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DESCRIPCION
Polimorfismo del promotor del factor inhibidor de la migraciéon de macréfagos en la enfermedad inflamatoria
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de lainvencién

Esta invencion se refiere a un procedimiento y aparato de diagnéstico basado en un polimorfismo funcional en
el promotor de un gen que codifica el factor inhibidor de la migracion de macrofagos (MIF). Mas especificamente, esta
invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar la predisposicién a determinados estados patologicos,
mediante la deteccién de la presencia de este polimorfismo del promotor. La invencién 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 tecnologia

Una serie de estudios experimentales han conducido al concepto de que el factor inhibidor de la migracion de
macrofagos (MIF) funciona como un contrarregulador fisiolégico de la accién glucocorticoide en el sistema inmunitario.
En esta funcion, la posicion del MIF en la cascada de citoquinas es actuar en coordinacion con los glucocorticoides
endogenos 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,
4), sindrome de dificultad respiratoria aguda (5) y glomerulonefritis (6).

El MIF se describio originalmente hace unos 30 afios como un factor derivado de linfocitos T que inhibia la
migracién de macrofagos peritoneales (7), pero ahora se sabe que varios otros tipos de células, incluyendo los propios
macrofagos, son fuentes importantes de MIF (8). Los niveles de MIF son elevados en el suero y en el liquido sinovial de
pacientes con artritis reumatoide (2, 9), y en las diartrosis la inmunotinciéon de MIF se puede localizar en los macréfagos
CD14+ del revestimiento sinovial y sinoviocitos de tipo fibroblastos (2). Después de la liberacion, MIF es directamente
proinflamatorio por activacién o promocion de la expresion de citoquinas (TNFa (8, 10), IL-1f, IL-2 (11), IL-6 (8,12), IL-8
(13) e IFNy (11, 14)), liberacion de oxido nitrico (15), expresion de metaloproteinasas de la matriz (MMP) (16, 17), e
induccion de la ruta de la ciclooxigenasa-2 (Cox-2) (18). La capacidad de MIF para inducir la activacion 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
este mediador tiene una funcién importante en el inicio del pafio sinovial reumatoide.

La patente de EE. UU. n° 6.030.615 de Bucala y col., describe un procedimiento de combinacién 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 combinacion con (b) anticuerpo dirigido contra TNFa, dirigido contra IL1,
dirigido contra IFN-y, 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 Ultimos
afios. Actualmente, se han mostrado muy pocos polimorfismos génicos que sean funcionalmente importantes y que
tengan un valor en el pronéstico en estados patoldgicos especificos. Los ejemplos previamente definidos incluyen
polimorfismos en TNFa e IL1ra que se ha mostrado que tienen cierta importancia en el pronéstico de la malaria y la
cardiopatia isquémica, respectivamente (24, 25). Igualmente, se ha publicado que una serie de polimorfismos en el
TNFa y la IL-B estan asociados con la gravedad de la artritis reumatoide (26-28).

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se basa en parte en la identificacion de un nuevo polimorfismo en el gen Mif humano que
consiste en una repeticion del tetranucleétido CATT situada en la posicion -817 del promotor de Mif. Como se describe
en el presente documento, este polimorfismo del promotor es funcionalmente significativo in vitro, y el analisis de una
cohorte de pacientes con artritis reumatoide indica que esta repeticion CATT est4 asociada con la gravedad de la
enfermedad.

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

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

Por consiguiente, la invencion se refiere a un procedimiento de diagnostico de la gravedad de una enfermedad
inflamatoria no infecciosa o de una predisposicion a la gravedad de una enfermedad inflamatoria no infecciosa, que
comprende detectar un polimorfismo en un promotor de Mif humano que se correlaciona con un aumento o disminucién
de la expresion 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
deteccién del polimorfismo es indicativa de la gravedad de la enfermedad o la predisposicion 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
disminucion de la expresion del polipéptido MIF es un polimorfismo de repeticion del tetranucleétido CATT en la posicion
-817 del gen Mif humano, seleccionado del grupo que consiste en 5, 6, 7 y 8 unidades de repeticion, donde la presencia
de 5 unidades de repeticion indica la aparicion o predisposicion a la gravedad baja de la enfermedad.

