Psoriasis. No obstante, no se puede
olvidar que la densidad y la funcionalidad de los SNPs seleccionados en los estudios
GWAS son claves para el éxito de los mismos, cosa que se puede obviar en estudios
centrados en genes concretos como es el nuestro. Finalmente, sefialar que la lista de
polimorfismos podria ampliarse e incluir mas SNPs y otros 7LRs relevantes en la
fisiopatogenia de la Psoriasis como TLR8.”> Es mas, los TLRs son sélo la punta del
iceberg, y muchas otras proteinas implicadas en las vias de sefalizacion de los TLR
podran ser determinantes en su actividad.''®"” Por ello, nuestros resultados deberian
animar a los investigadores a realizar estudios mas extensos que analizaran con mayor

profundidad el papel de los TLRs y sus vias de sefializacion en Psoriasis.
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2. Polimorfismos de 7LRs y respuesta al tratamiento con UVBnb

En nuestro estudio, observamos que la presencia del alelo variante de 7LR9Y rs187840
confiere una mejor respuesta y mas sostenida a UVBnb en pacientes con Psoriasis.

*13 ha sido relacionado con la

Hasta la fecha, tan solo el receptor de la vitamina D (VDR)
respuesta a fototerapia, por lo que nuestro hallazgo amplia la lista de factores
predictores de respuesta y aporta nuevas evidencias en el conocimiento de la respuesta

al tratamiento con UVBnb en Psoriasis.

La respuesta terapéutica de UVBnb en Psoriasis se basa en un efecto citotoxico directo
sobre los linfocitos, las DCs, las células de Langerhans, la induccion de apoptosis en los

91414 Normalmente, la eleccion

queratinocitos y la promocion de células T reguladoras.
de la modalidad de fototerapia se realiza en base a las caracteristicas clinicas del
paciente. Placas gruesas, muy queratosicas e infiltradas,*” un fototipo bajo*'® y el estrés
psicologico®'” auguran una peor respuesta, mientras que el sexo femenino y un menor
IMC favorecen una mejor respuesta a UVBnb.*'® Existen factores genéticos conocidos

como el receptor 1 de la melanocortina (MCIR)*"

y el enzima glutathine-S-tranferasa
(GST)*™ que influyen en el fototipo y la sensibilidad a la radiacién ultravioleta

respectivamente, pero no en una mejor respuesta a fototerapia.

El polimorfismo de VDR es el tnico factor genético predictivo al tratamiento con
UVBnb conocido hasta la fecha. En concreto, los pacientes homocitogotos CC para el
polimorfismo VDR 1s731236 asociado a una menor actividad del receptor mostraron
una menor duracién de la remisién inducida por UVBnb.*"” Este hecho es relevante
dado que la vitamina D es capaz de modular la actividad de TLRY por lo que el
mecanismo por el que induciria una mayor remision podria ser el mismo como se

discute a continuacion.

TLRY estd implicado en la activacion de las pDCs que promueven la inflamacion en la
placa de Psoriasis. Un genotipo hipoactivo permitiria obtener una respuesta mas rapida
y mas longeva en los pacientes tratados con UVBnb (o cualquier otra terapia eficaz). Si

embargo, si bien al principio se consideraba que el polimorfismo identificado parecia
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asociarse a una forma hipoactiva del receptor,”' los tiltimos estudios apuntan todo lo
contrario; la variante genotipica TC/CC de T7LR9 rs187084 induce una mayor

ey, .. . 166
transcripcion y, supuestamente, una mayor actividad funcional del receptor.

Otra posible hipdtesis atribuiria la mejor respuesta a UVBnb a las caracteristicas
inmunopatogénicas de la placa de Psoriasis. Es decir, placas de psoriasis de pacientes
con 7LRY mas transcritos y mas activos podrian responder mejor a fototerapia dado que
¢sta induce una dafio directo en las DCs, dafiando su DNA, disminuyendo sus dendritas,
la expresion de molécuals MHC y co-estimuladoras y, asi, su capacidad inmunoldgica.
Ademas, la radiacion UV también provoca la migracion de las DCs a los ganglios
linfaticos provocando su deplecion en la piel.*** Por lo tanto, pacientes con DCs muy
activas serian candidatos idoneos para recibir un tratamiento que tuviera un impacto tan

profundo en la actividad de estas células como la UVBnb.

Es interesante el hecho que tanto el polimorfismo VDR como el sexo femenino se
asocien a una mejor respuesta a UVBnb (ya sea en forma de mayor periodo de remision

- - o g 413
o alcanzando una respuesta satisfactoria mas rapido),

y ambas variables estan
relacionadas con la actividad de TLRO. En primer lugar, varios estudios han demostrado
que la vitamina D3 ejerce parte de su funcion antinflamatoria mediante la supresion de
la expresion de TLRY. Dai et al. estudiaron la expresion TLR9 en un modelo murino de
colitis y observaron una menor expresion de TLR9 y un menor dafio orgénico en los
ratones tratados con vitamina D3.*”® Dickie et al. demostraron que la vitamina D3
disminuye la expresion de TLR2, 4 y 9 en leucocitos humanos, provocando una menor
actividad del receptor TLR9.** Suzuki et al. demostraron los efectos selectivos de un
andlogo de la vitamina D3, calcipotriol (CAL), sobre las pDCs. CAL disminuy¢ la
produccion de INF-a por parte de las pDCs sin alterar la produccion de TNF-a por las
mDCs. Ademas, demostraron como CAL reducia la expresion de TLRY y disminuia la
actividad quimiotéctica de las pDCs en un modelo murino, induciendo la deplecion de
estas células en la placa de psoriasis inducida con imiquimod.*” Todo ello, en
consonancia al conocido efecto terapéutico de los derivados de la vitamina D3 en el
tratamiento topico de la Psoriasis.” Finalmente, Yazdanpanah et al. observaron como la

vitamina D3 disminuia la expresion de los TLRs intracelulares 3, 7 y 9 en pacientes con
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LES.*° Sin conocerse exactamente el mecanismo por el que la vitamina D3 induce una
menor expresion de TLRY, se podria suponer que la variante -1486 TC/CC (rs187840)
del promotor de 7LR9 asociada a una mejor y mas duradera respuesta a UVBnb podria
facilitar la accion de la vitamina D3 sobre TLRO. Ello explicaria la relacion entre ellos y

su influencia en la respuesta al tratamiento con UVBnb.

En segundo lugar, el sexo femenino asociado a una mejor respuesta a UVBnb también
podria estar relacionado con la actividad de TLR9. Estudios recientes demuestran como
el sexo femenino y el uso de anticonceptivos estrogénicos modulan la actividad de
TLRY. Fischer et al.'®® observaron como la estimulacién con B-estradiol o estrona
disminuia la expresion de TLRY en los leucocitos de mujeres sanas, y que esta
disminucion dependia del polimorfismo del receptor, que contiene entre otros distintos
dominios de union para NFkB y para estrogenos o, muy cerca de los polimorfismos de
TLRY estudiados. Hasan et al.**’ demostraron en su trabajo como complejos formados
por NF-kB y estrogenos o se unen a un determinado dominio del promotor de TLR9
para inhibir su transcripcion, demostrando asi la influencia de los estrogenos en la
transcripcion del receptor y condicionando una peor respuesta antiviral frente a VPH.
De un modo similar, los cambios inducidos por el polimorfismo 7LR9 rs187084 podrian
facilitar la union de distintos factores modificadores de la transcripcion del receptor
como la vitamina D3 y los estrdgenos presentes en las mujeres y asi, inducir una mejor

respuesta y duradera al tratamiento con UVBnb.

Nuestro estudio no aportar evidencias en este sentido. Para ahondar en este aspecto,
deberia analizarse la influencia de 7LR9 rs187084 en el tratamiento con UVBnb
teniendo en cuenta los niveles séricos de vitamina D3 (o bien administrando
aleatoriamente vitamina D3 en algunos de los participantes), y realizar un analisis por
sexo. Ello requiere de un nuevo disefio y probablemente, de un mayor numero de

participantes.
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3. Papel del receptor linfocitico CD6 en la enfermedad psoriasica

Los trabajos publicados en relacion al tratamiento de la Psoriasis con el AcMo anti-CD6
Itolizumab muestran resultados terapéuticos satisfactorios y un buen perfil de
seguridad.'”"?*3#427 Qin embargo, hasta la fecha no existian otras evidencias del
papel de CD6 en la fisiopatogenia de la enfermedad. Teniendo en cuenta la compleja
funcion de CD6 en la homeostasis de las células T periféricas, CD6 podria estar
implicado en la modulacion de su activacion y diferenciacion hacia una estirpe Thl7.
De este modo, una mayor actividad del receptor induciria una mayor respuesta
inmunitaria adaptativa Th17 y consecuentemente una mayor gravedad de la enfermedad.
Ello, seria coherente con los efectos terapéuticos observados con Itolizumab. Nuestro
trabajo aporta las primeras evidencias genéticas, experimentales in vivo e in vitro del

papel fisiopatogénico del receptor linfocitico CD6 en Psoriasis.

3.1. Evidencia genética del receptor linfocitico CD6 en Psoriasis

Desde el punto de vista genético, cabe destacar que ningun estudio GWAS ha
identificado CD6 como factor genético asociado a la enfermedad. Tampoco es de
extrafiar por distintos motivos. En primer lugar, los estudio GWAS de enfermedades
complejas y poligénicas como la Psoriasis se basan en la deteccion de una mayor
frecuencia de SNPs pre-seleccionados de los /oci analizados sin conocer bien en muchas
ocasiones sus implicaciones funcionales sobre el gen en cuestion. Por otro lado, los
analisis GWAS se disefan habitualmente para identificar genes de susceptibilidad ya
que convencionalmente, los grupos que se comparan son enfermos vs. individuos sanos.
Ello no permite entre otras cosas, identificar genes que, si bien no son responsables de
la aparicion de la enfermedad, pueden modificar e influir en otros aspectos clinicos mas
sutiles como la gravedad, la precocidad o la aparicion de comorbilidades. Para ello, los
estudios especificos de gen potencialmente implicados en la enfermedad como el

presentado en esta Tesis Doctoral son de gran utilidad.

En nuestro estudio, se incluyeron 3 SNPs del receptor linfocitico CD5 por tratarse de un

gen contiguo y guardar una gran homologia con CD6 tanto desde el punto de vista

119

: 6 , . .
estructural como funciona Ambos receptores estan fisicamente relacionados con el
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receptor clonotipico antigeno-especifico TCR y contribuyen a la modulacién fina de las
sefiales de activacién y diferenciacion mediadas por este importante receptor.”’*>’
Ademas, se incluy6 el andlisis de ALCAM/CDI166, el gen codificante del principal
ligando conocido de CD6, para aportar una mayor comprension al analisis sobre la

contribucion de estos receptores.

Ningtin SNP analizado se asocié a un mayor riesgo de la enfermedad como se deduce
del estudio comparativo entre las frecuencias alélicas y genotipicas entre la cohorte de
pacientes y el grupo control. Por otro lado, ninguin SNP de CD5 ni ALCAM/CDI166
mostrd asociacion alguna en relacion a la gravedad, precocidad o presencia de artritis,

descartando estos SNPs como factores modificadores de la enfermedad psoridsica.

Sin embargo, los tres SNPs analizados de CD6 si se asociaron a una mayor
(rs17824933%) y menor (rs11230563" y rs12360861") gravedad de Psoriasis, definida
tanto por una mayor necesidad de tratamiento sistémico como por una mayor
puntuaciéon PASI. Estos resultados se replicaron tanto en el estudio alélico, genotipico
como haplotipico, siendo la combinacion haplotipica mas intensamente asociada a una
menor gravedad de la enfermedad la CTA y CTG. Ademads, uno de los SNPs asociado
con una mayor gravedad de la psoriasis (rs178249339) se asocié también al debut
precoz de la enfermedad. En conjunto, los datos obtenidos en nuestro estudio, sugieren
una clara influencia de CD6 en el fenotipo de la enfermedad, modulando segun la
presencia de las variantes alélicas analizadas, la gravedad y, posiblemente, la
precocidad de la enfermedad. Esta influencia como factor modificador de enfermedad
en Psoriasis se antoja especifica del receptor linfocitico CD6 y se desmarca de CDS5 y

ALCAM/CD166.

El mecanismo exacto por el que los SNPs de CD6 favorecerian una mayor gravedad de
la Psoriasis es desconocido. Estos tres polimorfismos afectan la expresion del receptor
CD6 en las células T>">****2 por lo que podrian modificar la actividad del receptor y a
la postre la actividad inflamatoria de la enfermedad. Sin embargo, los resultados

obtenidos y el impacto de cada SNP en la funcidon del receptor no son faciles de
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interpretar. En nuestro analisis, rs17824933° se asocié a una mayor gravedad de la
enfermedad. Este polimorfismo favorece la expresion de la isoforma CD6AD3 del
receptor que carece del dominio extracelular D3 de unién con ALCAM/CDI166 e

428

impide su localizacion junto a TCR en el centro de la SI.** Este mismo alelo ademas, se

. . 281
ha asociado a un mayor riesgo de EM.

De este modo, una menor expresion del
receptor integro determina una mayor gravedad de la enfermedad. Dado que los
linfocitos de los individuos rs178249339Y presentaron una menor tasa de proliferacion y
una menor migracion de células Treg al SNC, los autores argumentaron que el déficit
funcional del receptor podria condicionar un ambiente mas autoreactivo y favorecer la

aparicion de enfermedad.” Algo similar podria ocurrir también en Psoriasis.

En segundo lugar, rs11230563" y rs12360861" se asociaron a una menor gravedad de la
enfermedad psoriasica. El primer alelo favorece una menor expresion del receptor”® y

el segundo una mayor expresion de la isoforma CD6AD3,**

respectivamente. Podria
interpretarse que una menor expresion del receptor CD6 condiciona una menor
activacion y polarizacion de las células T y provocaria una menor actividad de la
enfermedad.”®® De entrada, estos datos parecen incoherentes y no guardan una logica
molecular sencilla. Sin embargo, si existe una coherencia entre la forma alélica de los 3
SNPs y su asociacion con una mayor/menor gravedad de la Psoriasis y un mayor/menor
riesgo para EM. Por ello, quizd otros factores y no so6lo la expresion del receptor
determinada individualmente por cada SNP podrian explicar la influencia de CD6 en la

. e 281,282,285
gravedad de la Psoriasis y su relacion con la EM.” "~

Dado el gran linkage desequilibrium existente entre los tres SNPs, una posible
explicacion seria que en realidad, el efecto funcional en el receptor esta determinado por
un solo SNP de los tres analizados. Teniendo en cuenta que las combinaciones
haplotipicas identificadas mas intensamente asociadas a una menor gravedad son CTA 'y
CTG, parece logico pensar que la mayor influencia viene dada por los dos primeros
SNPs (rs17824933 y rs11230563). Para determinar qué efecto real tiene este haplotipo
en la expresion del receptor, seria deseable realizar estudios funcionales e
inmunofenotipicos y esclarecer si existe en realidad una mayor o menor expresion

funcional de la forma integra del receptor. El estudio del SNP rs2074225 que en
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haplotipo con rs11230563 se asocia a una mayor expresion del receptor en células

CD4+, CD8+ y NK también deberia incluirse en el andlisis.

Otro posible mecanismo que explicara estos resultados recae en la avidez del receptor.
La afinidad de CD6 por sus ligandos podria verse modificada con la presencia de los
distintos SNPs analizados. Por ello, deberia estudiarse en profundidad el impacto de
estos polimorfismos con los ligandos conocidos de CD6 ya que dicha interaccion
podrian modificar la actividad del receptor y desarrollar un papel determinante en la
enfermedad. En este sentido, cabe destacar el potencia papel de CD318, un ligando de
CD6 descrito recientemente,”® asociado a la gravedad de EM™ y AR***” y cuya
expresion en células epiteliales, mesenquimales y algunas células hematopoyéticas esta
favorecida por la presencia de citocinas proinflamatorias, se postula como una nueva

, . . . .. 253
molécula a estudiar en la fisiopatogenia de la Psoriasis.

