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DESCRIPCIÓN 

Polimorfismo del promotor del factor inhibidor de la migración de macrófagos en la enfermedad inflamatoria 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

Campo de la invención 

 Esta invención se refiere a un procedimiento y aparato de diagnóstico basado en un polimorfismo funcional en 5 
el promotor de un gen que codifica el factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF). Más específicamente, esta 
invención se refiere a un procedimiento para diagnosticar la predisposición a determinados estados patológicos, 
mediante la detección de la presencia de este polimorfismo del promotor. La invención también se refiere al aparato 
para detectar el polimorfismo, genes del MIF que contienen el polimorfismo y a una sonda para ello. 

Antecedentes de la tecnología 10 

  Una serie de estudios experimentales han conducido al concepto de que el factor inhibidor de la migración de 
macrófagos (MIF) funciona como un contrarregulador fisiológico de la acción glucocorticoide en el sistema inmunitario. 
En esta función, la posición del MIF en la cascada de citoquinas es actuar en coordinación con los glucocorticoides 
endógenos para controlar el nivel de referencia y la magnitud de la respuesta inflamatoria (1). El MIF también tiene 
varias funciones proinflamatorias directas en enfermedades inflamatorias tales como la artritis reumatoide (2), sepsia (3, 15 
4), síndrome de dificultad respiratoria aguda (5) y glomerulonefritis (6). 

 El MIF se describió originalmente hace unos 30 años como un factor derivado de linfocitos T que inhibía la 
migración de macrófagos peritoneales (7), pero ahora se sabe que varios otros tipos de células, incluyendo los propios 
macrófagos, son fuentes importantes de MIF (8). Los niveles de MIF son elevados en el suero y en el líquido sinovial de 
pacientes con artritis reumatoide (2, 9), y en las diartrosis la inmunotinción de MIF se puede localizar en los macrófagos 20 
CD14+ del revestimiento sinovial y sinoviocitos de tipo fibroblastos (2). Después de la liberación, MIF es directamente 
proinflamatorio por activación o promoción de la expresión de citoquinas (TNF (8, 10), IL-1, IL-2 (11), IL-6 (8,12), IL-8 
(13) e IFN (11, 14)), liberación de óxido nítrico (15), expresión de metaloproteinasas de la matriz (MMP) (16, 17), e 
inducción de la ruta de la ciclooxigenasa-2 (Cox-2) (18). La capacidad de MIF para inducir la activación sostenida de la 
ruta de la MAP quinasa p44/p42 (ERK-1/2) (18) e inhibir la apoptosis dependiente de p53 (19, 20), también sugiere que 25 
este mediador tiene una función importante en el inicio del paño sinovial reumatoide. 

 La patente de EE. UU. nº 6.030.615 de Bucala y col., describe un procedimiento de combinación para tratar 
enfermedades causadas por la toxicidad mediada por citoquinas, que comprende administrar una cantidad eficaz de (a) 
un inhibidor de MIF, tal como un anticuerpo que se une a un polipéptido MIF, en el que el polipéptido MIF tiene un peso 
molecular de aproximadamente 12,5 kDa en combinación con (b) anticuerpo dirigido contra TNF, dirigido contra IL1, 30 
dirigido contra IFN-, IL-1RA, un esteroide, un glucocorticoide o IL10. 

 El concepto de que los polimorfismos en los genes de respuesta inmunitaria contribuyen a la patogénesis de 
determinadas enfermedades autoinmunitarias/inflamatorias humanas ha recibido un interés creciente en los últimos 
años. Actualmente, se han mostrado muy pocos polimorfismos génicos que sean funcionalmente importantes y que 
tengan un valor en el pronóstico en estados patológicos específicos. Los ejemplos previamente definidos incluyen 35 
polimorfismos en TNF e IL1ra que se ha mostrado que tienen cierta importancia en el pronóstico de la malaria y la 
cardiopatía isquémica, respectivamente (24, 25). Igualmente, se ha publicado que una serie de polimorfismos en el 
TNF y la IL- están asociados con la gravedad de la artritis reumatoide (26-28). 

RESUMEN DE LA INVENCIÓN 

 La presente invención se basa en parte en la identificación de un nuevo polimorfismo en el gen Mif humano que 40 
consiste en una repetición del tetranucleótido CATT situada en la posición -817 del promotor de Mif. Como se describe 
en el presente documento, este polimorfismo del promotor es funcionalmente significativo in vitro, y el análisis de una 
cohorte de pacientes con artritis reumatoide indica que esta repetición CATT está asociada con la gravedad de la 
enfermedad. 