El procedimiento de diagnostico de la invencién comprende preferiblemente una etapa de amplificacion del
promotor de Mif usando una técnica de PCR. Para este propésito, la invencién proporciona un conjunto de cebadores de
PCR seleccionados para amplificar una region 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, mas adelante. La
invencién también se refiere a un procedimiento de uso de un conjunto de cebadores de la invencién para detectar un
polimorfismo en una regién del promotor de Mif humano, y a un articulo de fabricacion (tal como un kit de diagnéstico)
que comprende un conjunto de cebadores de PCR de la invencion.

La invencion se refiere ademas a una molécula de &cido nucleico que comprende una secuencia del promotor
de Mif humano en la que el tetranucledtido CATT en la posicion -817 se repite 5, 6, 7 u 8 veces. Preferiblemente, la
molécula de acido nucleico es una molécula de ADN aislada, en particular un fragmento de ADN gendmico aislado, que
se ha amplificado a partir de una muestra de ADN de un sujeto humano. En realizaciones preferidas, la molécula de
acido nucleico aislada de la invencidn comprende una parte de un promotor de Mif humano que comprende un
polimorfismo de repeticion del tetranucledtido CATT en la posicion -817 del gen Mif humano.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un procedimiento de terapia de la enfermedad inflamatoria
gue comprende detectar en un individuo la gravedad de una enfermedad inflamatoria no infecciosa o una predisposicion
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 disminucién en la
expresion del polipéptido MIF, donde la deteccion del polimorfismo es indicativa de la gravedad de la enfermedad o la
predisposicion a la gravedad de la enfermedad. Este procedimiento de terapia de la enfermedad inflamatoria comprende
ademas tratar al sujeto humano para prevenir o reducir la gravedad de la enfermedad inflamatoria o retrasar el inicio de
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-a, un anticuerpo dirigido contra la IL1, y un anticuerpo dirigido contra el IFN-y, IL-1RA, un
esteroide, un glucocorticoide y IL-10.

En una realizacion preferida del procedimiento de la invencion de terapia de la enfermedad inflamatoria, la
enfermedad inflamatoria es la artritis reumatoide y el polimorfismo en un promotor de Mif humano es un polimorfismo de
repeticion del tetranucleétido CATT en la posicion -817 del gen Mif humano.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra una representacion esquematica de la regién del promotor de Mif humano. Estan
recuadrados los sitios de unidn del factor de transcripcion putativo y las areas de interés. La region de repeticion CATT
polimoérfica (de -817 a -797/-785) esta indicada sin sombreado.

La figura 2 muestra la actividad de transcripcién basal de las variantes polimérficas del promotor de Mif humano
en células Cos-7. La actividad del promotor de MIF se determind 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-
promotor de MIF especifico 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 determiné la actividad de la luciferasa en relacién con la actividad de la
renilla usando un kit de luciferasa doble (Promega) y un luminémetro 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
construccion de pMIF-5.

La figura 3 muestra el efecto de la variacion polimorfica de repeticion CATT en las respuestas del promotor de
Mif a la estimulacién con suero y forskolina en células Cos-7. Se determiné 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 especifico con polimorfismo de 5, 6, 7 u 8 repeticiones
CATT) y 200 ng de vector pRLTK de control. Después de 24 h de transfeccion, 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 uM ("FSK 1 uM"). Después de 12 h mas de
incubacion se determind 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
construccion de pMIF-5.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

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

Se ha mostrado que el MIF promueve la secrecidon de TNFa y potencia la secrecidon de 6xido nitrico inducida
por el IFNy de macréfagos (8). Ademas, el MIF es un regulador autocrino importante de la activacion de macréfagos (8),
linfocitos T (11) y fibroblastos (18). Estos datos han conducido a numerosas investigaciones de la potencial funcion del
MIF en las afecciones inflamatorias crénicas tales como la artritis reumatoide.