La presencia de inserciones en CD6 se ha asociado curiosamente a una mejor respuesta

a la terapia biologica anti-TNFa en una cohorte danesa de pacientes con AR,*’

286

y el

polimorfismo rs11230563 a la EB en una cohorte china de etnia Han.”> Pero la

enfermedad mas estudiada, tal y como se ha comentado en la introduccion, es la EM en

la que, al igual que en Psoriasis, se ha establecido claramente el importante papel

430

patogénico de la respuesta Th17."" El mecanismo por el cual CD6 influye en la EM no

estd bien definido y contempla varios aspectos fisiopatogénicos como la promocién de

190

. ., 281 .
una respuesta Th17,” una menor proliferacion de Tregs™ y quizd una mayor

migracién al SNC mediada por CD6 y ALCAM/CD166.>> Los estudios mas recientes

190,298

con AcMos dirigidos al dominio extracelular D1 en modelos animales sugieren

que estos farmacos mejoran la enfermedad al bloquear la existencia de ligandos

alternativos de CD6.D1, como por ejemplo CD318.%®

Teniendo en cuenta la funcion de CD6 en la homeostasis de las células T y sus distintos
ligandos, es razonable plantear que una mayor activacion y diferenciacion de células
Th17 patogénicas mediada por CD6 influird en el desarrollo de la Psoriasis y demas

enfermedades autoinmunitarias Thl7. Si esta funcidon se desarrolla mediante la

156



DISCUSION

expresion de formas incompletas del receptor o bien estd mediada por nuevas o mas
intensas interacciones con los ligandos de CD6 esta fuera del alcance de nuestro

proyecto.

3.2. Evidencia experimental in vivo e in vitro del papel del receptor linfocitico

CD6 en un modelo murino de Psoriasis

El estudio de la influencia de CD6 en un modelo murino de Psoriasis inducido por IMQ
nos ha permitido aportar nuevas evidencias del papel fisiopatogénico de este receptor en
la enfermedad. Los ratones CD6” mostraron un fenotipo atenuado de la enfermedad en

et

comparacion con los controles CD6 ', probablemente por una menor polarizacion Th17

tal y como se ha descrito en la EAE.'”

Este fenotipo mas leve de la enfermedad se
plasmoé en un menor grosor de la epidermis y en una menor produccion de mRNA de
IL-17A e IL-22. Es de destacar que la expresion de mRNA de otras moléculas propias
de una respuesta Thl como IL-6, INF-y y Treg como FoxP3 no alcanzaron diferencias

estadisticamente significativas.

Se desconocen las bases moleculares por las que CD6 influiria en la polarizacion Th17.
Sin embargo, este efecto podria no ser especifico y afectar a la polarizacion de otras

1y Tregs'”. Asi, la influencia de CD6 en la

estirpes linfocitarias como Th
polarizacion linfocitaria podria ser méas de cuantitativa (intensidad) que cualitativa
(estirpe-especifica). Este hecho guarda coherencia con el hecho que CD6 influya en la
gravedad y no en la susceptibilidad de la Psoriasis. En consecuencia, el bloqueo de CD6
mediante un agente farmacoldgico (p.e. Itolizumab) podria ser de utilidad no sé6lo en

Psoriasis sino en otras enfermedades autoinmunitarias en las que existiera una respuesta

adaptativa aberrante patogénica.*”®

Finalmente, nuestros estudios in vitro realizados con linfocitos T provenientes de

/ A , . . , . .,
Ty CD6™ mostraron como la presencia de CD6 influia en la polarizacién

ratones CD6
Th17 pero no en la Thl. Estos resultados son contradictorios con los anteriormente

reportados por Nair et al. cuyos resultados mostraron la influencia de CD6 en el
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desarrollo de una respuesta adaptativa Th1.**® Estos autores aislaron leucocitos de
sangre periférica de voluntarios sanos con mas de un 70% CD3+ para su ensayo in vitro.
En nuestro estudio, se utilizaron células T CD4"CD62L" procedentes de ratones CD6™
y CD6™*. Quiza, el distinto origen y poblacion celular utilizados en estos dos estudios
pueda explicar dichas diferencias. Ello deberia contrastarse tanto en nuevos estudios in
vitro como en los distintos modelos experimentales de enfermedades autoinmunitarias.
Es posible que el receptor CD6 ejerza una mayor influencia en la activacion y
polarizacion de una determinada estirpe celular y se postule como diana terapéutica para
las enfermedades mediadas por una misma respuesta linfocitaria aberrante (p.e. Th17)

como apuntan los resultados presentados en esta Tesis Doctoral. De hecho, Itolizumab

191,192,293,294,297 193,194

se ha mostrado eficaz en Psoriasis pero también en AR , Y nuevas

190

evidencias apuntan a un posible efecto terapéutico en EM, ™ todas ellas enfermedades

en las que la respuesta Th17 es protagonista. '

En conclusion, los resultados de la presente Tesis Doctoral aportan nuevas evidencias
del importante papel que ejerce CD6 en Psoriasis como factor modificador de la
enfermedad, concretamente en su gravedad. Si bien el mecanismo intimo por el que
CD6 ejerce su influencia no esta totalmente definido, todos los datos inmunogenéticos
aportados demuestran su relevancia en Psoriasis. CD6 influiria en la intensidad de la
respuesta inmunitaria adaptativa Th17 que subyace en la enfermedad. Esta influencia
podria darse no solo en Psoriasis sino expandirse a otros procesos mediados por una

polarizacion linfocitaria aberrante Th17 y, quiza, de otras estirpes celulares.
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4. Polimorfismos FCGR2A y FCGR3A en la respuesta al tratamiento

bioldgico anti-TNF-a en Psoriasis

Considerando que es razonable pensar que la eficacia de los fArmacos bioldgicos pueda
estar relacionada con la porcion Fc de su estructura, disefiamos un proyecto para
estudiar la asociacion de 2 SNPs con impacto funcional en los FcyRs y la respuesta al
tratamiento biologico anti-TNFa. La respuesta fue valorada mediante 2 parametros
ampliamente validados como son el PASI y el BSA en 70 pacientes con Psoriasis
moderada-grave tratados con farmacos bioldgicos en distintos puntos del seguimiento y
realizamos un estudio de asociacion con los genotipos de los polimorfismos de

FCGR2A4-H131R y FCGR3A4-V158F.

En primer lugar, encontramos una tendencia a una mayor respuesta PASI75 y una
mayor reducciéon del PASI y del BSA en los pacientes con genotipos FCGR2A4 y
FCGR3A4 homocigotos de baja afinidad (RR y FF, respectivamente) a la semana 12 de
tratamiento en comparacion con los pacientes con genotipos homo- o heterocigotos para
alelos de alta afinidad (HR+HH y VF+VV). Ademas, ninglin paciente con genotipo de
baja afinidad present6 un fracaso terapéutico (respuesta <PASI50). Sin embargo, estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas al compararlas.

En segundo lugar, analizamos cronoldgicamente la influencias de estos polimorfismos
en la respuesta terapéutica y observamos cémo los genotipos con alelos de alta afinidad
se asociaban de manera significativa a una mayor y mas rapida reduccion del BSA en el
punto intermedio del seguimiento. Esta asociacion se mantuvo significativa en el
analisis multivariado independientemente al sexo, edad, eficacia del anti-TNFa

empleado y al BSAinicial.

Dado que ambos polimorfismos mostraron un patréon de respuesta similar, decidimos
analizarlos en su conjunto. Para aumentar la potencia y evitar un estudio estadistico con
haplotipos con baja representacion en alguna de sus combinaciones, analizamos el
numero total de alelos de alta afinidad en cada haplotipo. De este modo, se cre6 una

nueva variable del 0-4 que expresaba el numero de alelos de alta afinidad en el
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haplotipo de cada paciente. El analisis de regresion lineal mostrd una asociacion inversa
entre el nimero de haplotipos y el valor BSAintermedio, de tal modo que a mayor numero
de alelos de alta afinidad, menor afectacion de la superficie corporal en el punto
intermedio del seguimiento. Todo ello sugiere que ambos polimorfismos podrian actuar
en sinergia, posiblemente en un mismo mecanismo inmunofamarcolégico. La accion
simultdnea de los alelos de alta afinidad FCGR24-H131 y FCGR3A4-V158 podria
potenciar la ADCC de células patogénicamente relevantes que expresaran TNF-a y
favorecer una mas rapida respuesta terapéutica. De hecho, la apoptosis de células
continentes de TNF-a por parte de macréfagos y células NK ha sido implicada como un
mecanismo importante en la respuesta al tratamiento bioldgico anti-TNFa en
Psoriasis.”” Nuestros resultados sugieren un efecto farmacodinamico mediado por los
SNPs de los FCGRs estudiados. El porqué este efecto se mostrd estadisticamente
significativo con el BSAintermedio pero no con el PASTipermedio €5 Una incdgnita. Quiza, la
mayor respuesta ADCC favorecida por los SNPs de los FCGRs estudiados permitiria de
manera mas eficaz aclarar las placas menos infiltradas, eritematosas y descamativas,
favoreciendo una mayor reduccion del BSA respecto al PASI, que no solo tiene en

cuenta la superficie afectada sino también los otros pardmetros mencionados.

En tercer lugar, analizamos la importante respuesta terapéutica que mostraron los
pacientes con genotipos de baja afinidad en la segunda mitad del tratamiento,
alcanzando y mejorando los resultados de los pacientes con genotipos con alelos de alta
afinidad. Pese a que las diferencias en la respuesta en la segunda mitad del seguimiento
no fueron estadisticamente significativas, si parecen clinicamente relevantes y podrian
responder a una mayor eficacia del farmaco anti-TNFo mediada no por un efecto
directo sobre células patogénicamente relevantes sino por un menor aclaramiento del
farmaco, permitiendo su acumulacion en sangre, alcanzar mayores niveles serologicos y,
en consecuencia, un mayor efecto terapéutico. Asi, se estableceria un segundo
mecanismo farmacocinético por el que, tras las primeras semanas de tratamiento, los
genotipos de baja afinidad de FCGR24 y FCGR3A favorecerian una mayor respuesta
terapéutica. En este sentido, Nishio et al. describieron un menor aclaramiento de INF en

pacientes con RA favorecido probablemente por sus genotipos de baja afinidad.*”
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De este modo, los resultados observados sugieren un primer efecto farmacodinamico de
los polimorfismos de FCGR24A y FCGR3A que favorecerian una rapida respuesta
terapéutica en las primeras semanas de tratamiento. Posteriormente, en la siguientes
semanas se produciria un segundo efecto farmacocinético mediante el cual, los
genotipos de baja afinidad favorecerian un menor aclaramiento del fairmaco anti-TNFa

permitiendo asi alcanzar mayores niveles en sangre y un mayor eficacia del tratamiento.

En realidad, el proyecto presentado en esta Tesis Doctoral es un estudio piloto y
presenta multiples limitaciones que dificultan la interpretacion de los resultados y la
traslacion de éstos a la practica clinica habitual. En primer lugar, la duracion del
seguimiento es hoy en dia inadecuada. En el momento del disefio del estudio (los
primeros afios de la era bioldgica en Psoriasis), los ensayos clinicos y los pequefios
estudios que se realizaban marcaban como principal variable de respuesta al tratamiento
el PASI75 a la semanal2. Sin embargo, actualmente, tras mas de 10 afios de experiencia,
se prefiere utilizar la semana 24 como punto Optimo para valorar la eficacia de un
tratamiento antes de decidir si es Util o no, y se prefiere realizar largos seguimientos
para obtener resultados de eficacia y supervivencia del fdrmaco utiles para la toma de
decisiones en practica clinica. Sin embargo, nuestros resultados son relevantes e invitan
a los investigadores a profundizar en la influencia de los polimorfismos de FCGRs

como marcadores farmacogenéticos del tratamiento bioldgico anti-TNFa en Psoriasis.

Otros autores han estudiado estos mismos polimorfismos en la respuesta al tratamiento
biologico anti-TNFa en multiples procesos reumatologicos. El primer estudio publicado

por Tutuncu et al.>®

observaron una mejor respuesta asociada al genotipo homocigoto
de baja afinidad FCGR3A4 (FF) a los 3 meses de tratamiento en 35 pacientes con AR y
APs tratados con INF, ADA y ETN. Los autores sugerian un menor aclaramiento del
farmaco mediada por la interaccion FcyRIIIA-Fc del farmaco por los fagocitos como el
mecanismo mas plausible del mayor efecto terapéutico. Nishio et al. aportaron nuevas
evidencias al respecto en un estudio farmacocinético con INF en pacientes con
genotipos de baja afinidad para FCGR2A y FCGR3A4 que presentaban un aclaramiento

433

francamente reducido del farmaco.”” En 2009, Cariete et al. detectaron una asociacion

entre los genotipos de baja afinidad de ambos polimorfismos y una mejor respuesta a
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INF en pacientes con AR en distintos puntos del seguimiento clinico.”™ Los pacientes
con el genotipo homocigoto de baja afinidad FCGR34 (FF) presentaban una mejor
respuesta en semana 6, mientras que los pacientes para el genotipo homocigoto de baja

afinidad FCGR2A4 (RR) en semana 20.

Mas recientemente, la asociacion entre el genotipo homocigoto de baja afinidad
FCGR24 (RR) y una mejor respuesta al tratamiento bioldgico anti-TNFa fue
confirmada por Montes et al.>* y Davila-Fajardo et al.>®" en un estudio con 429 y 302
pacientes con AR tratados con INF y ADA, respectivamente. En su estudio, Avila-
Pedretti et al. observaron diferencias estadisticamente significativas en los pacientes
tratados con ADA y en un subgrupo de pacientes anti-CCP+ tratados con ADA e
INF.*® El meta-analisis conducido por Lee et al. concluyé que en AR el genotipo
FCGR24 de baja afinidad (RR) se asociaba a una mejor respuesta terapéutica anti-
TNFa.>" En un intento de replicar estos resultados con el polimorfismo FCGR34 -
V158F, Montes et al. reclutaron 429 pacientes con AR tratados con anti-TNFo durante
un afio sin observar ninguna influencia del polimorfismo en la respuesta terapéutica.**
Estas evidencias senalan a FCGR2A4-H131R como un polimorfismo mas influyente que
FCGR34 -VI158F en la respuesta al tratamiento anti-TNFa de la AR.
Sorprendentemente, ninguno de ellos ha sido identificado en los estudios GWAS

realizados hasta la fecha.**’

Por otro lado, Morales-Lara et al.*®® estudiaron la respuesta a INF en pacientes con AR,
APs y EA. Sus resultados coincidieron con de Cariete et al. en relacion a la AR,
observando una mejor respuesta en pacientes con el genotipo FCGR3A4 de baja afinidad
(FF). Por el contrario, en las espondiloartropatias (APs y EA) eran los pacientes con el
alelo de alta afinidad (V) los que mejor respondian al tratamiento anti-TNFa. Del
mismo modo, Ramirez et al.>® observaron que al contrario que en AR, en pacientes con
APs eran los genotipos FCGR2A con alelos de alta afinidad (HR+HH) los que
favorecian una mejor respuesta al tratamiento anti-TNFoa. Asi, la influencia de los
polimorfismos de FCGR24 y FCGR3A podria depender no solo del momento del
tratamiento, sino también de la inmunofisiopatogenia especifica de la enfermedad en

cuestion, siendo mas favorable los genotipos de baja afinidad de FCGR2A4 para la ARy
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los de alta afinidad para las espondiloartropatias. No obstante, un meta-analisis que
incluia pacientes con Psoriasis, espondiloartropatias y EC concluyd que de manera
global, los pacientes con el alelo de baja afinidad para FCGR24 (R) y alta afinidad para
FCGR3A4 (V) presentaban a los 6 meses una mejor respuesta terapéutica, contradiciendo
los resultados anteriormente expuestos.”” Para esclarecer qué relacion existe entre estos
polimorfismos y la respuesta al tratamiento anti-TNFa en las enfermedades
reumatolodgicas, seria conveniente estudiar esta influencia utilizando unos criterios
comunes y bien definidos que permitieran individualizar y comparar resultados en
funcién de la enfermedad tratada, farmaco empleado, variables de respuesta y tiempo de

seguimiento.