 Por lo tanto, un objeto de esta invención es proporcionar un procedimiento de diagnóstico que comprende 45 
determinar el genotipo de un promotor de Mif humano.  

 Otro objeto de esta invención, es proporcionar medios de diagnóstico que comprenden un medio para 
determinar el genotipo de un promotor de Mif humano. 

 Por consiguiente, la invención se refiere a un procedimiento de diagnostico de la gravedad de una enfermedad 
inflamatoria no infecciosa o de una predisposición a la gravedad de una enfermedad inflamatoria no infecciosa, que 50 
comprende detectar un polimorfismo en un promotor de Mif humano que se correlaciona con un aumento o disminución 
de la expresión del polipéptido MIF. En este procedimiento, la enfermedad inflamatoria no infecciosa es, por ejemplo, 
autoinmunidad, enfermedad de injerto contra huésped, o preferiblemente artritis reumatoide, y preferiblemente la 
detección del polimorfismo es indicativa de la gravedad de la enfermedad o la predisposición a la gravedad de la 
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enfermedad. Preferiblemente, este polimorfismo en un promotor de Mif humano que se correlaciona con un aumento o 
disminución de la expresión del polipéptido MIF es un polimorfismo de repetición del tetranucleótido CATT en la posición 
-817 del gen Mif humano, seleccionado del grupo que consiste en 5, 6, 7 y 8 unidades de repetición, donde la presencia 
de 5 unidades de repetición  indica la aparición o predisposición a la gravedad baja de la enfermedad. 

 El procedimiento de diagnóstico de la invención comprende preferiblemente una etapa de amplificación del 5 
promotor de Mif usando una técnica de PCR. Para este propósito, la invención proporciona un conjunto de cebadores de 
PCR seleccionados para amplificar una región de un promotor de Mif humano. Por ejemplo, el conjunto de cebadores de 
la PCR se puede seleccionar del grupo que consiste en: (i) MIF-F (-1024) y MIF-R (-421); (ii) MIF-F (-441) y MIF-R (+4); 
(iii) MIF-F (-13) y MIF-R (+395); y (iv) MIF-F (+379) y MIF-R (+1043), como se muestra en la tabla 1, más adelante. La 
invención también se refiere a un procedimiento de uso de un conjunto de cebadores de la invención para detectar un 10 
polimorfismo en una región del promotor de Mif humano, y a un artículo de fabricación (tal como un kit de diagnóstico) 
que comprende un conjunto de cebadores de PCR de la invención. 

 La invención se refiere además a una molécula de ácido nucleico que comprende una secuencia del promotor 
de Mif humano en la que el tetranucleótido CATT en la posición -817 se repite 5, 6, 7 u 8 veces. Preferiblemente, la 
molécula de ácido nucleico es una molécula de ADN aislada, en particular un fragmento de ADN genómico aislado, que 15 
se ha amplificado a partir de una muestra de ADN de un sujeto humano. En realizaciones preferidas, la molécula de 
ácido nucleico aislada de la invención comprende una parte de un promotor de Mif humano que comprende un 
polimorfismo de repetición del tetranucleótido CATT en la posición -817 del gen Mif humano. 

 Otro aspecto de la presente invención se refiere a un procedimiento de terapia de la enfermedad inflamatoria 
que comprende detectar en un individuo la gravedad de una enfermedad inflamatoria no infecciosa o una predisposición 20 
a la gravedad de una enfermedad inflamatoria no infecciosa. Este procedimiento comprende: detectar en un sujeto 
humano un polimorfismo en un promotor de Mif humano que se correlaciona con un aumento o disminución en la 
expresión del polipéptido MIF, donde la detección del polimorfismo es indicativa de la gravedad de la enfermedad o la 
predisposición a la gravedad de la enfermedad. Este procedimiento de terapia de la enfermedad inflamatoria comprende 
además tratar al sujeto humano para prevenir o reducir la gravedad de la enfermedad inflamatoria o retrasar el inicio de 25 
la enfermedad inflamatoria. Por ejemplo, la terapia puede comprender tratar al sujeto humano administrando una 
cantidad eficaz de al menos un agente seleccionado del grupo que consiste en un inhibidor del MIF, un anticuerpo 
dirigido contra el TNF-, un anticuerpo dirigido contra la IL1, y un anticuerpo dirigido contra el IFN-, IL-1RA, un 
esteroide, un glucocorticoide y IL-10. 