Los niveles de proteina MIF circulan con niveles mayores en el suero de los pacientes con artritis reumatoide y
la expresion 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 espontanea en cultivo,
y la secrecion aumenta mas después de la estimulacion proinflamatoria (2). La estimulacion de MIF de los fibroblastos
sinoviales reumatoides da como resultado una mayor expresion de las metaloproteinasas de la matriz (16), asi como la
induccién de la fosfolipasa A, (PLAz) y expresiéon de la COX-2 (29). También se ha mostrado que la
inmunoneutralizacion de la actividad del MIF en cultivos de sinoviocitos inhibe la expresion de la COX-2 inducida por IL-
18 y ARNm de PLA; (29). La administracion de un anticuerpo dirigido contra MIF neutralizante también retrasa el inicio y
disminuye la gravedad de la artritis inducida por colageno de tipo Il 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 asociacion significativa entre los pacientes que son homocigéticos
para el alelo 5-CATT de expresion baja y la enfermedad reumatoide menos agresiva. Solo 1/79 (1,2%) de los pacientes
con artritis reumatoide grave heredan este genotipo, comparado con 101105 (9,5%) de los pacientes con enfermedad
no progresiva mas leve. Esto sugiere que una predisposicion genética a la expresion baja de MIF protege contra la
inflamacion persistente y/o la destruccion articular. Actualmente no se sabe que factores de transcripcion pueden estar
implicados en la modulacion de los efectos transcripcionales de la regién polimorfica, pero el alelo 5-CATT muestra
menos respuestas in vitro tanto a la estimulacion con suero como con forskolina asi como menor actividad basal.
También existe un elemento repetido CATT en el promotor del factor estimulador de colonias de granulocitos y
macréfagos humano (GM-CSF), y es necesario para la actividad del promotor (32, 33). Se ha mostrado que el factor
nuclear YY1*, y mas recientemente los factores AP-1 y SP-1, pueden formar complejos con esta region del promotor de
G-CSF (35). Sigue sin estar determinado si cualquiera de estos mismos factores también influye en la actividad de la
repeticion CATT de MIF.

La region de la repeticion CATT en el gen Mif contiene varios sitios de unién del factor de transcripcion Pit-1
putativo. Pit-1 es un factor de transcripcion especifico de la hipofisis que es critico para la expresion de las hormonas
hipofisarias tales como la prolactina y la hormona del crecimiento (36). La glandula hipofisaria anterior es una fuente
importante de MIF en roedores (3) y secreta MIF en respuesta al estrés fisioldgico o infeccioso (37). También se ha
mostrado que el factor de liberacion de corticotropina (CRF) es un potente inductor de la expresion de MIF en células
hipofisarias cultivadas. Un reciente analisis funcional del promotor del gen de MIF murino usando células hipofisarias de
rata y la linea celular hipofisaria AtT-20 demostré que la expresion génica inducida por CRF depende de la proteina de
union al elemento de respuesta de cAMP (38). Es interesante que han aparecido recientemente en la bibliografia las
publicaciones de la conexion del locus de CRF con la artritis reumatoide, y hay alguna prueba de que el eje hipotalamo-
hipofisario-suprarrenal (HPA) puede tener una funcién en la patogénesis de la artritis reumatoide en determinados
pacientes. Se ha mostrado que los pacientes con artritis reumatoide activa tienen niveles diurnos de cortisol
anormalmente bajos frente a la funcién hipofisaria y suprarrenal normales, sugiriendo un defecto a nivel hipotalamico
(40). Dada la capacidad del MIF a contrarregular la accién glucocorticoide en el sistema inmunitario (revisado por Bucala
(1)), la expresion de MIF por la glandula hipofisaria anterior puede ser importante para el desarrollo de enfermedades
inflamatorias tales como la artritis reumatoide.

Desde el inicio de estos estudios, se ha descrito un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) -173*G/C en el
promotor del gen Mif, por Donn y col. (41) y se mostré que estaba asociado con la artritis idiopatica de inicio juvenil
sistémica (AIJS). Se vio la posesion de al menos un alelo 173*C en 36,8% de los pacientes con AlJS comparado con
20,3% de la poblacion normal (41). Sin embargo, no hay informacion relacionada con el efecto de este SNP en la
expresion génica. Un estudio preliminar de los autores de la presente invencion indica que el alelo 173*C no puede
explicar los datos de asociacién 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 TNFa es una citoquina efectora critica en la artritis reumatoide, y la terapia dirigida contra
el TNFa ha surgido para tener una alta eficacia en el tratamiento de esta enfermedad (42). Hay que destacar que hay
una estrecha relacion entre el MIF y el TNFa. Parce que el MIF actia como un importante regulador corriente arriba de
la expresion del TNFa. ElI MIF promueve la secrecion del TNFo de macréfagos y anula la capacidad de los
glucocorticoides para suprimir la produccion de TNFa de los macrofagos (43). La inmunoneutralizacion de MIF también
reduce los niveles en la circulacion de TNFa (3). En un marco clinico, el andlisis de los polimorfismos de MIF
proporciona un pronosticador de la gravedad de la enfermedad, en particular en enfermedades inflamatorias y méas en
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particular en la enfermedad reumatoide, y puede ayudar a la seleccién de la terapia de intervencién. 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