En Psoriasis, existen menos estudios que hayan analizado en detalle esta relacion. Como
se ha comentado, el primero de ellos es el que se presenta en esta Tesis Doctoral.

Posteriormente, Batalla et al.*'

replicaron el estudio en una cohorte de 115 pacientes
con Psoriasis moderada-grave tratados con farmacos biologicos anti-TNFa (Infliximab,
Adalimumab y Etanercept). No hallaron diferencias estadisticamente significativas en la
respuesta al tratamiento entre los pacientes con polimorfismos de baja y alta afinidad de
FCGR24 y FCGR3A. Sin embargo, al igual que en nuestro estudio, si existia una

tendencia a una mejor respuesta terapéutica en los pacientes con genotipos de baja

afinidad de ambos polimorfismos.

En un reciente estudio realizado por Prieto-Pérez et al. observaron una peor respuesta
en los individuos con alelos de baja afinidad de FCGR2A (HR+RR) a los 6 meses de
tratamiento anti-TNFa en una cohorte de 144 pacientes con Psoriasis moderada-
grave.””> Por otro lado, Mendrinou et al. estudiaron la influencia de FCGR24 y
FCGR3A4 en una cohorte de 100 pacientes con Psoriasis moderada-grave tratados con
anti-TNFa. No observaron influencia alguna del polimorfismo de FCGR24; sin
embargo, el polimorfismo de alta afinidad FCGR34 (V) si parecia modificar dicha

436
Estos

respuesta en un modo dominante, principalmente en los pacientes con ETN.
resultados son opuestos y contradictorios entre ellos y a los obtenidos en nuestro estudio
si bien no son totalmente comparables por el distinto momento de valoracion. El

importante LD entre los genotipos RR+VV y HH+FF frecuentemente no calculado en
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los estudios publicados podria explicar estos resultados dispares. Ello explicaria el por
qué en muchos estudios los alelos de baja afinidad de FCGR24 (R) y los de alta
afinidad de FCGR3A4 (V) son los mas habitualmente identificados como marcadores

L. . o1, . 43
farmacogenéticos en la respuesta al tratamiento bioldgico. ™’

Quiza, estudios mas ambiciosos, con mayor nimero de pacientes, de mayor duracion y
con un solo farmaco podrian detectar diferencias estadisticamente significativas que
permitieran tomar decisiones terapéuticas a favor a un mejor tratamiento personalizado
en pacientes con Psoriasis moderada-grave candidatos al tratamiento anti-TNFa.
Ademas, seria deseable incorporar en estos estudios un andlisis farmacocinético del

farmaco para valorar los resultados con una mayor perspectiva farmacoldgica.

En cualquier caso, analizando los resultados de estos primeros estudios, el efecto en el
tratamiento anti-TNFa (y por extension, bioldgico) en la Psoriasis podria ser discreto y
fluctuante en el tiempo, hecho que minimizaria la utilidad en una enfermedad que
requiere un tratamiento a largo plazo. El estudio de la influencia de estos
polimorfismos podria tener interés en pacientes con una excelente respuesta al
tratamiento anti-TNFa en vistas a reducir la dosis o aumentar el periodo de
administracion. Por otro lado, seria interesante analizar este efecto en otros farmacos
bioldgicos no anti-TNF como Ustekinumab, Secukinumab o Ixekizumab. De hecho, un
aspecto a tener en cuenta es la incorporacion al arsenal terapéutico de la Psoriasis de
farmacos biologicos con Fc de distintos isotipos a IgG;, como Ixekizumab que contiene
una Fc IgG,, que practicamente no se une a los receptores Feyl, FeyIIA ni FeyIIIA.*®
Quiza, dichos farmacos presenten una perfil farmacocinético mas favorable al evitar la
interaccion con el sistema FcyRs y sean seleccionados como los mas apropiados para el

. 1, . . , L. , . . 439.440
tratamiento bioldgico de la Psoriasis moderada-grave en practica clinica habitual.™

En definitiva, el estudio presentado en esta Tesis Doctoral abrié en su momento un
campo de investigacion en Psoriasis inspirado en el mecanismo farmacoldgico de los
farmacos bioldgicos anti-TNFa y en otros estudios farmacogenéticos desarrollados en

otras disciplinas de la medicina como la oncologia y la reumatologia. Pese a los nuevos
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estudios realizados en Psoriasis, la evidente influencia de los polimorfismos de
FeyRIIA-H131R y FeyRIIIA-V158F en el tratamiento biologico anti-TNF de la psoriasis

queda aun por esclarecer en su justa medida.

En esta Tesis Doctoral se presenta el estudio de receptores del SI innato y adaptativo en
la fisiopatogenia de la Psoriasis como factores de susceptibilidad y modificadores de la
enfermedad, y como marcadores de respuesta al tratamiento. El conocimientos de los
mecanismos fisiopatogénicos permite no solo conocer el porqué de la enfermedad y las
diferencias interindividuales entre los pacientes sind identificar posibles dianas
terapéuticas para el desarrollo de farmacos basados en una medicina individualizada.
Por otro lado, la identificacion de marcadores de respuesta al tratamiento permite en
primer lugar seleccionar aquellos pacientes idoneos para una terapia en cuestion y, en
segundo lugar, posibilita la modificacion y el redisefio de los fArmacos para mejorar su

eficacia y seguridad terapéutica.
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La Psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica compleja en la que
participan multiples factores ambientales y genéticos que interactiian entre ellos

para definir el fenotipo de la enfermedad.

Los mecanismos inmunologicos relevantes en la fisiopatogenia de la Psoriasis
tanto del SI innato (p.e. TLRs, FcyRs o los AMPs) como adaptativo (p.e. HLA,
TCR o CD6) contribuyen al desarrollo de la enfermedad, ya sea como factor de
susceptibilidad, factor modificador del fenotipo o factor de respuesta al

tratamiento.

Cambios genéticos con un impacto funcional en receptores clave en Psoriasis
modifican la expresion de la enfermedad o su respuesta terapéutica, y explican la

variabilidad interpersonal entre los pacientes con Psoriasis.

Los receptores 7Toll-like sensores de acidos nucleicos TLR3, TLR7 y TLR9
juegan un papel relevante en la fisiopatogenia de la Psoriasis, contribuyendo a

definir el fenotipo de la enfermedad y la respuesta al tratamiento con UVBnb.

El receptor linfocitico CD6, capaz de modular la respuesta asociada al receptor
clonotipico TCR y regular la homeostasis de las distintas poblaciones
linfocitarias, modula la intensidad de la polarizacion Th17 propia de la Psoriasis

y a definir su gravedad.

La eficacia de las terapias biologicas que interactiian con los elementos propios

del SI estéd influenciada por las caracteristicas intrinsecas de éste.
Los polimorfismos de los receptores Fc-gamma influyen en la respuesta del

tratamiento bioldgico en Psoriasis, tanto desde un punto de vista

farmacocinético como farmacodinamico.
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8. Los estudios centrados en genes seleccionados por su impacto en la
fisiopatogenia de la enfermedad son ttiles y complementarios a otras estrategias
de aproximacioén como los genome-wide association studies (GWAS), y ayudan
a definir factores inmunogenéticos modificadores de la enfermedad asi como

factores farmacogenéticos de respuesta al tratamiento.
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Genetically defined variants of toll-like receptors
3,7 and 9 as phenotype and risk modifier factors
for psoriasis

To the Editor,

In psoriasis, a chronic inflammatory skin disease with a
complex pathophysiology, multiple epidermal differentiation
and immune-related genes interact with environmental factors
[1]. Despite recent findings on pathogenic related-immune cellular
subsets and cytokines (e.g. Th17 and Th22 pathways), the ultimate
factors that trigger and preserve inflammation remain unknown.
TLRs are germ line-encoded pattern-recognition receptors that
recognize pathogen-associated and molecular patterns (PAMPs)
and tissue damage-associated molecular patterns (DAMPs) such as
self-nucleic acids. These receptors, expressed by immune and non-
professional immune cells (i.e. keratinocytes), constitute a main
immune sensing system that induces rapid inflammatory
responses. Abnormal TLR function is related to chronic inflamma-
tory and autoimmune diseases [2]. In psoriasis, TLRs are involved
in i) triggering psoriasis-related cytokine secretion on keratino-
cytes after PAMP/DAMP-induced activation, ii) dendritic cell (DC)
activation elicited by self-DNA-LL-37 complexes via TLR7, TLR8 and
TLR9, breaking immune-tolerance [3], and iii) IL-23/Th17 axis
promotion inducing IL-23 production in DCs and macrophages [4].

To explore the role of TLRs in psoriasis, we analysed 11 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) (Table 1) in 304 Spanish
psoriasis patients and 305 healthy controls. Inclusion criteria
were age >18 years and a follow-up of >6 months. The ethics
committee approved the study protocol and all patients gave
written informed consent before inclusion and blood extraction for
TLR genotyping. Patients who received >1 systemic treatment,
biological agents or phototherapy, were included in the moderate-
to-severe group, according to previous studies [5]. The age at
disease onset was dichotomized as <40 years (early-onset psoria-
sis) vs. >40 years (late onset psoriasis), a cut-off used in previous
studies [6].

Table 1 shows the clinical and demographic characteristics of
the study population. Clinical features were compared according to
psoriasis severity. Genetic data analysis showed all SNPs analysed
were in HWE (p > 0.05) except TLR9 rs5743836, which was in
disequilibrium only in the patient group (p=0.02), suggesting a
possible association with psoriasis. Linkage disequilibrium (LD)
analysis was made between SNPs of the same gene and found high
LD between TLR3, TLR4 and TLR9 SNPs.

We investigated whether any TLR SNP studied acted as a
psoriasis susceptibility genetic factor by comparing genetic data of
psoriasis patients and controls. There were significant differences
for TLR9 rs5743836; specifically, the homozygous CC genotype was
more frequent in patients (2.3% vs. 0%; p=0.0278), in agreement
with the disequilibrium observed in the HWE analysis and
suggesting a potential association between the CC genotype and
psoriasis (Table 2).

https://doi.org/10.1016/j.jdermsci.2017.12.004

Potential associations between allelic and genotypic frequen-
cies of all TLR SNPs and psoriasis severity, the presence of PsA and
age at disease onset were assessed. Only TLR7 rs179008 showed a
trend to greater disease severity (p=0.0440) but was not
significant in the multivariate analysis. The T allele and the pooled
AT+TT genotype of TLR7 rs179008 SNP were significantly
associated with PsA in the univariate analysis and multivariate
analyses adjusted for sex, age at disease onset, disease duration,
family history and PASI values (p=0.0121 and p=0.0344,
respectively) (Table 2). According to age of disease onset,
significant associations were found between the TLR3 rs3775291
polymorphism and early-onset psoriasis (Table 2). Heterozygous
genotypes of TLR9 rs187084 and rs352140 SNPs were significantly
associated with early-onset psoriasis in a dominant inheritance
pattern (p =0.0067 and p = 0.0346, respectively) (Table 2). Despite
the high LD between TLR9 SNPs, haplotype analysis showed no
relevant results.

We examined TLR polymorphisms as susceptibility and disease-
modifying genetic factors in psoriasis. Few recent articles have
investigated this issue [7-9]. Smith et al. and Shi et al. focused on
TLR2 and TLR4 and showed contradictory results [7-9],[7-9].
Zablotna et al. reported similar results although few TLR2 and TLR9
SNPs were analysed [9]. We expanded the analysis to multiple
SNPs of many relevant TLRs, specifically including SNPs of
intracellular nucleic acid-sensing TLRs (TLR3, TLR7 and TLR9)
believed to play a key role in psoriasis, and the most-studied cell-
surface TLRs (TLR2 and TLR4). We found no relevant role for the
TLR2 and TLR4 SNPs studied in psoriasis susceptibility, in contrast
to previous reports [7-9],[7-9]. Genetic differences in the
populations studied might explain the contradictory results [7-
9]. We also found a significant association between the TLR9
rs5743836 polymorphism and psoriasis. Surprisingly, Zablotna
et al. linked TLR9 rs5743836 with a more severe and earlier
psoriasis onset [9]. To our knowledge, this is the first study linking
TLR9 rs5743836 SNP to psoriasis susceptibility.

As a disease-modifying genetic factor, the hypomorphic TLR7
rs179008 polymorphism was significantly associated with psoria-
sis severity, but not in the multivariate analysis. However, it was
significantly associated with PsA, despite a very high confounding
variable adjustment. Although TLR7 is known to play a role in DC
activation, which drives the inflammatory cascade in psoriasis, no
specific role has been postulated in PsA, as it has in rheumatoid
arthritis [10]. The most notable findings were regarding the age at
onset of psoriasis. First, there was an association between TLR3
rs3775291 and early-onset psoriasis in the univariate and
multivariate analyses. This SNP has been related to a hypomorphic
form that down-regulates receptor inflammatory activity although
how it contributes to an earlier onset of psoriasis is not clear and is
beyond the scope of this work. Secondly, the mutated alleles of the
TLR9 rs187084 and rs352140 polymorphisms were associated with
early-onset psoriasis in a dominant pattern of inheritance.
Zablotna et al. observed a significant association between the
TLR9 1s5743836 polymorphism and more severe and earlier

0923-1811/ © 2017 Japanese Society for Investigative Dermatology. Published by Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Toll-like receptor polymorphisms analysed and clinical and demographic characteristics of study population.

SNP ID Gene Chr Location Nucleotide change Amino acid Functional impact on
change receptor
rs121917864 TLR2 4 Exon 2 c.2029C>T p.R677W Hypomorphic
rs5743708 Exon 2 c.2258G>A p.R753Q Hypomorphic
rs3775291 TLR3 4 Exon 4 c1234C>T p.L412F Hypomorphic
1s3775296 5 UT c-7C>A untranslated Increase transcriptional activity
rs4986790 TLR4 9 Exon 4 c.896A > G p.D299G Hypomorphic
154986791 Exon 4 c1196C >T p.T3991 Hypomorphic
rs5744168 TLR5 1 Exon 6 c1174C>T p.R392 > Stop Amorphic
rs179008 TLR7 X Exon 3 c32A>T p.QI11L Hypomorphic
rs352140 TLR9 3 Exon 2 c.2848G > A p.P545P Increase transcriptional activity
1s5743836 5 UT c.-1237T>C untranslated Increase transcriptional activity
rs187084 5'UT c.-1486T > C untranslated Increase transcriptional activity
Study population Mild psoriasis Moderate-to-severe psoriasis All p
n % n % n %
n 115 378 189 62.2 304 100
Age (years)’ 53 [41-67] 48 [37-61] [38-63] 0.0427
Gender
Male 62 54 119 63 181 59.5 0.1503
Female 53 46 70 37 123 40.5
Age of disease onset (years)’ 31 [19-51] 25 [16-35] [18-41] 0.0007
Age <40 years at disease onset 64 59.8 135 776 199 70.8 0.0023
Disease duration (years)’ 13 [8-24] 19,5 [12-30] [10-28] 0.0056
Family history 53 473 83 50 136 48.9 0.7521
Psoriatic arthritis 8 7 39 20.7 15.5 0.0023
Psoriasis subtype Vulgar 121 89 16 84.2 137 88.4 0.7979
Guttata 7 5.2 2 10.5 5.8
Palmoplantar 7 52 1 53 5.2
Inverse 1 1 0 0 0.6
PASI <7 100 87 43 23 143 473 <0.0001
>7 15 13 144 77 159 52.6

Abbreviations;: PASI = psoriasis area severity index.
" Median and interquartile ranges [IQR].