 En una realización preferida del procedimiento de la invención de terapia de la enfermedad inflamatoria, la 30 
enfermedad inflamatoria es la artritis reumatoide y el polimorfismo en un promotor de Mif humano es un polimorfismo de 
repetición del tetranucleótido CATT en la posición -817 del gen Mif humano. 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LAS FIGURAS 

 La figura 1 muestra una representación esquemática de la región del promotor de Mif humano. Están 
recuadrados los sitios de unión del factor de transcripción putativo y las áreas de interés. La región de repetición CATT 35 
polimórfica (de -817 a -797/-785) está indicada sin sombreado. 

 La figura 2 muestra la actividad de transcripción basal de las variantes polimórficas del promotor de Mif humano 
en células Cos-7. La actividad del promotor de MIF se determinó mediante ensayos de luciferasa doble con resultados 
expresados en unidades relativas de luz (URL). Se cotransfectaron transitoriamente células Cos-7 con 800 ng de vector 
de ADN de ensayo: pGL3-Basic (control negativo), pMIF-5, pMIF-6, pMIF-7 o pMIF-8 (construcciones de luciferasa-40 
promotor de MIF específico con polimorfismo de 5, 6, 7 u 8 repeticiones CATT) y 200 ng de vector pRLTK de control. 
Después de 48 h, las células se lisaron y se determinó la actividad de la luciferasa en relación con la actividad de la 
renilla usando un kit de luciferasa doble (Promega) y un luminómetro TD 20/20. Los datos representan la media de 4 
experimentos individuales, cada uno llevado a cabo por duplicado  DT. * indica P<0,03 frente a la actividad de la 
construcción de pMIF-5. 45 

 La figura 3 muestra el efecto de la variación polimórfica de repetición CATT en las respuestas del promotor de 
Mif a la estimulación con suero y forskolina en células Cos-7. Se determinó la actividad del promotor de MIF por 
ensayos de luciferasa dobles, con resultados expresados como unidades relativas de luz (URL). Se cotransfectaron 
transitoriamente células Cos-7 con 800 ng de vector de ADN de ensayo: pGL3-Basic (control negativo), pMIF-5, pMIF-6, 
pMIF-7 o pMIF-8 (construcciones de luciferasa-promotor de MIF específico con polimorfismo de 5, 6, 7 u 8 repeticiones 50 
CATT) y 200 ng de vector pRLTK de control. Después de 24 h de transfección, las células se lavaron en PBS y después 
se cultivaron en medio exento de suero durante la noche. Después, las células se dejaron sin estimular (privadas de 
suero) o se trataron con suero de ternero fetal al 2% (FCS) o forskolina 1 M ("FSK 1 M"). Después de 12 h más de 
incubación se determinó la actividad de la luciferasa como en la figura 2. Los datos representan la media de 4 
experimentos individuales, cada uno llevado a cabo por duplicado  DT. * indica P<0,03 frente a la actividad de la 55 
construcción de pMIF-5. 
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DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

 El nuevo polimorfismo del gen Mif identificado en la presente invención está asociado con la actividad reducida 
del promotor de MIF, y la presencia de este genotipo en el estado homocigótico parece estar asociado con un menor 
riesgo de artritis reumatoide grave. 

 Se ha mostrado que el MIF promueve la secreción de TNF y potencia la secreción de óxido nítrico inducida 
por el IFN de macrófagos (8). Además, el MIF es un regulador autocrino importante de la activación de macrófagos (8), 5 
linfocitos T (11) y fibroblastos (18). Estos datos han conducido a numerosas investigaciones de la potencial función del 
MIF en las afecciones inflamatorias crónicas tales como la artritis reumatoide. 

 Los niveles de proteína MIF circulan con niveles mayores en el suero de los pacientes con artritis reumatoide y 
la expresión celular de MIF es potenciada en la membrana sinovial (2, 9). Los fibroblastos sinoviales cultivados 
obtenidos de pacientes con artritis reumatoide secretan cantidades significativas de MIF de forma espontánea en cultivo, 10 
y la secreción aumenta más después de la estimulación proinflamatoria (2). La estimulación de MIF de los fibroblastos 
sinoviales reumatoides da como resultado una mayor expresión de las metaloproteinasas de la matriz (16), así como la 
inducción de la fosfolipasa A2 (PLA2) y expresión de la COX-2 (29). También se ha mostrado que la 
inmunoneutralización de la actividad del MIF en cultivos de sinoviocitos inhibe la expresión de la COX-2 inducida por IL-
1 y ARNm de PLA2 (29). La administración de un anticuerpo dirigido contra MIF neutralizante también retrasa el inicio y 15 
disminuye la gravedad de la artritis inducida por colágeno de tipo II en ratones (30) e inhibe profundamente el desarrollo 
de la artritis inducida por adyuvante en ratas (31). Por lo tanto, hay pruebas considerables que implican al MIF en la 
patogénesis de la artritis inflamatoria. 