Pacientes: las muestras de ADN se obtuvieron del Banco de Datos para Enfermedades Reuméticas de Wichita
y eran representativas de pacientes caucasianos con seguimiento en consultorio reumatolégico 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 afios, duracion media de la enfermedad de 13 afios, tasa media de puntuaciéon de Larsen de 4,0, valoracion
media de RF de 339,24 y una puntuacion media de HAQ de 1,36. B) Media (n=105); edad media de inicio 45 afios,
duracién media de la enfermedad de 15 afios, puntuacién media de Larsen de 1,0, valoracién media de RF de 362,84 y
una puntuacién media de HAQ de 0,93. Voluntarios caucasianos sanos proporcionaron ADN gendmico que se us6 como
el grupo normal de control (n=159).

Extraccién 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.).

Secuenciacion del gen Mif y andlisis de polimorfismo: El gen Mif (nmero de acceso en GenBank: L19686,
incorporado en el presente documento en su totalidad por referencia) esta 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 continuacion).

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

Conjunto deg| Localizacion de Secuencias de los cebadores Temp. de reaso| Condiciones | Tamario de
cebadores| los cebadores ciacion (°C) especiales | producto de la|
(5-3) PCR
Con;j. 1 MIF-F (-1074) TGCAGGAACCAATACCCATAGG 58,1 654 pb

MIF-R (-421)  |(SEQ. ID NO: 1)
TGCGTGAGCTTGTGTGTTTGAG

(SEQ. ID NO: 2)
Conj.2 MIF-F (-441) TCAAACACACAAGCTCACGCA 60,8 DMSO 10% 445 pb
MIF-R (+4) (SEQ. ID NO: 3)
TGGTCCCGCCTTTTGTG
(SEQ. ID NO: 4)
Conj.3 MIF-F (-13) CACAAAAGGCGGGACCACA 62,3 7-Desaza- 408 pb
GTP 25% en
MIF-R (+395) (SEQ. ID NO: 5) dNTP 1,25 mM
ACTGCGAGGAAAGGGCG
(SEQ. ID NO: 6)
Conj.4 MIF-F (+379) CGCCCTTTCCTCGCAGT DMSO 10% 665 pb

MIF-R (+1043) |(SEQ. ID NO: 7)
TAGAATGGAAAGACACTGGG

(SEQ. ID NO: 8)

La reaccion de la PCR consistia en 1x tampén de PCR Il (Perkin ElImer, CA, EE. UU.), 20 ng de ADN, MgCl,
1,5 mM, 20 pmoles de cada uno de los cebadores directo e inverso y 0,5 unidades de polimerasa Amplitag Gold®
(Perkin Elmer - Applied Biosystems, CA, EE. UU.). Los dNTP se usaron en una concentracion 0,2 mM excepto para el
conjunto 3, donde los dNTP 0,2 mM tenian 0,05 mM de 7-desaza-GTP en una reaccion de PCR de 20 ul. Las
condiciones de la PCR eran las siguientes: 95°C/12 min, seguido de 40 ciclos de 95°C/30 s, temp. de reasociacion
(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% tefiido
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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 reaccion listo para secuenciacion 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.

Secuenciacion répida para el polimorfismo de repeticién CATT: Se us6 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 marcé de forma fluorescente con TET para permitir la detecciéon de los productos de la PCR usando la
electroforesis capilar (45).

Las condiciones de la PCR eran 1x tampén de PCR II, MgCl; 1,5 mM, dNTP 0,2 mM, 0,75 pmoles de cada
cebador, 1 ng de ADN, 0,05 ul de la polimerasa AmpliTag Gold® en una reaccion de PCR de 10 pl. Las condiciones de
ciclo de la PCR usadas eran las mismas descritas antes excepto para las condiciones de reasociaciéon de 53,8°C/30 s.
Se afadié 1 ul de producto de PCR diluido a 12 ul de formamida desionizada que contenia 0,5 ul de GS-500 TAMRA de
tamafio estandar (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
previamente se habian secuenciado completamente se usaron como controles para los tamafios de repeticiones
obtenidos por electroforesis capilar.