" Comparisons of continuous variables between groups were performed using the Kruskal-Wallis test: the chi square test was used to compare frequencies.

Table 2
Intracellular nucleic-sensing TLR3, TLR7 and TLR9 genotype analysis with respect to PsA and age of disease onset.

Gene SNP ID Genotype No PsA PsA Univariate Multivariate”
(n=164) (n=117)
n % n % OR (95% CI) p OR (95% CI) p

TLR7 rs179008 AA 183 73 28 62 1 - 1 -
AT 37 15 7 16 1.236 (0.502-3.043) 0.6440 2.452 (0.768-7.651) 0.1223
T 29 12 10 22 2.254 (0.991-5.125) 0.0525 2.234 (0.828-6.027) 0.1125
AT+TT 66 27 17 38 1.683 (0.866-3.274) 0.1248 2.324 (1.064-5.075) 0.0344

A 403 81 63 70 1 1 -
T 95 19 27 30 1.818 (1.099-3.007) 0.0199 2.109 (1.178-3.777) 0.0121

Gene SNP ID Pooled genotype Early onset Late onset Univariate Multivariate
(n=164) (n=117)
n % n % OR (95% CI) p OR (95% CI) p

TLR3 1s3775291 cc 83 43 49 60 1 - 1 -
CT 90 47 28 35 0.527 (0.303-0.915) 0.0229 0.566 (0.316-1.013) 0.0552
T 20 10 4 5 0.339 (0.109-1.049) 0.0605 0.307 (0.095-0.994) 0.0488
CT+TT 110 57 32 40 0.493 (0.290-0.836) 0.0087 0.514 (0.294-0.898) 0.0194

C 256 66 126 78 1 - 1 -
T 130 34 36 22 0.563 (0.367-0.862) 0.0082 0.564 (0.361-0.883) 0.0122

TLR9 rs187084 T 69 35 40 50 1 - 1 -
TC 105 53 31 38 0.509 (0.291-0.891) 0.0180 0.433 (0.237-0.794) 0.0067
cc 25 12 10 12 0.690 (0.301-1.583) 0.3810 0.697 (0.294-1.652) 0.4120
TC+CC 130 65 41 51 0.544 (0.322-0.919) 0.0229 0.438 (0.275-0.849) 0.0115

T 243 61 m 69 1 - 1 -
C 155 39 51 31 0.749 (0.510-1099) 0.1397 0.753 (0.491-1.101) 0.1357

TLR9 rs352140 GG 41 21 25 31 1 - 1 -
GA 100 52 34 43 0.558 (0.297-1.048) 0.0698 0.477 (0.240-0.948) 0.0346
AA 52 27 21 26 0.662 (0.326-1.347) 0.2553 0.502 (0.234-1.077) 0.0767
GA+AA 152 79 55 69 0.593 (0.331-1.065) 0.0805 0.423 (0.213-0.841) 0.0141

G 182 47 84 52 1 - 1 -
A 204 53 76 48 0.799 (0.522-1.155) 0.2330 0.697 (0.470-1.032) 0.0713

Abbreviations;: TLR = toll-like receptor; SNP = single nucleotide polymorphism; PsA = psoriatic arthritis; OR = Odds ratio; Cl = Confidence interval.

" Adjusted parameters included sex, age of disease onset, disease duration, family history and PASI values.
™ Adjusted parameters included sex, family history and psoriatic arthritis.
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disease onset. These three mutated alleles of TLR9 have been
shown to up-regulate receptor transcription activity.

Bearing in mind the role of the TLR9 rs5743836 polymorphism
as a genetic risk factor for psoriasis and the association between
early-onset psoriasis and a more severe phenotype, our results
seem to fit well in a multiple relationship where greater TLR9
transcription activity leads to earlier disease onset, a more severe
phenotype and a greater risk for psoriasis.

In conclusion, our results strengthen the concept that acid
nucleic-sensing TLRs play a key role in psoriasis and showed
significant associations between functional TLR3, TLR7 and TLR9
SNPs and PsA, earlier disease onset and a greater risk for psoriasis.
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Background

Prediction of response to ultraviolet B (UVB) phototherapy in psoriatic
patients mainly relies on clinical criteria, although some genetic predictors
have been identified. Toll-like receptors (TLRs) have been involved in psoria-
sis pathogenesis through activation of the innate immune system. Their
polymorphisms may condition not only the clinical profile of psoriasis but
also the response to therapy.

Methods

We analyzed the role of functional single-nucleotide polymorphisms (SNPs)
of TLR2, 5, 4, and 9 in clinical response to a standard narrow-band UVB
(NBUVB) therapy in 39 patients with moderate to severe psoriasis.

Results

We found a significant relationship between TLR9-1486T/C SNP variants and
a better response to NBUVB phototherapy. Patients with TC and CC genotype
showed a higher improvement of Psoriasis Area and Severity Index (PASI)
than patients with TT genotype. Results of multivariate analysis indicate that
the differences in PASI improvement at the end of phototherapy attributed to
TRL9 SNP genotype were not dependent on the patients’ phototype, age,
gender, body mass index, basal PAS], or disease evolution.

Conclusions

We describe a functional genetic variant in TLR9 gene that might affect the
susceptibility to antipsoriatic treatment. The search of genetic predictive
factors may be helpful in therapy selection and optimization of therapeutic
regimes in psoriatic patients.

Photodermatology Photoimmunology Photomedicine 2015; 31: 98-103
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Phototherapy is a standard treatment of psoriasis. Among
the different modalities of treatment, narrow-band ultra-
violet B phototherapy (NBUVB) with TLOI lamps, emit-
ting an electromagnetic spectrum centered in 311 nm, is
the most widespread option (1).
involves direct cytotoxicity against Thl lymphocytes,
dendritic cells, Langerhans cells, keratinocyte apoptosis,
and upregulation of Treg lymphocytes (2—4). In the clini-
cal setting, the choice of NBUVB as a therapeutic option is
based on clinical criteria (3). As a general rule, a worse
response is expectable with big size, infiltrated psoriasis
plaques (5), low phototype (6), and psychological stress
(7). A better response is achieved in female patients and in
patients with lower body mass index (8).

Genetic predictors of response to phototherapy have
been relatively under-explored. Vitamin D receptor
polymorphisms may predict duration of remission after
NBUVB (9). Melanocortin 1 receptor polymorphisms
have been associated to erythema sensitivity to Psoralen
plus ultraviolet A therapy and glutathione-S-transferases
may be involved in response to phototherapy (10, 11). In
the present study, we aimed to characterize new response
predictors through the analysis of toll-like receptor (TLR)
gene polymorphisms.

TLRs are germ-line-encoded pattern-recognition recep-
tors evolved to recognize components of foreign pathogens
or cellular stressing molecules, known as pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) and damage-
associated molecular patterns (DAMPs), respectively (12).
They are located on the surface and intracellular compart-
ments of many immune and non-immune cells including
monocytes, dendritic, natural killer cells, keratinocytes,
and fibroblasts. They are considered a key element in both
the initiation of innate immune response and the priming
of antigen-specific adaptive immune response. To date, 10
TLRs (TLR1 to TLR10) have been described in humans,
with different specificity for PAMP and DAMP recogni-
tion. Their activation leads to production of inflammatory
cytokines and interferons aimed at fighting against micro-
bial infection or cell assault as a first-line response of the
innate host defense. The derived specific adaptive immune
response is determined by the specific TLR and the
proper containing cell. TLR genes may present several
polymorphisms. In fact, single-nucleotide polymorphisms
(SNP) have been described in almost all TLRs genes. Fre-
quently, SNPs’ impact on receptor functionality has not
been fully clarified but many have been associated to both
infectious and autoimmune diseases, a topic recently
reviewed (13).

Recently, the role of innate immune response has been
implicated in psoriasis (14, 15), particularly in the initial

Its mode of action

Photodermatol Photoimmunol Photomed 2015; 31: 98-103
© 2014 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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phase of lesion genesis, triggered by local stress (Koebner’s
phenomenon) or infection (16). This initial phase in ‘early’
lesions is mainly mediated by neutrophils, activated mast
cells, and plasmacytoid dendritic cells, which are a source
of interferon-alpha and interleukin-1. In a second phase,
in ‘late’ psoriatic lesions, an adaptive immune response is
responsible for maintenance of inflammation inside the
plaque, driven by mononuclear cells and Th1-Th17 lym-
phocytes. Inside a psoriatic plaque, areas with ‘early’ or
‘late’ infiltrates can be observed. In fact, psoriasis can be
viewed as an inflammatory process including the alterna-
tion of an autoinflammatory phase with an adaptive phase.
Besides that, activation of the innate immunity could serve
as an explanation for priming of inflammatory pathways
and energy-saving mechanisms associated with obesity,
adipokine production, and genesis of metabolic syndrome
that psoriasis patients commonly develop (17, 18).

Thus, different functional abilities in key elements
involving both the innate and the adaptive immune
response, as TLRs do, could influence on the disease sever-
ity, the metabolic syndrome characteristics, and the
response to therapy in psoriasis patients. Our primary
objective was to analyze distinct TLR SNPs in a psoriasis
patient cohort treated with NBUVB in order to detect pos-
sible differences in treatment response and baseline meta-
bolic syndrome characteristics.

Patients were consecutively recruited in our phototherapy
unit. They should meet the following inclusion criteria:
age > 18 years, moderate to severe psoriasis vulgaris [Pso-
riasis Area and Severity Index (PASI) > 10], without pso-
riatic arthritis, and being eligible to treatment with UVB.

The study was approved by the local ethical committee
and it conformed to the Helsinki Agreement. The patients
gave written informed consent.

The NBUVB radiation (311 nm) was administered using
a Waldmann 7002 cabin (Waldmann Medizintechnik,
Villigen-Schwebbingen, Germany). The energy output
was measured with a standard intrinsic UV meter. Initial
dose was dependent on the phototype, and the increasing
dose schedule followed the Guidelines of the Spanish
Photobiology Group published by Carrascosa et al. (5).
We recorded the following variables for each patient: age,
gender, age at onset of psoriasis, treatment history, family
history of psoriasis, body mass index, waist circumference,
criteria for metabolic syndrome, and baseline PASI
(calculated immediately before the first phototherapy
session) and its improvement after treatment (recorded
immediately after the last phototherapy treatment and
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on a monthly basis thereafter). PASI improvement was
calculated by subtracting final PASI to initial PASI and
expressed in percentage (% PASI improvement). Number
of phototherapy sessions, erythema, or other side effects
associated with the treatment and cumulative dose
received were also recorded.

Peripheral blood was extracted and leukocyte genomic
DNA was purified using a commercially available QIAamp
DNA blood minikit (Qiagen, Hilden, Germany). TLR
polymorphisms were genotyped using a polymerase chain
reaction sequencing-based method, with sequence-specific
primers. The following eight SNPs at the TLR2
(rs121917864, rs5743708), TLR4 (rs4986790, rs4986791),
TLR5 (rs5744168), and TLR9 (rs352140, rs5743836,
rs187084) genes were analyzed. SNPs, SNP identification
number, and genotypes are listed in Table 1.

Statistical analysis

Data sets were tested for normality. Student’s paired t-test
for quantitative variables and McNemar test for qualitative
variables were used in order to detect a statistical signifi-
cance in the study variables depending on the different
TLR receptor genotypes. As the variable ‘length of remis-
sion’ did not show normal distribution, Wilcoxon test was
applied in its analysis. Because of the small size of our
sample, we did not perform haplotype analysis. Multivari-
ate linear regression analysis was conducted in order to
evaluate the relationship between the improvement
(response variable) and the explanatory variables regis-
tered at baseline, including the polymorphism in its
dichotomic form (wild/variant). All P values were two-
sided and a P value < 0.05 was considered statistically
significant. Results are presented as mean * standard
deviation. Statistical calculations were performed with
SPSS 22.0 software (IBM Corp., Armonk NY, USA).

ANEXO

The study population comprised 39 patients, 23 men
and 16 women, with a mean age of 46.64 * 14.4 years.
Phototype III was predominant. Mean age of psoriasis
onset was 33 + 13.4 years. Family history for psoriasis was
present in 50% of the patients. Mean body mass index was
27.76 £ 5.05. Metabolic syndrome following International
Diabetes Foundation criteria was present in 58.97% of the
patients. Mean basal PASI was 15.41 + 5.55. No significant
side effects, including erythema associated to treatment,
were recorded. There were no withdrawals from treatment.
Improvement after the treatment course was statistically
significant (P = 0.0001), resulting in a mean improvement
of 79.70 + 15%. Mean final PASI was 3.21 + 2.75. Patients
completed a mean number of 27.15%4.19 treatments
with a total accumulated mean dose of 24.84 + 7.07 J/cm®.
The period of relapse-free interval, defined as PASI < 10
and/or no need of subsequent systemic treatment, was
10.93 £ 11.36 months.

Regarding TLR gene receptor genotyping, no significant
differences were detected in the study variables depending
on TLR4, TLR2, and TLR5 SNP genotype. We only found
significant differences in TLR9 SNP T-1486C. In our study
population, 13 patients (33.3%) showed a TT genotype,
and 26 patients (66.6%) showed a variant (TC or CC).
Table 2 outlines the specific parameters recorded for every
genotype.

Multivariate analysis (Table 3) showed differences in
PASI improvement favoring TRL9 SNP variants (TC or
CC) that were not dependent on the patients’ phototype,
age, gender, body mass index, basal PASI, length of remis-
sion, or disease evolution.

Variant carriers showed a greater improvement in PASI
after phototherapy (84.17 £ 11.85% vs. 70.76 + 17.05%)
(P =0.007), and remissions achieved were significantly

Table 1. Gene, SNPs, SNP ID number, location, and genotype for each TLR polymorphism studied. Paternal and
maternal alleles are combined arising three potential genotypes. Amino acid change due to the variant allele is

showed in brackets unless the SNP is not translated

Location

Genotype (amino acid change)

Gene SNP Chr SNP ID
TLR2 C2029T 4 rs12917864
G2258A rs5743708
TLR4 A896G 9 rs4986790
C1196T rs4986791
TLR5 C1174T 1 rs5744168
TLR9 G1635A 3 rs352140
T-1237C rs5743836
C-1486T rs187084

Exon (non-synonymous)
Exon (non-synonymous)
Exon (non-synonymous)
Exon (non-synonymous)
Exon (non-synonymous)
Exon (synonymous)

5" near gene

5 near gene

CG; CT; TT (Arg677Trp)
AA; AG; GG (Arg753GIn)
AA; AG; GG (Asp299Gly)
CGC; CT; TT (T399I)

CG; CT; TT Arg392Stop)
GG; GA; AA (P545P)

TT; TC; CC (untranslated)
CGC; CT; TT (untranslated)

Chr, chromosome; SNP, single-nucleotide polymorphism; TLR, toll-like receptor.
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Table 2. Specific parameters studied for each of the TLR9 gene SNP 1486T/C genotypes: TT (wild type), combined
variant genotype (TC/CC), TC, and CC

n (total =39) 13 26 23 3

Age (years) 42.23 +14.35 48.84 + 18.64 46.73 £ 17.56 65 +22.53 0.12
Male/female 8/5 15/11 14/9 1/2 0.66
Basal PASI 16.90 + 5.39 14.66 + 5.58 14.93 +5.88 12.56 + 1.48 0.39
Final PASI 4.52+3.33 2.46+1.98 2.58+1.99 0.60 + 0.60 0.008
%PASI improvement 70.76 £ 17.05 84.17 £ 11.85 82.71+£11.77 95.41 +£4.27 0.007
Length of remission (months) 6.63 £ 6.40 12.76 £ 13.69 13.36 £ 13.69 11.33£4.04 0.04

Results are expressed in mean + standard deviation.
PASI, Psoriasis Area and Severity Index; SNP, single-nucleotide polymorphism; TLR, toll-like receptor. Bold numerals:
statistically significant.