 En el presente documento se describe una asociación significativa entre los pacientes que son homocigóticos 
para el alelo 5-CATT de expresión baja y la enfermedad reumatoide menos agresiva. Solo 1/79 (1,2%) de los pacientes 20 
con artritis reumatoide grave heredan este genotipo, comparado con 101105 (9,5%) de los pacientes con enfermedad 
no progresiva más leve. Esto sugiere que una predisposición genética a la expresión baja de MIF protege contra la 
inflamación persistente y/o la destrucción articular. Actualmente no se sabe que factores de transcripción pueden estar 
implicados en la modulación de los efectos transcripcionales de la región polimórfica, pero el alelo 5-CATT muestra 
menos respuestas in vitro tanto a la estimulación con suero como con forskolina así como menor actividad basal. 25 
También existe un elemento repetido CATT en el promotor del factor estimulador de colonias de granulocitos y 
macrófagos humano (GM-CSF), y es necesario para la actividad del promotor (32, 33). Se ha mostrado que el factor 
nuclear YY134, y más recientemente los factores AP-1 y SP-1, pueden formar complejos con esta región del promotor de 
G-CSF (35). Sigue sin estar determinado si cualquiera de estos mismos factores también influye en la actividad de la 
repetición CATT de MIF. 30 

 La región de la repetición CATT en el gen Mif contiene varios sitios de unión del factor de transcripción Pit-1 
putativo. Pit-1 es un factor de transcripción específico de la hipófisis que es crítico para la expresión de las hormonas 
hipofisarias tales como la prolactina y la hormona del crecimiento (36). La glándula hipofisaria anterior es una fuente 
importante de MIF en roedores (3) y secreta MIF en respuesta al estrés fisiológico o infeccioso (37). También se ha 
mostrado que el factor de liberación de corticotropina (CRF) es un potente inductor de la expresión de MIF en células 35 
hipofisarias cultivadas. Un reciente análisis funcional del promotor del gen de MIF murino usando células hipofisarias de 
rata y la línea celular hipofisaria AtT-20 demostró que la expresión génica inducida por CRF depende de la proteína de 
unión al elemento de respuesta de cAMP (38). Es interesante que han aparecido recientemente en la bibliografía las 
publicaciones de la conexión del locus de CRF con la artritis reumatoide, y hay alguna prueba de que el eje hipotálamo-
hipofisario-suprarrenal (HPA) puede tener una función en la patogénesis de la artritis reumatoide en determinados 40 
pacientes. Se ha mostrado que los pacientes con artritis reumatoide activa tienen niveles diurnos de cortisol 
anormalmente bajos frente a la función hipofisaria y suprarrenal normales, sugiriendo un defecto a nivel hipotalámico 
(40). Dada la capacidad del MIF a contrarregular la acción glucocorticoide en el sistema inmunitario (revisado por Bucala 
(1)), la expresión de MIF por la glándula hipofisaria anterior puede ser importante para el desarrollo de enfermedades 
inflamatorias tales como la artritis reumatoide. 45 

 Desde el inicio de estos estudios, se ha descrito un polimorfismo de un solo nucleótido (SNP) -173*G/C en el 
promotor del gen Mif, por Donn y col. (41) y se mostró que estaba asociado con la artritis idiopática de inicio juvenil 
sistémica (AIJS). Se vio la posesión de al menos un alelo 173*C en 36,8% de los pacientes con AIJS comparado con 
20,3% de la población normal (41). Sin embargo, no hay información relacionada con el efecto de este SNP en la 
expresión génica. Un estudio preliminar de los autores de la presente invención indica que el alelo 173*C no puede 50 
explicar los datos de asociación presentes o los resultados de los ensayos del promotor; realmente no hay pruebas del 
desequilibrio de ligamiento entre el alelo 173*C y el alelo 5-CATT (no se muestran los datos). 