Clonacion del promotor de MIF y ensayo de indicador: El ADN gendmico obtenido del cribado primario que
contenia el polimorfismo de repeticion de 5, 6, 7 u 8 tetranucledtidos CATT se us6 como un molde para la PCR para la
clonacién inicial en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen, CA, EE. UU.). Se usaron los siguientes cebadores para generar
un producto de PCR de 1173 - 1189 pb que representa 1071 - 1087 pb de la regidn flanqueadora en direccion 5' de la
secuencia que codifica MIF mas las primeras 102 pb del exén | (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 secuenciacion, la region del promotor se escindio del vector pCR2.1 y se cloné en los
sitios Xhol/Hindlll del vector de luciferasa pGL3-Basic (Promega, WI, EE. UU.). Este vector contiene el ADNc que
codifica una version 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 contenian 5,
6, 7 u 8 polimorfismos CATT. Se llevaron a cabo transfecciones transitorias usando 3 pl de Fugene 6 (Roche, NJ, EE.
UU.) y 1 ng de ADN por pocillo de una placa de 6 pocillos segun las instrucciones del fabricante. Las lineas celulares
usadas incluian Cos-7 (fibroblastos de rifibn 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 transfeccion consistia 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
usando el luminémetro 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 determiné midiendo la actividad de la luciferasa 36 h
después de la transfeccion. En algunos casos, las células se estimularon durante las dltimas 20 h de cultivo antes de la
medicion de la actividad del promotor.

Genotipo y analisis estadistico: Los datos se analizaron usando el software Genotyper® 2.1 (Perkin Elmer-
Applied Biosystems, CA, EE. UU.). La relacion entre los genotipos y el estado de la enfermedad (normal, leve o grave)
se examind 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 definié como P<0,05.

Resultados

Identificacién de una repeticion microsatélite en el promotor de Mif. Se usé el ADN gendmico de 6
voluntarios normales y 6 pacientes reumatoides para la secuenciacién completa del gen Mif. Debido al alto contenido de
GC de este gen, el andlisis se llevd a cabo en 4 secciones. El alineamiento de las 12 secuencias identific6 un
polimorfismo de repeticién del tetranucle6tido CATT en la regiéon del promotor en la direcciéon 5' en la posicion -817
(figura 1). Se encontraron los individuos que tenian alelos con 5, 6, 7 u 8 repeticiones CATT en sus secuencias. Los
individuos eran heterocigotos u homocigotos para estos alelos, aunque no se encontraron homocigotos 7-CATT en la
poblaciéon normal ni se encontraron homocigotos 8-CATT en ninguna poblacién estudiada.

Para la deteccion rapida del polimorfismo del promotor, se disefio un cebador inverso marcado de forma
fluorescente que estaba préximo a las unidades de repeticion del tetranucleétido con el fin de amplificar un fragmento de
PCR mas pequefio (340-352 pb). Después se analiz6 este fragmento usando electroforesis capilar en un analizador ABI
310 Genetic. Se us6 el ADN de individuos previamente secuenciado como un molde para generar los fragmentos de
ADN de control, con el fin de correlacionar el tamafio de fragmento observado en el analizador ABI 310 con el nimero
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de repeticiones CATT en las muestras de ensayo. Por consiguiente, los 4 tamafios 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 poblaciéon normal (n=159) ni de
pacientes (n=184); y el genotipo 7,7 no se vio en la poblacién normal, pero se observd en un paciente en el grupo de
artritis reumatoide.

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

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

Poblacion Genotipo MIF Frecuencia del
alelo 5-CATT
55 6,6 7,7 5,6 57 6,7 5,8 6,8 |alelos 5,5|alelos X,X
65X
Normal 8 53 0 61 10 25 1 1 80 79
(n=159) (5,03%) ((33,33% (38,36%) | (6,3%) |(15,72%)|(0,63%) | (0,63%) |(50,31%) | (49,69%)
n=
Wichita 10 49 1 23 8 14 0 0 41 64
(9,52%) |(46,67%| (0,95%) | (21,91%) | (7,62%) | (13,33%) (39,05%) | (60,95%)
AR leve )
(n=105)
Wichita 1 40 0 20 4 13 0 1 25 54
(1,27%)|(50,63% (25,31%) | (5,06%) | (16,46%) (1,27%) | (31,65%) | (68,35%)
AR grave )
(n=79)

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

El nimero de individuos que llevaban al menos un alelo 5-CATT disminuye de 50,31% en la poblacion normal a
31,65% en la poblacion con artritis reumatoide grave (tabla 2). La diferencia entre los pacientes con artritis reumatoide
grave y los de control es estadisticamente significativa (p<0,02). Los casos y controles analizados en este estudio no se
correspondian estrechamente para el origen étnico y geografico, por lo tanto, los datos deben interpretarse con
precaucion. Por lo tanto, se llevd a cabo una comparacion de genotipos especificos 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
enfermedad grave.