Table 3. Univariate and multivariate analysis (linear regression) including percentage in PASI improvement as a
dependent variable and TLR9 gene SNP 1486T/C variant genotypes, sex, age, body mass index, phototype, basal

PASI, age of psoriasis onset, and length of remission after phototherapy as independent variables

TLR9 SNP 1486T/C 12.15+ 3.63
Age 0.06+0.14
Sex 6.26 +4.84
Body mass index 0.44 +£0.48
Phototype —-5.67 £3.99
Age of onset 0.06 +0.14
Basal PASI -0.30 £ 0.44
Length of remission 0.234+0.23

0.002 11.50 + 3.98
0.66 =
0.20

0.36 = =
0.16 —0.67 +3.97 0.86
0.66 = =
0.49 = =
0.31 = =

0.005

478+ 4.44 0.29

Genotypic variants were independently associated with PASI improvement. Multivariate model included all candidate

variables showing P value <0.20 in the univariate analysis.

PASI, Psoriasis Area and Severity Index; SNP, single-nucleotide polymorphism; TLR, toll-like receptor.

longer (12.76 £ 13.69 vs. 6.63 £ 6.40 months) (P = 0.046).
A trend was found for the variant carriers requiring less
phototherapy treatments and a lower mean cumulative
dose (23.64 £ 6.90 vs. 27.25 £ 6.93) (J/cm?), although dif-
ferences were not statistically significant. Our relevant
results are graphically depicted in Fig. 1.

DISCUSSION

We have found a genetic variant in TLRY receptor gene
that confers susceptibility to both a better and a sustained
response to NBUVB phototherapy in psoriatic patients.
TLRs represent a key element of the innate immunity in
sensing foreign pathogen and damage-associated mol-
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ecules, an immunological pathway that has been preserved
through evolution, and are believed to be involved in the
pathogenesis of autoinflammatory syndromes. Psoriasis
is a chronic relapsing skin disease mediated by elements
of the innate and adaptive immune systems, and some
authors propose that it should be regarded as an
autoinflammatory disease (14). In fact, psoriasis could be
viewed as a bimodal disease where both alternative mecha-
nisms can explain the initiation of lesions and its mainte-
nance (16). The role of TLRs in the pathogenesis of
psoriasis has not been yet clarified, but some authors have
reported an increase of their expression (19). Garcia-
Rodriguez et al. (20) reported an increase of the genic
expression of TLR4 and TLR2 in psoriasis, a correlation
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Fig. 1. Graphic view of the results in the genotyping of TLR9
gene SNP 1486T/C. Patients with CC and TC genotype (grey
line) achieved a higher reduction in PASI (P=0.007) than
homozygous patients (TT) (black line). The number of
phototherapy sessions required was lower, although the
difference was not statistically significant. PASI, Psoriasis Area
and Severity Index; UVB, ultraviolet B.

with regulatory and proinflammatory cytokines, and low-
grade inflammation. Other authors have reported a
dysregulated expression of TLRs, antimicrobial peptides,
and vitamin D receptors in lesional psoriatic skin (19).

TLR9 gene is located in chromosome 3p21.3. It works as
a gatekeeper against infection because it recognizes GpG
sequences of microbial DNA that are rare in DNA from
vertebrate cells. It has been found on the surface of many
cells, including monocytes, dendritic cells, natural killer
cells, and B lymphocytes. The activation of TLR9 prompts
an inflammatory pathway mainly driven by interferon and
interleukin-12. The blockade of TLR9 has been proposed
as a potential antipsoriatic treatment (21). TLRY gene
polymorphisms T-1237C and T-1486C at the promoter
region are believed to alter its functionality, and they
have been associated with systemic lupus erythematosus,
although the results of different studies are conflicting
(22). Its functional impact on the receptor was studied
by Tao et al. (23), showing a decrease in receptor expres-
sion in variant carriers in combination with another TLR9
SNP.

It was not our aim to compare the prevalence of variants
of the SNP T-1486C in psoriatic patients and the general
population, because we did not include healthy controls in
our study. A search of the existing literature found the
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meta-analysis published by Panda et al. (22), comprising
some studies that have assessed such polymorphism in
systemic lupus erythematosus and healthy controls.
From the data drawn from this paper, we can conclude
that TC or CC variants also have a high prevalence in
healthy population, reaching 70%. In our cohort of psori-
atic patients, 66.6% of them had a variant. These data do
not support an association of psoriasis with SNP T-1486C.

Antipsoriatic action of UVB phototherapy includes a
direct inhibition of Thl lymphocytes and upregulation
of T regulatory lymphocytes. Additional mechanisms of
action could be involved, such as vitamin D synthesis,
actions of UV light involving melatonin, melanocyte-
stimulating hormone, or P substance. It is also assumed
that UVB exerts a direct cytotoxicity against keratinocytes,
dendritic cells, Langerhans cells (2-4), and possibly more
cells that take part in innate immunity. Our results have
identified that a functional polymorphism in TLR9 gene
confers a higher susceptibility to UVB phototherapy. We
can thus postulate that carriers of genetic variants have
psoriatic lesions with an inflammatory profile that is
more susceptible to being inhibited by UVB phototherapy.
Interestingly, a recent study (24) has linked an intracellular
TLR (namely TLR3) as a keratinocyte damage-sensing
receptor that also plays a crucial role in the immune sup-
pression response after NBUVB radiation. This study
elegantly demonstrates the immunological pathways by
which TLRs could influence on NBUVB response. Unfor-
tunately, we could not study TLR3 polymorphisms in the
work herein presented.

The fact that a functional variant in one of the key
elements of innate immunity exerts some influence in
therapy success should encourage researchers to going
deeper into the study of the mechanisms of action of UVB
phototherapy against dysregulation of the innate immune
system in psoriasis, which could be mostly involved in the
‘early’ phase of psoriatic lesions.

Limitations of this study include the small patient
sample, the rather lax definition of remission, the lack of
controls, and the fact that not every TLR gene and poly-
morphism could be screened.

In the future, treatment of psoriasis will probably be also
based in the genetic profile of the patients, rather than in
their clinical characteristics and individual preferences
(25-28). In the age of pharmacogenomics, such technol-
ogy will allow dermatologists to better tailor treatment
options, avoiding drug toxicities and achieving optimum
results for the patients.
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Genetic and experimental evidence for the involvement
of the CD6 lymphocyte receptor in psoriasis

Marta Consuegra-Ferndndez!, Marc Julia?, Mario Martinez-Florensa!, Fernando Arandal,
Cristina Catala!, Noelia Armiger-Borrésl, Maria-Teresa Arias>, Francisca Santiago3,

Antonio Guilabert?, Anna Esteve®, Carlos Mufioz?, Carlos Ferrandiz®, José- Manuel Carrascosa®,
Edurne Pedrosa’, Jorge Romani®, Merce Alsina’, José- Manuel Mascar6-Galy® and

Francisco Lozano!310

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease with a strong genetic background and is triggered by environmental
factors. Available evidence supports CD6, a lymphocyte surface receptor mostly expressed by T cells, as a putative
target in autoimmunity. Accordingly, a humanized anti-CD6 antibody has been assayed for the treatment of certain
autoimmune disorders, including psoriasis. Here, we present novel evidence in mice and humans for a direct
involvement of CD6 in psoriasis pathophysiology. First, an attenuated form of imiquimod-induced psoriasis-like skin
inflammation was demonstrated in CD6-deficient mice, as deduced from lower epidermal thickness and local
reduced production of pro-inflammatory cytokines, namely, interleukin-17A. Thus, isolated CD4*CD62L* T cells
from CD6-deficient mice displayed decreased in vitro T-helper type 17 polarization. Second, a statistically
significant association between CD6 single-nucleotide polymorphisms (rs17824933, rs11230563 and
rs12360861) and more severe forms of psoriasis was demonstrated in a cohort of 304 patients at three public
hospitals from the metropolitan area of Barcelona. Taken together, these results provide new supportive evidence of
the contribution of the CD6 lymphocyte receptor in psoriasis at both experimental and clinical levels.

Cellular and Molecular Immunology advance online publication, 11 December 2017; do0i:10.1038/cmi.2017.119

Keywords: ALCAM; CD5; CD6; lymphocyte; psoriasis

INTRODUCTION

Psoriasis (Ps) is a chronic immune-mediated systemic disease
mainly characterized by cutaneous manifestations that affects
more than 125 million people worldwide.! Clinically, Ps may
adopt multiple phenotypes, with plaque-type Ps being the most
extended form of the disease.! The pathophysiology of Ps
involves abnormal keratinocyte proliferation and dermal and
epidermal infiltration by innate (e.g., neutrophils) and adaptive
(e.g., T cells) immune cells. Ps is considered a multifactorial
disease with a strong genetic, albeit polygenic, component,

which interplays with different environmental factors (namely,
trauma, infection and drugs)."! The most important heritability
factor is found within the PSORSI region mapping the human
leukocyte antigen, with smaller contributions from a multitude
of other genetic loci mainly identified by genome-wide
association studies (GWAS).? The latter includes gene candi-
dates mostly from immune response effectors/regulators and
keratinocyte differentiation-related genes.> Despite new dis-
coveries regarding the genetic basis of Ps, the interpretation of
gene-variation associations with biologic functional effects
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Genetically defined CD6 variations and psoriasis
M Consuegra-Fernandez et al

remains unsolved.The CD6 lymphocyte receptor has recently
been implicated in the pathogenesis of some autoimmune
diseases* and is currently under clinical evaluation as a putative
therapeutic target for some of these diseases,” including Ps.’
CD6 is a type I glycoprotein of the scavenger receptor cysteine-
rich (SRCR) superfamily, expressed by all T cells, a subset of
natural killer cells and the Bla-cell subset.” The main reported
CD6 ligand is CD166/ALCAM (activated leukocyte cell adhe-
sion molecule), which is a broadly distributed member of the
immunoglobulin cell adhesion superfamily.? However, addi-
tional  interactions  with  well-conserved  bacterial
components,g’10 such as galectin 1 and 3,1 and CD318 (also
named CDCP1 for CUB domain-containing protein 1 or
TRASK for transmembrane and associated with Src
kinases),!> have also been reported. Even though the function
of CD6 remains incompletely understood, recent in vitro and
in vivo evidence suggests roles in T-cell development!® and in
the modulation of peripheral T- and Bla-cell-mediated
immune responses.'*1® CD6 has a cytoplasmic tail devoid of
intrinsic catalytic activity, but contains consensus motifs for
Tyr and Thr/Ser'”!® phosphorylation. CD6 also interacts with
intracellular signaling effectors, such as mitogen-activated
protein kinases,'’” SH2 domain-containing leukocyte protein
of 76 kDa,?% T-cell-specific adaptor protein?! and syntenin.??
These characteristics, together with its physical association with
the TCR/CD3 (T-cell receptor/cluster of differentiation 3)
complex,?®> position CD6 well to positively or negatively
modulate signaling by a key receptor.’* Although CD6 was

AT
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Figure 1 Schematic location at genomic and protein levels of CD6,
CD5 and ALCAM polymorphisms analyzed. Upper pictures represent
the genomic organization of the genes with exons represented as
black boxes, introns as solid lines and 5- and 3’-untranslated
regions as gray boxes. Lower pictures represent the extracellular
and intracellular domain organization of protein products. The
relative position of SNPs and non-synonymous amino-acid changes
are marked. ALCAM, activated leukocyte cell adhesion molecule;
Cyt, cytoplasmic domain; SNP, single-nucleotide polymorphism;
TM, transmembrane domain.
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initially considered a T-cell co-stimulatory molecule based on
the co-mitogenic properties of some anti-CD6 monoclonal
antibodies (mAbs), later evidence from CD6 transfectants has
supported a putative role for CD6 as an attenuator of TCR/
CD3-mediated signaling,®* a fact that has been recently
confirmed by data from CD6-deficient (CD6™/7) mice.l>"14
Specifically, studies of such deficient mice have shown that
(i) CD6 behaves as a negative modulator of TCR/CD3 signaling
in the thymus, setting the threshold for the final steps of T-cell
selection and maturation,'® and (ii) CD6 contributes to the
proper generation and function of the inducible peripheral
T-regulatory (Treg) cell population.!>!> Despite the current
availability of a humanized anti-CD6 mAb for therapeutic
purposes® and the availability of genetically modified CD6
mice, 371 i1 vivo evidence for the direct involvement of CD6 in
mouse and/or human Ps has yet to be reported. To this end, we
investigated the phenotype of CD6™/~ mice in an experimental
Ps-like model induced by imiquimod (IMQ).?> Because (i) no
human CD6 deficiency has been reported so far and (ii) data
from experimental models of the disease should be cautiously
translated into the clinic, we investigated the putative influence
of previously reported CD6 single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) on the clinical characteristics of a cohort of 304
psoriatic patients. The three CD6 SNPs included in the analysis
have been linked to enhanced susceptibility to multiple
sclerosis (MS).* Additional SNPs involving the functionally
related CD5 and CDI166/ALCAM genes were also investigated.
CD5 encodes a lymphocyte receptor closely related to CD6.
Variants of CD5 have been associated with severe forms of
systemic lupus erythematosus?® and a better prognosis in
certain types of cancers.2”28 Likewise, CD166/ALCAM variants
have been associated with increased risk and progression of
MS?? and breast cancer.®3! The results obtained from these
studies provide novel human genetic and mouse experimental
evidence supporting the involvement of CD6 in the
pathogenesis of Ps.

RESULTS

Human CD6 polymorphism impact Ps severity

Psoriatic patients (N=304) and controls (N=305) were
genotyped for CD6 variants and investigated for association
with Ps susceptibility and/or prognosis. The genetic analysis
included CD6 SNPs (rs17824933, rs11230563 and rs12360861)
previously associated with increased risk of MS,>>33 as well as
SNPs from CD5 (rs2229177 and rs2241002) and ALCAM
(rs6437585 and 1s579565), two functionally related genes
associated with increased severity and risk of SLE and
MS,262 respectively (Figure 1).

In a first analysis, the genotypic frequencies of the CD6, CD5
and ALCAM SNPs from psoriatic patients and controls were
shown to be in Hardy—Weinberg equilibrium (P>0.02).
Moreover, no statistically significant differences between
patients and controls were observed for any of the SNPs, thus
discarding the possibility of any being a susceptibility marker
for Ps (Supplementary Table S1).



In a second analysis, we evaluated whether any of the genetic
variants had an effect on Ps severity. To this end, the allelic and
genotypic frequencies of the CD6, CD5 and ALCAM SNPs were
compared among patients receiving or not receiving systemic
treatment (categorized as moderate—severe or mild disease
subgroups, respectively)*% and among patients displaying
high (>7) or low (<7) Psoriasis Area and Severity Index
(PASI) values 39 according to previous well-established
criteria.**=° Shown in Supplementary Table S2 are the median
and the interquartile ranges for the clinical and demographic
characteristics of patients involved in the study. Kruskal-Wallis
(continuous variables) or y* (frequencies) analyses showed
statistically significant associations of moderate—severe Ps with
earlier disease onset (P=0.0007), arthritis occurrence
(P=0.0023), higher PASI (P<0.0001) and longer disease
duration (P=0.0056) (Supplementary Table S2). Subsequently,
multivariate genetic analyses were adjusted for age of onset,
duration of the disease and presence of psoriatic arthritis. Sex
was considered a confounding variable and was also adjusted.
Because PASI is also considered a disease severity outcome, the
same clinical variables were adjusted for PASI analyses.