 Se considera que el TNF es una citoquina efectora crítica en la artritis reumatoide, y la terapia dirigida contra 
el TNF ha surgido para tener una alta eficacia en el tratamiento de esta enfermedad (42). Hay que destacar que hay 
una estrecha relación entre el MIF y el TNF. Parce que el MIF actúa como un importante regulador corriente arriba de 55 
la expresión del TNF. El MIF promueve la secreción del TNF de macrófagos y anula la capacidad de los 
glucocorticoides para suprimir la producción de TNF de los macrófagos (43). La inmunoneutralización de MIF también 
reduce los niveles en la circulación de TNF (3). En un marco clínico, el análisis de los polimorfismos de MIF 
proporciona un pronosticador de la gravedad de la enfermedad, en particular en enfermedades inflamatorias y más en 

ES 2 423 211 T3

 

4



particular en la enfermedad reumatoide, y puede ayudar a la selección de la terapia de intervención. Los datos del 
presente documento también reafirman la potencial importancia del MIF como una diana terapéutica en la artritis 
reumatoide y posiblemente otras enfermedades inflamatorias. 

Parte experimental 

Materiales y procedimientos 5 

 Pacientes: las muestras de ADN se obtuvieron del Banco de Datos para Enfermedades Reumáticas de Wichita 
y eran representativas de pacientes caucasianos con seguimiento en consultorio reumatológico desde 1974. Los 
pacientes con artritis reumatoide se dividieron en 2 grupos usando los siguientes criterios: A) grave (n=79); edad media 
de inicio 55 años, duración media de la enfermedad de 13 años, tasa media de puntuación de Larsen de 4,0, valoración 
media de RF de 339,24 y una puntuación media de HAQ de 1,36. B) Media (n=105); edad media de inicio 45 años, 10 
duración media de la enfermedad de 15 años, puntuación media de Larsen de 1,0, valoración media de RF de 362,84 y 
una puntuación media de HAQ de 0,93. Voluntarios caucasianos sanos proporcionaron ADN genómico que se usó como 
el grupo normal de control (n=159).  

 Extracción de ADN: El ADN se extrajo de sangre entera usando el kit G Nome (Bio 101 Inc., CA, EE. UU.) y 
de los cepillos bucales usando el Pure Gene Kit® (Gentra Systems Inc., MN, EE. UU.). 15 

 Secuenciación del gen Mif y análisis de polimorfismo: El gen Mif (número de acceso en GenBank: L19686, 
incorporado en el presente documento en su totalidad por referencia) está situado en el cromosoma 22q11.2 (44). El 
gen tiene 2167 pb de longitud y tiene 3 exones separados por 2 intrones de 189 pb y 95 pb. Se usaron 4 conjuntos de 
cebadores para extender el gen entero (tabla 1, a continuación). 

Tabla 1. Secuencias de cebadores y condiciones para la PCR en el gen Mif 

Conjunto de
cebadores 

Localización de 
los cebadores 

Secuencias de los cebadores 

(5'-3') 

Temp. de reaso-
ciación (°C) 

Condiciones 
especiales 

Tamaño de 
producto de la 

PCR 

Conj. 1 MIF-F (-1074) 

MIF-R (-421) 

TGCAGGAACCAATACCCATAGG 

(SEQ. ID NO: 1) 

TGCGTGAGCTTGTGTGTTTGAG 

(SEQ. ID NO: 2) 

58,1  654 pb 

Conj.2 MIF-F (-441) 

MIF-R (+4) 

TCAAACACACAAGCTCACGCA  

(SEQ. ID NO: 3) 

 TGGTCCCGCCTTTTGTG 

(SEQ. ID NO: 4) 

60,8 DMSO 10%  445 pb 

Conj.3 MIF-F (-13)  

MIF-R (+395) 

CACAAAAGGCGGGACCACA 

(SEQ. ID NO: 5) 

 ACTGCGAGGAAAGGGCG 

(SEQ. ID NO: 6) 

62,3 7-Desaza- 
GTP 25% en 

dNTP 1,25 mM

408 pb 

Conj.4 MIF-F (+379) 

MIF-R (+1043) 

CGCCCTTTCCTCGCAGT 

(SEQ. ID NO: 7) 

TAGAATGGAAAGACACTGGG 

(SEQ. ID NO: 8) 

 DMSO 10%  665 pb 

 La reacción de la PCR consistía en 1x tampón de PCR II (Perkin Elmer, CA, EE. UU.), 20 ng de ADN, MgCl2 20 
1,5 mM, 20 pmoles de cada uno de los cebadores directo e inverso y 0,5 unidades de polimerasa Amplitaq Gold® 
(Perkin Elmer - Applied Biosystems, CA, EE. UU.). Los dNTP se usaron en una concentración 0,2 mM excepto para el 
conjunto 3, donde los dNTP 0,2 mM tenían 0,05 mM de 7-desaza-GTP en una reacción de PCR de 20 l. Las 
condiciones de la PCR eran las siguientes: 95°C/12 min, seguido de 40 ciclos de 95°C/30 s, temp. de reasociación 
(Tabla 1)/30 s, 72°C/60 s y 72°C/10 min. Los productos de la PCR se resolvieron usando un gel de agarosa al 1% teñido 25 
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con bromuro de etidio. 