Efecto del polimorfismo de repeticion CATT en la actividad del promotor de MIF. Para investigar si el
polimorfismo de repeticion CATT estaba asociado con la regulacién funcional de la expresiéon de MIF, se desarroll un
ensayo de gen indicador y se estudié en condiciones definidas in vitro. Los ensayos de gen indicador se han usado
ampliamente para estudiar la regulacién transcripcional, 0 como lecturas para el seguimiento del factor de transcripcion
(21, 22).

La transfeccion de construcciones de luciferasa reguladas por el promotor de Mif en células Cos-7, células
A549 y células CCD-19Lu se asoci6 con la actividad basal fuerte del promotor, como se indica por la alta produccion de
luciferasa, cuando se compara con el vector de control (pGL3-Basic) (figura 2 y datos no mostrados). La actividad del
promotor aumentoé por la forskolina (un inductor de la sintesis de CAMP, 23) y la estimulacion con suero (figura 3), asi
como por la estimulacién con éster de forbol (datos no mostrados). En general, la actividad basal del promotor era alta
en cada una de las lineas celulares ensayadas cuando se comparaba con los controles negativos (vector pGL3 vacio) y
positivo (pRL-TK), y estos datos parecia que se correlacionaban con el alto nivel de expresién de la proteina MIF
enddgena que se observo en estas lineas celulares (datos no mostrados). Hay que indicar, en cada una de las lineas
celulares ensayadas, que la construccion del promotor de MIF con repeticiéon 5-CATT mostré actividad transcripcional
significativamente menor cando se comparé con las construcciones de promotor con repeticiones de 6, 7 u 8-CATT.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de diagndstico in vitro de la existencia o de la predisposicion a la artritis reumatoide, que
comprende detectar 5, 6, 7 u 8 unidades de repeticion del tetranucleétido CATT entre las posiciones -817 y -785 del gen
de MIF humano, usando el conjunto de cebadores de amplificaciéon de SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2, 0 SEQID NO: 1y
SEQ ID NO: 9,0 SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 4, 0 SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 8, 0
SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12, en el que la presencia de una unidad de repeticion del tetranucleétido CATT 5,5
homocigética indica la existencia o la predisposicion a una gravedad baja de la enfermedad, y en el que la ausencia de
una unidad de repeticion del tetranucledtido CATT 5,5 homocigética indica la existencia o la predisposicion a una
gravedad alta de la enfermedad.

2. Un procedimiento de deteccion in vitro de la gravedad de la artritis reumatoide, que comprende detectar la
presencia o ausencia de una unidad de repeticion del tetranucleétido CATT 5,5 homocig6tica entre las posiciones -817 y
-785 del gen de MIF humano, usando el conjunto de cebadores de amplificacion de SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, o
SEQID NO: 1y SEQ ID NO: 9,0 SEQ IDNO: 1y SEQ ID NO: 4,0 SEQID NO: 1y SEQ ID NO: 6,0 SEQIDNO: 1y
SEQ ID NO: 8, o0 SEQ ID NO: 10 y SEQ ID NO: 12, en el que la presencia de una unidad de repeticion del
tetranucledtido CATT 5,5 homocigdtica esta asociada con un riesgo menor de artritis grave, y en el que la ausencia de
una unidad de repeticién del tetranucleétido CATT 5,5 homocigética esta asociada con un riesgo mayor de artritis grave.

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

4, Uso segun la reivindicacién 3, en el que se usa uno de los siguientes conjuntos de cebadores: SEQ ID NO: 1y
SEQ ID NO: 2, 0 SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 9, 0 SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 4, 0 SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 6, 0
SEQID NO: 1y SEQ ID NO: 8,0 SEQ ID NO: 10y SEQ ID NO: 12.
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