Univariate analyses revealed statistically significant associa-
tions of the rs12360861A CD6 allele with moderate—severe Ps
(Table 1, top) and the rs17824933G, rs11230563C and
rs12360861A CD6 alleles with high (>7) PASI (Table 1,
bottom). The latter association was maintained in subsequent
multivariate analyses. By contrast, no significant relationships
were observed for CD5 and ALCAM SNPs regarding any
indicator of Ps severity (Supplementary Table S3).

Univariate and multivariate analyses also showed statistically
significant associations for individual and/or pooled genotype
frequencies of CD6 SNPs with moderate—severe Ps (Table 2,
top) and/or high (>7) PASI (Table 2, bottom). Again, no
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statistically significant association was found for any of the CD5
and ALCAM SNPs.

Further haplotype analyses showed that the CD6 SNPs were
linked to each other with D’ values >95% and r values of
—-0.47 (rs17824933 vs rs11230563), —0.31 (rs17824933 vs
rs12360861) and 0.64 (rs11230563 vs rs12360861), thus con-
firming that they were in high linkage disequilibrium (LD) and
constituted an LD block.

Four inferred CD6 haplotypes accounted for 99.6% of
estimated haplotypes in psoriatic patients (Table 3). Further
haplotype analyses revealed that the allele combination
1517824933, 15112305637 and 15123608614 together with the
allele combination rs17824933C, rs11230563" and rs12360861¢
(Supplementary Table S2, bottom) was significantly linked to
lower PASI (P=0.0086 and P=0.013, respectively). The
significance of the latter association was maintained in multi-
variate analyses. Additionally, the frequency of the haplotype
carrying the three risk CD6 SNPs in the control population was
compared with those in patients with ‘mild" and ‘severe’ Ps
(Supplementary Table S4) and patients displaying low (<7) and
high (>7) PASI scores (Supplementary Table S5). Univariate
analyses in each case revealed no statistically significant
associations between any of the studied patient subgroups
and the controls.

Finally, the statistical analysis was further extended to
include potential CD6 SNP genotype associations with ear-
lier/later onset of Ps, which is often linked with irregular
and having strong tendencies to become
generalized.**=*? The results showed a significant relationship
between the age of Ps onset and the rs17824933 SNP
(P=0.0075 and P=10.0095, the latter for the pooled genotype),
with the earliest onset linked to the heterozygous combination
(Supplementary Figure S1).

courses

Table 1 CD6 SNPs allele distribution in patients displaying ‘mild’ and ‘moderate-severe’ (top) or PASI scores <7 and >7

(bottom)
SNP Allele  Mild Ps No. (%)  Moderate-severe Ps No. (%)  ORa (95% CI)b P value  Adj.c ORa (95% Cl)b  Adj.° P value
rs17824933 C 182 (80.5) 271 (72.8)
G 44 (19.5) 101 (27.2) 1.54 (1.03-2.30)  0.0343 1.44 (0.93-2.21) 0.1009
rs11230563 C 110 (51.9) 213 (60.5)
T 102 (48.1) 139 (39.5) 0.70 (0.50-0.99)  0.0453 0.68 (0.47-0.99) 0.0463
rs12360861 G 60 (28.6) 70 (20.0)
A 150 (71.4) 280 (80.0) 0.63 (0.42-0.93)  0.0206 0.68 (0.44-1.05) 0.0811
SNP Allele PASI< 7 No. (%) PASI> 7 No. (%) ORa (95% Cl)b P-value Adj.c ORa (95% Cl)b Adj.cPvalue
rs17824933 C 226 (80.7) 227 (71.4)
G 54 (19.3) 91 (28.6) 1.68 (1.14-2.46) 0.0082 1.59 (1.05-2.42) 0.0284
rs11230563 C 127 (49.2) 196 (64.1)
T 131 (50.8) 110 (35.9) 0.54 (0.39-0.76) 0.0004 0.53 (0.37-0.78) 0.0010
rs12360861 G 75 (29.3) 55 (18.1)
A 181 (70.7) 249 (81.9) 0.53 (0.36-0.79) 0.0019 0.56 (0.36-0.85) 0.0074

20R =0dds Ratio
bCl = Confidence Interval

©Adj. = Adjusted; multivariate analysis adjusted by onset of disease, arthropathy occurrence, gender and disease length.
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Table 2 CD6 SNP genotypic frequency distribution among patients displaying ‘mild’ or ‘moderate—severe’ Ps (top) as well as low
(<7) or high (>7) PASI scores (bottom)

SNP Genotype  Mild Ps, no. (%)  Moderate-severe Ps no. (%) OR (95% Cl) P-value  Adj.® OR (95% CI)  Adj.2 P-value
Rs17824933 cc 76 (67.3) 97 (562.2)
CG 30 (26.5) 76 (40.9) 1.99(1.18-3.33) 0.009 1.78 (1.00-3.18) 0.049
GG 7 (6.2) 13 (6.9) 1.45(0.55-3.83) 0.447 1.25(0.43-3.68) 0.681
CG+GG 37 (32.7) 89 (47.8) 1.88(1.16-3.07) 0.0103  1.68 (0.98-2.90) 0.061
Rs11230563 cC 26 (24.5) 72 (40.9)
CT 58 (54.7) 69 (39.2) 0.43 (0.24-0.76) 0.0036  0.42 (0.22-0.80) 0.008
T 22 (20.8) 35(19.9) 0.57 (0.29-1.15) 0.119 0.60 (0.27-1.32) 0.203
CT+TT 80 (75.5) 104 (59.1) 0.47 (0.28-0.80) 0.0056  0.47 (0.26-085) 0.013
Rs12360861 GG 51 (48.6) 108 (61.7)
AG 48 (45.7) 63 (36) 0.32(0.09-1.17) 0.0834 0.42(0.11-1.64) 0.213
AA 6 (5.7) 4(2.3) 0.62(0.38-1.02) 0.0618 0.75(0.43-1.30) 0.304
AG+AA 54 (51.4) 67 (38.3) 0.59 (0.36-0.96) 0.0322 0.71(0.41-1.22) 0.211
SNP Genotype PASI< 7, no. (%) PASI> 7, no. (%) OR (95% CI) P-value Adj.2 OR (95% Cl) Adj.2 P- value
Rs17824933 cC 93 (66.4) 80 (50.3)
CG 40 (28.6) 66 (41.5) 1.92 (1.17-3.14)  0.0097 1.88 (1.07-3.29) 0.0288
GG 7 (5.0) 13 (8.2) 2.16 (0.82-5.67)  0.1185 1.85 (0.63-5.42) 0.2622
CG+GG 47 (33.6) 79 (49.7) 1.95 (1.22-3.12) 0.0051 1.87 (1.10-3.20) 0.0219
Rs11230563 cc 30 (23.3) 68 (44.5)
CT 67 (51.9) 60 (39.2) 0.40 (0.23-0.69)  0.0010 0.42 (0.23-0.78) 0.0063
T 32 (24.8) 25 (16.3) 0.35(0.18-0.68)  0.0020 0.34 (0.16-0.74) 0.0069
CT+TT 99 (76.7) 85 (55.6) 0.38 (0.23-0.64)  0.0002 0.40 (0.22-0.71) 0.0020
Rs12360861 GG 60 (46.9) 99 (65.1)
AG 60 (46.9) 51 (33.6) 0.15(0.03-0.74)  0.0194 0.22 (0.04-1.13) 0.0694
AA 8(6.2) 2(1.3) 0.52 (0.32-0.84)  0.0082 0.56 (0.32-0.97) 0.0377
AG+AA 68 (53.1) 53 (34.9) 0.47 (0.29-0.77)  0.00023 0.52 (0.30-0.89) 0.0017

Abbreviations: Adj., adjusted; Cl, confidence interval; OR, odds ratio; PASI, Psoriasis Area and Severity Index; SNP, single-nucleotide polymorphism.
AMultivariate analysis adjusted by onset of disease, arthropathy occurrence, gender and disease length.

Table 3 CD6 total patient haplotype frequency distribution and further analysis between patients displaying ‘mild’ and ‘severe’
Ps (top), as well as low (<7) vs high PASI scores (bottom)

Rs17824933 Rs11230563 Rs12360861 % OR (95% CI) P-value Adj.2 ORa (95% Cl) Adj.2 P-value
C [ G 33.0

G C G 24.2 1.31 (0.82-2.08) 0.26 1.12 (0.68-1.84) 0.660

C T A 23.6 0.61 (0.38-0.99) 0.046 0.62 (0.36-1.05) 0.074

C T G 19.2 0.99 (0.61-1.60) 0.95 0.77 (0.45-1.31) 0.330

C C G 32.5

G C G 24.6 0.04 (-0.12 t0 0.21) 0.59 0.01 (-0.16 t0 0.17) 0.930

C T A 23.9 —-0.23 (-0.41 to 0.06) 0.008 -0.2 (-0.37 t0 0.02) 0.033

C T G 19.0 0.64 (-0.36 to 1.64) 0.013 -0.27 (-0.45 to 0.09) 0.003

Abbreviations: Adj., adjusted; Cl, confidence interval; OR, odds ratio; PASI, Psoriasis Area and Severity Index.
aMultivariate analysis adjusted by onset of disease, arthropathy occurrence, gender and disease length.

CD6-deficient mice develop attenuated IMQ-induced Ps

A potential in vivo role of CD6 in Ps development was
investigated by subjecting wild-type (CD6**) and CDe6-
deficient (CD67/7) mice!® to the Ps-like skin inflammation
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model induced by the topical application of the synthetic
TLR7/8 agonist IMQ.?> The C57BL/6 strain was chosen for this
purpose because it provides a better genetic background for
modeling Ps disease mechanisms.*> Skin examination at the



end of the experimental period (day 7) showed that CD6™/~
mice had skin inflammation to a significantly lesser extent than
CD6™* controls, as demonstrated by epidermal thickness
assessments (Figure 2a, left). In line with these findings, lower
splenomegaly (Figure 2a, right) and decreased relative local
mRNA expression of different pro-inflammatory cytokines
(interleukin-17A (IL-17A), IL-17F, IL-22, IL-6 and inter-
feron-y (IFN-y)) in skin lesions, which was significant for
IL-17A and IL-22 (Figure 2b), were found in CD67/~ mice
compared with CD6* controls. By contrast, no differences
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were observed for the immunosuppressive effectors IL-10 and
FoxP3 (Figure 2b).

In light of the attenuated local Ty17 inflammatory response
observed in CD6™/~ mice following IMQ-induced Ps, in vitro
Tyl and Tyl7 polarization assays were performed. To this end,
purified CD4*CD62LM T cells from CD6™/~ and CD6*/* mice
were cultured under Ty1 and Ty17 polarization conditions and
further analyzed by flow cytometry for intracellular IFN-y and
IL-17 expression. As illustrated in Figures 2c¢ and d,
non-significant differences were detected between the two
groups of mice concerning the percentage of CD4'IFN-y*
cells. By contrast, a significantly lower percentage of CD4*
IL-17" cells was observed for CD6™/~ T cells than for CD6*/*
controls. This result was consistent with the in vivo data from
the IMQ-induced Ps-like model and suggested that CD6
deficiency implied defective Tyl7 but Tyl polarization in
C57BL/6 mice.

DISCUSSION

The present work provides novel genetic and experimental
insight supporting the putative involvement of the CD6
lymphocyte receptor in the pathophysiology of Ps. As far as
we know, available GWAS have not provided evidence for the
involvement of CD6 polymorphisms in Ps. This was not
unexpected because GWAS analyses of complex/polygenic
human diseases (such as Ps) have relied on the proper density
coverage of the trait loci with preselected common SNPs, most
of which have no known functional implications.** This
limitation can be partly overcome by gene-specific candidate-
driven analyses. We focused on genetic variants of CD5 and
CD6, two contiguous genes on human chromosome 11q.13
coding for highly related lymphocyte surface receptors at
structural and functional levels.*> In fact, these genes are
believed to be derived from the duplication of a common
ancestral gene. The CD5 and CD6 receptors are physically
associated with the antigen-specific TCR and contribute to the
fine tuning of activation and differentiation signals mediated by
this relevant complex.*> Our analysis also included genetic

Figure 2 CD67/~ mice show attenuated IMQ-induced Ps-like
inflammation and in vitro T417 polarization. (a, left) Representative
hematoxylin and eosin stain (x10) of day 7 skin lesions from IMQ-
treated CD6~/~ and CD6** mice. (Right) Dot-plot showing the
means of epidermal thickness and total spleen cells from IMQ- or
Vaseline (ctrl)-treated mice (N=8). A representative experiment of
three performed is shown. (b) Relative cytokine mRNA expression
levels in skin lesions from IMQ-treated CD6~/~ and CD6** mice.
(c, left) Representative contour plot showing the gating strategy
used to detect in vitro polarized Tyl cells. (Right) percentages
(mean +s.e.m.) of CD4*IFNy* cells following stimulation of CD6~/~
and CD6** naive T cells under Ty1-polarizing and -non-polarizing
conditions. (d) Same analyses as in (c) for Tyl7 polarization.
Statistical analyses were performed by nonparametric t-tests for
unpaired data (level of significance set at P<0.05). ctrl, Control;
IFN, interferon; IMQ, imiquimod; Ps, psoriasis; Tyl7, T-helper
type 17.
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variants of CD166/ALCAM, thus providing a more compre-
hensive analysis on the contribution of functionally related
genes to Ps.

The genetic analyses showed that all three CD6 SNPs were
positively associated with Ps severity, as inferred from the need
for systemic therapy and higher PASI (>7) scores. This
conclusion was derived not only from the genotypic and allelic
analyses but also from haplotype analyses, which showed
significant associations with the two severity outcomes. Taking
into account the link between the age of onset and the disease
severity, also confirmed in our patient cohort, it was not
unexpected that one of the CD6 SNPs (rs17824933) was found
to be associated with an earlier form of disease. Altogether, the
results argued in favor of a contribution of the CD6 receptor in
Ps pathophysiology and the potential usefulness of CD6
genotyping in Ps prognosis. The fact that CD5 and CD166/
ALCAM SNPs were found to have neutral effects also
supported a specific effect of CD6 as a disease-modifier gene
in Ps. However, the putative influence of genetic variations in
CD318/CDCP1/TRASK, a very recently reported CD6 ligand
expressed on many epithelial cells, and some hematopoietic
and mesenchymal stem cells should be further explored.!?

Only a few reports have linked CD6 gene variation to certain
autoimmune conditions in different human populations. Thus,
a 19-base pair insertion within the CD6 gene was associated
with good response to tumor necrosis factor-a inhibitors in a
cohort of Danish rheumatoid arthritis patients.*® Recently, the
CD6 rs11230563 has been associated with susceptibility to
Behget's disease in a Chinese Han population.*” However, the
most important and well-studied association of CD6 poly-
morphism has been with MS in which Tyl7 cells play an
important pathogenic role. The first report on this regard
found that the intronic rs177824933 allele was associated with
an increased risk of developing MS.* Other risk alleles within
the CD6 gene (rs11230563 and rs12360861) were soon found
and validated as independent risk factors for MS.* Thus, the
short list of autoimmune disorders linked to CD6 polymorph-
ism were subsequently extended to Ps, wherein Ty17 cells have
been found to play a relevant pathogenic role.*C Interest-
ingly, the Danish Nationwide Cohort Study linked these two
inflammatory diseases and revealed Ps as a severity-dependent
risk factor for MS.>!