 Los productos de la PCR de 6 controles normales y 6 pacientes con artritis reumatoide se secuenciaron usando 
el kit de reacción listo para secuenciación Big Dye Terminator® Cycle Sequencing (Perkin Elmer - Applied Biosystems). 
Se recopilaron las secuencias de los cuatro conjuntos de cebadores para representar el gen Mif entero y se compararon 
para analizar diferencias entre el grupo de artritis reumatoide y los controles normales. 5 

 Secuenciación rápida para el polimorfismo de repetición CATT: Se usó el cebador directo del conjunto 1 
(SEQ ID NO: 1) con el cebador inverso MIF-R -728 (5' - AATGGTAAACTCGGGGAC - 3'; SEQ ID NO: 9). El cebador 
inverso se marcó de forma fluorescente con TET para permitir la detección de los productos de la PCR usando la 
electroforesis capilar (45). 

 Las condiciones de la PCR eran 1x tampón de PCR II, MgCl2 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, 0,75 pmoles de cada 10 
cebador, 1 ng de ADN, 0,05 l de la polimerasa AmpliTaq Gold en una reacción de PCR de 10 l. Las condiciones de 
ciclo de la PCR usadas eran las mismas descritas antes excepto para las condiciones de reasociación de 53,8ºC/30 s. 
Se añadió 1 l de producto de PCR diluido a 12 l de formamida desionizada que contenía 0,5 l de GS-500 TAMRA de 
tamaño estándar (Perkin Elmer-Applied Biosystems). Las muestras se desnaturalizaron antes de resolverlas usando un 
ABI 310 Genetic Analyzer (Perkin Elmer-Applied Biosystems). Las muestras de ADN de individuos homocigotos que 15 
previamente se habían secuenciado completamente se usaron como controles para los tamaños de repeticiones 
obtenidos por electroforesis capilar. 

 Clonación del promotor de MIF y ensayo de indicador: El ADN genómico obtenido del cribado primario que 
contenía el polimorfismo de repetición de 5, 6, 7 u 8 tetranucleótidos CATT se usó como un molde para la PCR para la 
clonación inicial en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, CA, EE. UU.). Se usaron los siguientes cebadores para generar 20 
un producto de PCR de 1173 - 1189 pb que representa 1071 - 1087 pb de la región flanqueadora en dirección 5' de la 
secuencia que codifica MIF más las primeras 102 pb del exón I (véase la figura 1): 

Cebador directo: 5-CTCGAGCTGCAGGAACCAATACCCAT-3' (SEQ ID NO: 10); 

Cebador inverso: 5'-AAGCTTGGCATGATGGCAGAAGGACC-3' (SEQ ID NO: 12). 

 Después de completar la secuenciación, la región del promotor se escindió del vector pCR2.1 y se clonó en los 25 
sitios Xho1/HindIII del vector de luciferasa pGL3-Basic (Promega, WI, EE. UU.). Este vector contiene el ADNc que 
codifica una versión modificada de la luciferasa de luciérnaga en ausencia de elementos potenciadores o promotores 
eucariotas. Se generaron construcciones de luciferasa reguladas directamente por el promotor de MIF que contenían 5, 
6, 7 u 8 polimorfismos CATT. Se llevaron a cabo transfecciones transitorias usando 3 l de Fugene 6 (Roche, NJ, EE. 
UU.) y 1 g de ADN por pocillo de una placa de 6 pocillos según las instrucciones del fabricante. Las líneas celulares 30 
usadas incluían Cos-7 (fibroblastos de riñón de mono), A549 (epitelio pulmonar humano) y CCD-19LU (fibroblastos 
pulmonares humanos primarios). Los datos se normalizaron respecto a un control interno de luciferasa Renilla que 
estaba regulado por el promotor de la timidina quinasa del virus Herpes simplex (vector PRL-TK - Promega, WI, EE. 
UU.). Posteriormente, cada transfección consistía en 800 ng de ADN de ensayo (gen de la luciferasa regulado por el 
promotor de MIF) combinado con 200 ng de vector de control de ADN PRL-TK. Los ensayos de la luciferasa se midieron 35 
usando el luminómetro TD-20/20 (Turner Designs, CA, EE. UU.) y el sistema indicador Dual Luciferase Reporter System 
(Promega, WI, EE. UU.). La actividad basal del promotor se determinó midiendo la actividad de la luciferasa 36 h 
después de la transfección. En algunos casos, las células se estimularon durante las últimas 20 h de cultivo antes de la 
medición de la actividad del promotor. 

 Genotipo y análisis estadístico: Los datos se analizaron usando el software Genotyper® 2.1 (Perkin Elmer-40 
Applied Biosystems, CA, EE. UU.). La relación entre los genotipos y el estado de la enfermedad (normal, leve o grave) 
se examinó usando el ensayo de chi cuadrado y el ensayo exacto de Fisher. Los ensayos de gen indicador se repitieron 
de 3 a 10 veces por duplicado. Los datos se representan como la media  DT y se compararon por ensayos U de Mann-
Whitney no paramétricos. La significancia se definió como P<0,05. 

Resultados 45 

 Identificación de una repetición microsatélite en el promotor de Mif. Se usó el ADN genómico de 6 
voluntarios normales y 6 pacientes reumatoides para la secuenciación completa del gen Mif. Debido al alto contenido de 
GC de este gen, el análisis se llevó a cabo en 4 secciones. El alineamiento de las 12 secuencias identificó un 
polimorfismo de repetición del tetranucleótido CATT en la región del promotor en la dirección 5' en la posición -817 
(figura 1). Se encontraron los individuos que tenían alelos con 5, 6, 7 u 8 repeticiones CATT en sus secuencias. Los 50 
individuos eran heterocigotos u homocigotos para estos alelos, aunque no se encontraron homocigotos 7-CATT en la 
población normal ni se encontraron homocigotos 8-CATT en ninguna población estudiada. 

 Para la detección rápida del polimorfismo del promotor, se diseñó un cebador inverso marcado de forma 
fluorescente que estaba próximo a las unidades de repetición del tetranucleótido con el fin de amplificar un fragmento de 
PCR más pequeño (340-352 pb). Después se analizó este fragmento usando electroforesis capilar en un analizador ABI 55 
310 Genetic. Se usó el ADN de individuos previamente secuenciado como un molde para generar los fragmentos de 
ADN de control, con el fin de correlacionar el tamaño de fragmento observado en el analizador ABI 310 con el número 
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de repeticiones CATT en las muestras de ensayo. Por consiguiente, los 4 tamaños de producto de la PCR eran de 340, 
344, 348 y 352 pb de longitud, y esto se corresponde con 5, 6, 7 y 8 repeticiones CATT, respectivamente. Los genotipos 
observados eran: 5,5; 5,6; 5,7; 6,6; 6,7; 7,7; 5,8; y 6,8. El genotipo 8,8 no se vio ni en la población normal (n=159) ni de 
pacientes (n=184); y el genotipo 7,7 no se vio en la población normal, pero se observó en un paciente en el grupo de 
artritis reumatoide. 5 

 Distribución de alelos Mif en controles normales y pacientes con artritis reumatoide. La distribución de 
los diferentes alelos Mif en controles normales, pacientes con artritis reumatoide leve y artritis reumatoide grave, se 
muestra en la tabla 2, a continuación. 

 Tabla 2. Distribución de los genotipos MIF y la frecuencia del alelo 5-CATT en poblaciones normales y con 
artritis reumatoide (AR) 10 

Población Genotipo MIF Frecuencia del 
alelo 5-CATT 

 5,5 6,6 7,7 5,6 5,7 6,7 5,8 6,8 alelos 5,5 
ó 5,X 

alelos X,X

Normal 

(n=159) 

8 
(5,03%) 

53 
(33,33%

) 

0 61 
(38,36%)

10 
(6,3%) 

25 
(15,72%)

1 
(0,63%)

1 
(0,63%) 

80 
(50,31%) 

79 
(49,69%)

Wichita 

AR leve 

(n=105) 

10 
(9,52%) 

49 
(46,67%

) 

1 
(0,95%) 

23 
(21,91%)

8 
(7,62%)

14 
(13,33%)

0 0 41 
(39,05%) 

64 
(60,95%)

Wichita 

AR grave 

(n=79) 

1 
(1,27%) 

40 
(50,63%

) 

0 20 
(25,31%)

4 
(5,06%)

13 
(16,46%)

0 1 
(1,27%) 

25 
(31,65%) 

54 
(68,35%)

 No había desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg en los controles normales (p=0,69). Se encontró que las 
frecuencias de los alelos 5, 6, 7 y 8 eran 0,277, 0,607, 0,11 y 0,006 respectivamente. 