Further evidence involving CD6 in Ps physiopathology
comes from the observation that CD6™/~ mice exhibit atte-
nuated IMQ-induced Ps-like skin inflammation, likely resulting
from defective peripheral Tyl7 polarization, which has been
reported in experimental autoimmune encephalomyelitis
(EAE).'* These data support CD6, a component of the TCR-
complex signaling machinery, as a modifier of the homeostasis
of Tyl7 cells, a critical pathogenic subset in Ps (and EAE)
physiopathology. The molecular basis linking CD6 deficiency
and altered Ty17 differentiation remain unknown; however,
similar alterations have been reported for the Ty1'#*? and
Treg!® cell subsets. Intriguingly, CD6 is involved in T-cell
development. There is evidence that natural Tyl7 cells
(nTyl7) may arise from the thymus, analogous to natural
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Treg cells (nTreg).”®> Concomitant to the already detected
defects in inducible Tyl7 and Treg polarization of naive
peripheral T cells,'*!> defects in nTyl7 development should
also be explored in CD6-deficient mice, a fact that could be
ignored for nTreg cells.'?

Although no mouse model can accurately reproduce all
aspects of human Ps,>* the data from the IMQ model in CD6
“/~ mice correlate with our human genetic studies and
highlight emerging evidence on the potential role played by
CD6 in the regulation of T-cell-driven autoimmune
responses.' 310

None of the CD6 SNPs studied have been reported to induce
deficient overall CD6 surface expression. The rs178249336
allele decreases the expression of full-length CD6 and increases
that of the CD6AD3 isoform,>® which lacks the CD166/
ALCAM-binding domain and is unable to co-localize with
the TCR at the center of the immunological synapse.’® In
contrast, the rs11230563€ allele is associated with higher CD6
expression.®* It would be interesting to analyze whether any of
the CD6 SNPs may affect their interactions with the recently
reported CD6 ligand, CD318/CDCP1/TRASK, which could
impair overall CD6 functionality.'?

In conclusion, the results presented in our genetic associa-
tion studies of Ps patients and CD6/~ mice in an experimental
model of Ps support a potential role for CD6 in Ps pathogen-
esis. Future studies are warranted to validate the role of CD6 in
Ps physiopathology and further assess whether CD6 genotyping
would help predict patient response to distinct therapies,
including anti-CD6 mADb treatment currently in clinical
development.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Psoriatic patients of European descent (N=304) attending
three Dermatology Departments from three University Hospi-
tals (Barcelona) were included in the study. Inclusion criteria
were age above 18 years and a minimum follow-up of
6 months. All patients were managed according to the clinical
guidelines of the Spanish Psoriasis Group from the Spanish
Academy of Dermatology and Venereology.>”

Additionally, 305 unrelated volunteers from the Blood and
Tissue Bank of Barcelona were included as controls (42 +13.6
years, 18—68 age range; 47% female). The study was approved
by the three local Hospital Ethics Committees, and written
informed consent was obtained from all participants before
inclusion and blood extraction.

Clinical assessment

Epidemiologic, demographic and clinical data, including age,
gender, age of disease onset (early onset <40 or late onset
>40), disease duration, family history of Ps, presence of
psoriatic arthritis, progressive (persistent disease flare of at
least 6 months) or intermittent clinical course, highest Ps area
and severity index (PASI, <7 or > 7)% and therapies received,
were retrospectively collected from medical records. Patients
who received at least one systemic treatment (methotrexate,



cyclosporine or acitretin), biological agent (etanercept, adali-
mumab, infliximab, efalizumab and/or ustekinumab) or
phototherapy (oral psoralen with UVA—PUVA - or narrow-
band UVB—nbUVB —) were included in the moderate—severe
Ps group, whereas the rest of the patients were classified as
mild.>+-38

Genotyping

Genomic DNA was purified from EDTA-anticoagulated per-
ipheral blood using the QTAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Venio, The Netherlands) and subjected to real-time (RT)-PCR
using TagMan probes following the manufacturer's
recommendations (ThermokFisher, Barcelona, Spain):
CD6 1517824933 (assay number: C_33967506_10), CD6
rs11230563  (assay number: C_31727142_10), CDé6
rs12360861 (assay number: C_25922320_10), CD5 rs2229177
(assay number: C_3237272_10), CD5 rs2241002 (assay num-
ber: C_25472293_20) and ALCAM rs6437585 (assay number:
C_29281365_20), all from ThermoFisher (Barcelona, Spain).
Primers for PCR amplification and further sequence-base
typing (PCR-SBT) ALCAM rs579565 (Hs00666884_CE and
Hs00666884_CE) were from ThermoFisher.

IMQ-induced Ps mouse model

Eight- to 12-week-old CD6™/~ and CD6** C57BL/6 females'?
received a daily topical dose of 62.5mg of commercially
available IMQ cream (5%, Aldara; 3M Pharmaceuticals,
MEDA, Barcelona, Spain) on shaved backs for 6 consecutive
days.”> Control mice were likewise treated with a control
vehicle (Vaseline; Braun, Barcelona, Spain). At day 7, mice
were killed, and skins were harvested for further analyses. This
protocol was reviewed and approved by the University of
Barcelona Animal Experimentation Ethical Committee (Barce-
lona, Spain).

Quantitative RT-PCR

Total mRNA was extracted from whole back skin biopsies
using the PureLinkTM RNA Mini Kit (Ambion, Life Technol-
ogies, Barcelona, Spain). Synthesis of cDNA was performed by
reverse transcription from 1 pg of total RNA (High Capacity
c¢DNA Kit; Life Technologies). Cytokine mRNA levels were
assessed by quantitative RT-PCR analysis (Taqman Fast
Universal PCR Master Mix; Life Technologies) using a
7900HT Fast Real-time PCR System (Applied Biosystems,
Bleiswijk, The Netherlands) and the following Taqman
probes (Life Technologies): IL-17A (Mm00439618_m1l),
IL-17F (Mmo00521423_m1), IL-22 (Mm01226722_gl), IFN-y

(MmO01168134_m1), IL-10 (MmO01288386_m1l), FoxP3
(Mm00475162_m1),  IL-6  (Mm01210733_ml),  and
glyceraldehyde  3-phosphate  dehydrogenase = (GAPDH)

(Mm99999915_g1). Cytokine mRNA expression was adjusted
by GAPDH expression as 2ACt, where ACt= Ct (GAPDH) —
Ct (gene of interest).
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Tyl and Tyl7 in vitro polarization

Electronically sorted Teony cells (CD4*CD62LM, 10° cells per
well) from CD6™/~ and CD6"* spleens were cultured for
3 days in ‘U’-bottomed plate-bound anti-CD3 mAb (145-2C11;
2 pg/ml; Tonbo Bioscience, San Diego, CA, USA) with soluble
anti-CD28 mAb (37.51; 5pg/ml; Tonbo Bioscience) in the
presence of TGF-f (5ng/ml; ImmunoTools, Friesoythe, Ger-
many) and IL-6 (30 ng/ml; ImmunoTools), IL-1p (10 ng/ml;
ImmunoTools), IL-23 (10 ng/ml; ImmunoTools), anti-IL-4
mAb (5 pg/ml; BioLegend, San Diego, CA, USA), anti-IFNy
mAb (5 pg/ml; Tonbo Bioscience) and anti-IL-2 mAb (5 pg/ml;
eBioscience, Barcelona, Spain) for Tyl7 induction. IL-12
(10 ng/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) and anti-
IL-4 mAb (10ng/ml; ImmunoTools) were used for Tyl
induction. Tyl and Tyl7 cell detection was performed by
intracellular cytokine staining according to the manufacturer’s
indications (Fixation/Permeabilization Kit with BD GolgiStop,
BD Bioscience, Madrid, Spain) and further analysis by flow
cytometry on a FACS Canto II equipped with CellQuest (BD
Bioscience) and FlowJo 8.7 Software (Ashland, OR, USA).

Statistical analyses

Genotypic and haplotype statistical associations among the
SNPs and the disease outcomes (‘mild’ vs ‘moderate—severe’ Ps
and PASI) were tested by y*-test (frequencies). Univariate and
multivariate logistic regression models were estimated to report
unadjusted and adjusted odds ratio and their 95% confidence
intervals, respectively, using ‘epiR’ and ‘SNPassoc’ packages of R
software, version 3.3.3 (Available at http://www.r-project.org/).
Disease onset (dichotomized as <40 and >40 years), arthro-
pathy occurrence, gender and disease duration were included
in the multivariate logistic regression models. The distribution
of alleles in controls and patients was tested to fit to the Hardy—
Weinberg equilibrium using the bioinformatics tool SNPStats
(http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats).>® The same tool was
used in haplotype association and LD parameters R and D'
analyses. Because the analysis was performed for three genes,
Bonferroni’s correction was applied to the asymptotic P-values,
with P<0.02 considered significant.
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IMPORTANCE Variability in genes encoding proteins involved in the immunological pathways
of biological therapy may account for the differences observed in outcomes of anti-tumor
necrosis factor (TNF) treatment of psoriasis.

OBJECTIVE To assess the role of 2 Fcy receptor (FcyR) polymorphisms in the response to
anti-TNF therapy in psoriasis.

DESIGN Retrospective series of patients with psoriasis who received anti-TNF therapy
(infliximab, adalimumab, or etanercept) from January 1, 2007, through December 31, 2010.
Patients were followed up for 12 weeks.

SETTING Two psoriasis referral centers.

PARTICIPANTS Seventy treatment-naive patients with moderate to severe psoriasis who
received anti-TNF agents.

INTERVENTION Patients underwent FcyRIIA-H131R and FcyRIIIA-V158F polymorphism
genotyping.

MAIN OUTCOMES AND MEASURES The Psoriasis Area and Severity Index and the body surface
area were assessed at baseline and at treatment weeks 6 to 8 and 12. The polymorphism
genotypes were correlated with the treatment outcomes.

RESULTS Bivariate analysis showed a nonsignificant association between FcyR low-affinity
genotypes and greater improvement in the Psoriasis Area and Severity Index and body
surface area at the end of treatment. Conversely, patients harboring high-affinity alleles
presented a greater reduction in body surface area at the intermediate point, which remained
independent in the multivariate analysis. We also detected an additive effect of both
polymorphisms in the multivariate analysis. High-affinity alleles may contribute to a quicker
response owing to a more efficient removal of relevant cells expressing TNF.

CONCLUSIONS AND RELEVANCE Preliminary results of this pilot study on the
pharmacogenetics of FcyR and biological therapy in psoriasis suggest a role with clinical
implications for FcyRIIA-H131R and FcyRIIIA-V158F polymorphisms in the outcome of anti-TNF
treatment of psoriasis. These results might help dermatologists in guiding therapeutic
decisions, especially in very severe cases where a quick response is needed.
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caused by genetic and environmental factors. Al-

though psoriatic manifestations vary widely, most pa-
tients show well-circumscribed red plaques with silvery white
dry scale mainly in the extensor areas and the scalp. Histo-
pathological findings in psoriasis are characterized by aber-
rant epidermal proliferation and the presence of neutrophils
and lymphocytes in the skin. In psoriasis, individuals with a
susceptible genetic background present an immune system im-
balance leading to keratinocyte activation with eventual hy-
perproliferation of the epidermis. The innate and adaptive im-
mune systems are impaired, with cutaneous overexpression
of helper T cell 1 cytokines (interleukin 2 [IL-2], IL-6, IL-8, IL-
12, interferon y [IFN-y], and tumor necrosis factor [TNF]) and
helper T cell 17 cytokines (IL-17, IL-21, and IL-22). This cyto-
kine network is believed to be responsible for the initiation,
maintenance, and recurrence of skin lesions.*

The emergence of biological therapies has significantly im-
proved the prognosis of patients with psoriasis and other in-
flammatory disorders (eg, rheumatoid arthritis [RA]? and Crohn
disease®) and neoplasms (eg, non-Hodgkin B-cell lymphoma#)
by targeting proinflammatory cytokines and cell surface re-
ceptors. Biological agents are believed to exert their pharma-
cological effects through their variable portion (designed to
block the target molecule) and their constant portion (the Fc
fragment of IgG, mostly IgG1), which specifically binds the hu-
man Fcy receptors (FcyRs).> The FcyRs are expressed on the
surface of nearly allimmune cells. On binding to the IgG Fc frag-
ment, FcyRs can trigger different cell functions, such as cyto-
kine release, induction of apoptosis, antibody-dependent cel-
lular cytotoxicity (ADCC), and macrophage-mediated clearance
of immunocomplexes.® These actions can also be elicited by
therapeutic antibodies and are partially responsible for the ef-
ficacy of these treatments.”

Six types of human FcyR have been described (FcyRIA,
FcyRIIA, FeyRIIB, FeyRIIC, FeyRIIIA, and FeyRIIIB) encom-
passing genes located in chromosome 1. Some of these genes
present functional allelic single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) generating interindividual differences in the affinity for
the Fc portion and, therefore, in the intensity of FcyR-
mediated functions.>® The FcyRIIA type is expressed in plate-
lets and most myeloid cells and presents an SNP resulting in
arginine (R) or histidine (H) at position 131 in the membrane
ectodomain that affects receptor affinity for I1gG
immunocomplexes.® The -H131 allele presents higher affinity
than the -R131 allele for IgG1 and IgG2.°> The FcyRIIIA type is
expressed predominantly on macrophages and natural killer
cells and presents a functional SNP resulting in phenylala-
nine (F) or valine (V) at position 158.'° The -V158 allele binds
more avidly to IgG1, IgG2, and IgG3 subclasses than to the -F158
allele.® Besides being related to some autoimmune diseases,
these polymorphisms have been shown to influence the clini-
cal efficacy of biological therapies in neoplastic disorders, such
as non-Hodgkin lymphoma (rituximab),” colorectal cancer
(cetuximab),' and breast cancer (trastuzumab).'? These poly-
morphisms also have been found to influence the response of
biological therapy in autoimmune diseases. The FcyRIIIA-
V158F and FcyRIIA-H131R polymorphisms have been found to
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modify the outcome of patients with different types of auto-
immune arthritis treated with anti-TNF agents.'>'4 Finally,
FcyRIIIA-V158F was related to the response to infliximab in pa-
tients with Crohn disease.'®

Various biological agents have been used to treat psoria-
sis, of which anti-TNF agents are the most widely used. Inflix-
imab (a chimeric monoclonal antibody), adalimumab (a hu-
man monoclonal antibody), and etanercept (a fusion protein)
are all TNF blockers containing the Fc fragment of human IgG1
in their structure. Despite their differences in the Fc frag-
ments (eg, etanercept does not have the C;;1 domain), the 3 TNF
blockers can bind the FcyR system, especially in the presence
of TNF.*® In addition, all TNF blockers are able to induce ADCC
in vitro.'” Despite the proven therapeutic value of these treat-
ments, they vary considerably in clinical efficacy, with 20% to
50% of patients not responding satisfactorily.'® Few pharma-
cogenetic studies have assessed this issue, and no well-
established clinical, laboratory, or genetic predictive markers
are available.’! Nonetheless, variability in genes encoding
proteins involved in the immunological pathways of biologi-
cal therapy may account for the differences observed in out-
comes of anti-TNF treatment of psoriasis. The aim of this study
was to assess the potential role of the FcyRIIA-H131R and
FcyRIIIA-V158F polymorphismsin the clinical response to anti-
TNF therapy in psoriasis to determine a potential pharmaco-
genetic marker of treatment response.