 El número de individuos que llevaban al menos un alelo 5-CATT disminuye de 50,31% en la población normal a 
31,65% en la población con artritis reumatoide grave (tabla 2). La diferencia entre los pacientes con artritis reumatoide 
grave y los de control es estadísticamente significativa (p<0,02). Los casos y controles analizados en este estudio no se 15 
correspondían estrechamente para el origen étnico y geográfico, por lo tanto, los datos deben interpretarse con 
precaución. Por lo tanto, se llevó a cabo una comparación de genotipos específicos entre poblaciones con artritis 
reumatoide leve y grave, como se muestra en la tabal 2. El genotipo 5,5 se observa en 9,5% de los pacientes con artritis 
reumatoide leve, pero disminuye significativamente a 1,3% en pacientes con la enfermedad grave (p = 0,0252 por el 
ensayo exacto de Fisher). Estos datos indican que un alelo 5-CATT homocigoto es protector para el desarrollo de la 20 
enfermedad grave.  

 Efecto del polimorfismo de repetición CATT en la actividad del promotor de MIF. Para investigar si el 
polimorfismo de repetición CATT estaba asociado con la regulación funcional de la expresión de MIF, se desarrolló un 
ensayo de gen indicador y se estudió en condiciones definidas in vitro. Los ensayos de gen indicador se han usado 
ampliamente para estudiar la regulación transcripcional, o como lecturas para el seguimiento del factor de transcripción 25 
(21, 22). 

 La transfección de construcciones de luciferasa reguladas por el promotor de Mif en células Cos-7, células 
A549 y células CCD-19Lu se asoció con la actividad basal fuerte del promotor, como se indica por la alta producción de 
luciferasa, cuando se compara con el vector de control (pGL3-Basic) (figura 2 y datos no mostrados). La actividad del 
promotor aumentó por la forskolina (un inductor de la síntesis de CAMP, 23) y la estimulación con suero (figura 3), así 30 
como por la estimulación con éster de forbol (datos no mostrados). En general, la actividad basal del promotor era alta 
en cada una de las líneas celulares ensayadas cuando se comparaba con los controles negativos (vector pGL3 vacío) y 
positivo (pRL-TK), y estos datos parecía que se correlacionaban con el alto nivel de expresión de la proteína MIF 
endógena que se observó en estas líneas celulares (datos no mostrados). Hay que indicar, en cada una de las líneas 
celulares ensayadas, que la construcción del promotor de MIF con repetición 5-CATT mostró actividad transcripcional 35 
significativamente menor cando se comparó con las construcciones de promotor con repeticiones de 6, 7 u 8-CATT. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un procedimiento de diagnóstico in vitro de la existencia o de la predisposición a la artritis reumatoide, que 
comprende detectar 5, 6, 7 u 8 unidades de repetición del tetranucleótido CATT entre las posiciones -817 y -785 del gen 
de MIF humano, usando el conjunto de cebadores de amplificación de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, o SEQ ID NO: 1 y 
SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 4, o SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 6, o SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 8, o 5 
SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12, en el que la presencia de una unidad de repetición del tetranucleótido CATT 5,5 
homocigótica indica la existencia o la predisposición a una gravedad baja de la enfermedad, y en el que la ausencia de 
una unidad de repetición del tetranucleótido CATT 5,5 homocigótica indica la existencia o la predisposición a una 
gravedad alta de la enfermedad. 

2. Un procedimiento de detección in vitro de la gravedad de la artritis reumatoide, que comprende detectar la 10 
presencia o ausencia de una unidad de repetición del tetranucleótido CATT 5,5 homocigótica entre las posiciones -817 y 
-785 del gen de MIF humano, usando el conjunto de cebadores de amplificación de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, o 
SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 4, o SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 6, o SEQ ID NO: 1 y 
SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12, en el que la presencia de una unidad de repetición del 
tetranucleótido CATT 5,5 homocigótica está asociada con un riesgo menor de artritis grave, y en el que la ausencia de 15 
una unidad de repetición del tetranucleótido CATT 5,5 homocigótica está asociada con un riesgo mayor de artritis grave. 

3. Uso de un conjunto de cebadores para amplificar una región del promotor de MIF humano, en el que el 
tetranucleótido CATT en la posición -817 se repite 5 veces, 6 veces, 7 veces u 8 veces. 

4. Uso según la reivindicación 3, en el que se usa uno de los siguientes conjuntos de cebadores: SEQ ID NO: 1 y 
SEQ ID NO: 2, o SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 9, o SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 4, o SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 6, o 20 
SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12. 
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