Methods

Patients

From January 1, 2007, through December 31, 2010, we in-
cluded 70 white patients with psoriasis who attended 2 der-
matology services in tertiary hospitals in Barcelona and re-
ceived anti-TNF therapy (infliximab, adalimumab, or
etanercept). All patients were 18 years or older and had mod-
erate to severe psoriasis, defined as a Psoriasis Area and Se-
verity Index (PASI) greater than 10 and a body surface area (BSA)
greater than 10%. All patients had psoriasis refractory (or with
contraindications) to at least 1 conventional systemic therapy,
including methotrexate sodium, cyclosporine, acitretin, or pho-
totherapy. Patients received anti-TNF monotherapy, were na-
ive of any biological therapy, and completed at least 12 weeks
of treatment. The dose for each biological agent consisted of
the standard regimen for induction therapy (infliximab, 5
mg/kg for weeks 0, 2, and 6; etanercept, 50 mg twice a week;
and adalimumab, 80 mg for the first week, 40 mg for the fol-
lowing week, and then 40 mg biweekly). Although patients
were recruited in different hospitals and the outcome mea-
sures were evaluated by different physicians, all the evaluat-
ing physicians (J.M.C., C.F., and M.A.-G.) were members of the
Spanish Psoriasis Group of the Spanish Academy of Derma-
tology and Venereology and followed the same clinical
criteria.”® The ethics committees of the 2 hospitals approved
the study protocol, and written informed consent was ob-
tained from all participants before blood extraction for FcyR

genotyping.
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Clinical Assessment

Clinical and epidemiological data were retrospectively ob-
tained from clinical medical records. The PASI and BSA were
assessed at baseline and at treatment weeks 6 to 8 and 12 in
all patients. Patients with an improvement in PASI of at least
75% at week 12 (PASI-75) were considered good responders.
Treatment failure was defined as worsening of PASI or an im-
provement of less than 50% of the baseline PASI at week 12.

FcyR Polymorphism Genotyping

Peripheral blood was extracted and leukocyte genomic DNA
was purified using a commercially available DNA blood kit (Qia-
gen). The biallelic polymorphism FcyRIIA-H131R was as-
sessed using a polymerase chain reaction (PCR) sequencing-
based typing method. Briefly, a 367-base pair genomic DNA
fragment was PCR amplified using specific primer pairs. The
PCR reaction mix included 50 to 200 ng of DNA, 10 pmol of
primers, 1 U of Taq DNA polymerase (Expand 20-kb PLUS;
Roche Diagnostics GmbH), and 0.5 mM deoxyribonucleotide
triphosphates diluted in buffer (Expand 20-kb PLUS) at a fi-
nal volume of 20 mL. The cycling conditions included 1 cycle
at 94° for 5 minutes; 10 cycles at 94°C for 30 seconds, 65°C for
30 seconds, and 72°C for 60 seconds; 25 cycles at 94°C for 30
seconds, 55°C for 30 seconds, and 72°C for 60 seconds; and 1
cycle at 72°C for 7 minutes. Five microliters of the resulting am-
plicons were treated with reagent (ExoSAP-IT; USB Corpora-
tion) and directly sequenced using a cycle sequencing kit (Big-
Dye Terminator, version 1.1; Applied Biosystems Inc) according
to the manufacturer’s instructions, with sense gene-specific
primers. Sequencing reactions were analyzed by capillary elec-
trophoresis in an automated single-capillary DNA sequencer
(ABI PRISM 3100; Applied Biosystems Inc). A previously re-
ported allele-specific PCR method was used to genotype the
biallelic functional FcyIIIA-V158F polymorphism with some
modifications.?* Amplicons were visualized by electrophore-
sis on agarose gel, ethidium bromide staining, and UV illumi-
nation.

Statistical Analysis

Outcome measures were correlated with the FcyRIIA-H131R and
FcyRIIIA-V158F polymorphisms. Differences in the frequen-
cies of genotypes in the groups of response were analyzed using
the 2-tailed t test, x* test, and Pearson product moment cor-
relation test. The potential influence of clinical and epidemio-
logical factors on the clinical outcome was evaluated by re-
gression models. P < .05 was considered significant. The
statistical analysis was performed using commercially avail-
able software (SPSS, version 17.0; SPSS, Inc).
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Table 1. Epidemiological, Clinical, and Genetic Features of the Study
Cohort

Patients
Feature (n=70)
Sex, No. (%)

Male 52 (74)
Female 18 (26)
Age, mean (SD), y 45.8 (12.7)
Age at disease onset, mean (SD), y 26.2 (13.7)
Disease duration, mean (SD), y 17.4 (8.3)
Baseline PASI, mean (SD) 17.7 (11.1)
Baseline BSA, mean (SD), % 35.6 (19.4)

Genotypes, No. (%)

FcyRIA
HH 16 (23)
HR 35 (50)
RR 19 (27)

FcyRIIIA
W 9(13)
VF 42 (60)
FF 19 (27)

Abbreviations: BSA, body surface area; F, phenylalanine; FcyR, Fcy receptor; H,
histidine; PASI, Psoriasis Area and Severity Index; R, arginine; V, valine.

|
Results

Descriptive Study

The clinical, epidemiological, and genetic characteristics of our
cohort are provided in Table 1. Sixty-two patients were men
(74%), and the mean age of the patients was 45.8 years. Mean
disease duration was 17.4 years. Etanercept was the most
widely used anti-TNF therapy (38 patients [54%]), followed by
adalimumab (18 [26%]), and infliximab (14 [20%]) (Table 2). A
PASI-75 was achieved by 53 patients (76%) at week 12 (13 pa-
tients receiving infliximab [93%], 14 receiving adalimumab
[78%], and 26 receiving etanercept [68%]). Frequencies of the
FcyRITA-H131R and FcyRIITA-V158F polymorphisms are also
shown in Table 1. The frequencies of the genotypes of these
polymorphisms were similar to those observed in the healthy
Spanish population and were in Hardy-Weinberg
equilibrium.?4-28 Figure 1illustrates the evolution of PASI and
BSA over time. At the end of treatment, most patients experi-
enced a notable improvement in PASI and BSA.

Table 2. Anti-TNF Agents Used

PASI at Week 12

Agent All Patients, No. (%) PASI-75 PASI <50
NG 3804 26 (68) 40D Abbreviations: PASI <50, PASI with
Adalimumab 18 (26) 14 (78) 2(11) improvement of less than 50%;
Infliximab 14 (20) 13 (93) 0 PASI-75, Psoriasis Area and Severity
Total 70 (100) 53(76) 6(9) Index with improvement of at least

75%: TNF, tumor necrosis factor.
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Figure 1. Box Plots of the Evolution of Psoriasis Measures During the
Study
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A, Psoriasis Area and Severity Index (PASI) at baseline and at treatment weeks 6
to 8 (intermediate) and 12 (final). B, Body surface area (BSA) at the same points.
The horizontal line in the middle of each box indicates the median, while the top
and bottom borders of the box mark the 75th and 25th percentiles,
respectively. The whiskers above and below the box mark the 90th and 10th
percentiles. The points beyond the whiskers are outliers beyond the 90th or
10th percentile.

Correlation Between Genotypes of FcyR Polymorphisms and
Outcome Measures

The bivariate analysis is shown in Table 3. Outcome mea-
sures were correlated with genotypes, which were pooled with
regard to the presence of high-affinity alleles. At week 12, we
observed a higher likelihood of achieving PASI-75 and a greater
improvement in PASIand BSA in patients homozygous for low-

affinity alleles of both SNPs, although these differences were
not significant. We also analyzed the response to treatment over
time for each polymorphism (Figure 2). Significant differ-
ences were found in the intermediate BSA (6-8 weeks) with re-
gard to the studied polymorphisms. Patients harboring high-
affinity alleles (ie, HH131 + HR131 and VV158 + VF158) had a
lower mean intermediate BSA than did patients presenting only
low-affinity alleles. These differences were not observed in the
intermediate PASI values.

Multivariate Analysis

We performed a multivariate analysis to determine whether
the significant association found between the presence of high-
affinity alleles in the genotypes of the 2 SNPs and lower inter-
mediate BSA was independent or was influenced by other con-
founding factors that could affect the outcome of treatment.
The regression models provided in Table 4 demonstrate that
the presence of high-affinity alleles in the genotype re-
mained significantly associated with a better BSA intermedi-
ate response regardless of age, sex, the efficacy of the anti-
TNF agent used (measured as the percentage of PASI
improvement), and initial BSA. To analyze the potential com-
bined effect of the 2 SNPs, we also analyzed the haplotype by
calculating the number of high-affinity alleles, ranging from
0 to 4, where 0 indicates the presence of non-high-affinity
alleles (RRFF) and 4, the presence of 4 high-affinity alleles in
the haplotype (HHVV). We analyzed the number of high-
affinity alleles in the haplotype in a regression model that
showed that the higher the number of high-affinity alleles, the
better the intermediate response to therapy, suggesting that
these SNPs act additively in the same immunological path-
way of the mechanism of action of anti-TNF therapy. Finally,
we performed multivariate analysis for final PASI and final BSA,
but we found no significant associations (Table 4).

|
Discussion

Considering that the rationale for the efficacy of anti-TNF
agents relies partly on the actions exerted by the Fc portion of
their structure, we studied the possible association between
2 functional SNPs of FcyRs and the response to these thera-
pies. We determined the response to treatment using vali-
dated outcome measures at different time points in 70 pa-
tients with moderate to severe psoriasis who underwent anti-

Table 3. Bivariate Analysis Showing the Frequency of FcyRIIA-H131R and FcyRIIIA-V158F Pooled Genotypes According to the Response to Anti-TNF

Therapy at Week 12
FcyRIIA-H131R FcyRIIA-V158F
Response HH + HR RR P Value VV + VF FF P Value
PASI-75, No. (%) 34 (71) 14 (82) .52 34 (69) 16 (89) 13
Mean PASI improvement, % 78.5 86.3 .19 79.2 86.0 .25
PASI <50, No. (%) 6 (13) 0 .18 6(13) 0 33
Mean BSA improvement, % 76.5 78.7 .80 73.8 82.6 .30

Abbreviations: See Tables 1and 2.
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Figure 2. Change in Psoriasis Measures Over Time According to the Pooled Genotypes of Fcy Receptor (FcyR) Polymorphisms
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A, The FcyRIIA-H131R polymorphism. Change is measured with the Psoriasis
Area and Severity Index (PASI) and body surface area (BSA) at baseline and at
treatment weeks 6 to 8 (intermediate) and 12 (final). H indicates histidine; R,

arginine. B, The FcyRIIA-V158F polymorphism. Change is measured with the
PASI and BSA at the same time points. F indicates phenylalanine; V, valine.

TNF therapy for the first time and correlated the responses with
the genotypes of the FcyRITA-H131R and FcyRIIIA-V158F poly-
morphisms.

First, we found a nonsignificant association between
achievement of PASI-75 and BSA and PASI improvement and
the low-affinity genotypes -RR131and -FF158 at week 12. Sec-
ond, we analyzed the influence of FcyR polymorphisms on the
response to therapy over time and found that the presence of
high-affinity alleles of FcyIIA-H131R and FcyIIIA-V158F were
significantly associated with a lower BSA in the intermediate
point of treatment. These associations retained significance

in the multivariate study regardless of sex, age, the efficacy
of the anti-TNF agent used, and the initial BSA. Because both
polymorphisms seemed to act in the same direction, we de-
cided to analyze them together. To gain statistical power and
solve the problem of having few examples of some haplo-
types, we analyzed the total number of high-affinity alleles in
the haplotype. A linear regression model showed a signifi-
cant inverse association between the number of high-affinity
allelesin the haplotype and intermediate BSA values, suggest-
ing that both polymorphisms may act through the same im-
munological pathways. The simultaneous action of high-

Table 4. Multivariate Linear Regression Models

Dependent Variable®

Intermediate BSA Final BSA Final PASI
Explanatory Variable® B Coefficient P Value© B Coefficient P Value B Coefficient P Value
FcyRIIA, HR+RR vs HH 0.372 .03 0.025 .78 -0.017 77
FcyRINA, VV+VF vs FF 0.425 .02 0.012 .90 -0.025 .69
No. of high-affinity alleles in -0.391 .04 -0.024 .80 0.004 .95

the haplotype

Abbreviations: See Table 1.

@ Adjusted by age, sex, initial BSA, and the efficacy of the anti-tumor necrosis
factor agent (percentage of PASI improvement).

®|ntermediate indicates treatment weeks 6 to 8; final, treatment week 12.

< Differences were statistically significant. The initial BSA and percentage of
PASI improvement were significant in all models.
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affinity alleles of FcyIIA-H131R and FcyIIIA-V158F might lead
to enhanced ADCC of pathogenetically relevant cells express-
ing TNF on their membranes, producing a more rapid clinical
response. In fact, ADCC-mediated apoptosis of TNF-bearing
cells by natural killer cells and macrophages has been pointed
out as a relevant mechanism of action of TNF blockers in
psoriasis.?® Our results therefore suggest a pharmacody-
namic effect of the FcyR polymorphisms studied in the early
phases of treatment. However, we could only detect such as-
sociation with the intermediate BSA values and not with the
PASI. This enhanced ADCC-driven mechanism might induce
a faster clearance of milder lesions than those with higher
scores of erythema, infiltration, and desquamation, leading to
a more significant improvement in the BSA than in the PASI
at this point of treatment.

Although we found no significant differences, patients with
low-affinity genotypes achieved a better response than those
with high-affinity genotypes at the end of the treatment, sug-
gesting that low-affinity alleles, which may be producing lower
levels of FcyR-mediated drug clearance, may be pharmacoki-
netically relevant in further stages of the treatment. In fact, a
pharmacokinetic study has shown that patients with RA with
low-affinity alleles in their genotypes (ie, -131RR and -158FF)
presented low-level clearance of infliximab and disease con-
trol with low-dose infliximab.3°

The FcyR polymorphisms analyzed in our study have been
linked to the response to anti-TNF therapy in rheumatologi-
cal diseases in clinical studies.>*#3! Tutuncu et al'# observed
a better response to 3 months of infliximab, adalimumab, or
etanercept treatment in 35 patients with RA or psoriatic ar-
thritis who presented the low-affinity genotype FcyRIIIA-
FF158. The authors suggested that FcyR-mediated clearance
of biological agents by phagocytes would be impaired owing
to the presence of low-affinity receptors, thus increasing the
half-life of the agent and its efficacy. More recently, Cafete et
al'® detected an association between the low-affinity geno-

Fcy Receptor Polymorphisms in Psoriasis

types of the FcyRIIA-H131R and FcyRIIIA-V158F polymor-
phisms and a better response to infliximab in patients with RA
at different time points. Patients with the -FF158 genotype pre-
sented better values for joint involvement at week 6, and those
with the -RR131 genotype at week 20. Finally, Morales-Lara et
al?* studied the role of FcyRIIIA-V158F in the response to in-
fliximab in patients with RA, psoriatic arthritis, and ankylos-
ing spondylitis.. The results confirmed those of Cafiete et al*3
with regard to RA but also found that the high-affinity -V158
allele was associated with a better response to infliximab in
patients with ankylosing spondylitis. These data, taken to-
gether, suggest that the influence of FcyR polymorphisms in
the response to anti-TNF may depend not only on the time
point of treatment but also on immunopathological factors spe-
cific for each disease.

The limitations of our study include the retrospective re-
cording of data, the small sample size, and the lack of analy-
sis of some factors that may have influenced the outcome, such
as weight, drug blood levels, or the presence of anti-drug an-
tibodies. Further studies taking these factors into account and
using alonger follow-up and larger cohorts are needed to con-
firm our preliminary results to establish robust pharmacoge-
netic markers that could help physicians to improve the man-
agement of psoriasis in patients treated with anti-TNF agents.
In particular, a study with a follow-up of at least 1 year may shed
light on how low-affinity alleles affect plasma levels of the drug
and thus the clinical efficacy.

Despite the limitations mentioned, we have tried to ana-
lyze the potential relationship between FcyRIIA-H131R and
FcyRIIIA-V158F polymorphisms and the response to anti-
TNF therapy in psoriasis. Our results seem to point to an ini-
tial pharmacodynamic effect powered by the simultaneous ef-
fect of the high-affinity alleles of these polymorphisms. These
results might help dermatologists in guiding therapeutic de-
cisions, especially in very severe cases where a quick re-
sponse is needed.
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