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Resumen

Las enfermedades autoinmunes son un conjunto de entidades que resultan de la
pérdida de tolerancia inmunolégica hacia antigenos propios. El prototipo de estas
enfermedades es el Lupus Eritematoso Sistémico (LES), que afecta principalmente a
mujeres en un radio de 9 mujeres por cada varon afectado. Entre el 15y 17% de los
casos de LES se presentan en la edad pediatrica (LESp) y aunque los signos y
sintomas son similares en ambos grupos, en los nifios la enfermedad se presenta con
mayor gravedad y tiene un curso clinico mas agresivo. Otra caracteristica que exhiben
los pacientes con LES es la elevada produccion de interferones tipo 1 (IFN) que se han
asociado a formas graves de la enfermedad. La etiopatogénesis de LES no es clara,
sin embargo; se ha descrito que el componente genético juega un papel crucial en su
desarrollo. A la fecha se han identificado mas de 30 loci de susceptibilidad a LES
ubicados en genes de la respuesta inmune, varios de estos loci se encuentran en
genes que codifican para moléculas la via de sefalizacion de los receptores toll-like
(TLRs) e IFN (TLRs/IFN). Un estudio previo de nuestro grupo mostré que varios
polimorfismos en genes en la via de TLRs/IFN se encuentran asociados al desarrollo
de LES en nuestra poblacion y que algunos de estos genes como el factor regulador
del IFN 5 (IRF5) tiene un mayor impacto en poblacibn mexicana en comparacion con

otras poblaciones.

Dentro de los principales inductores de esta via se encuentran los TLRs, dentro de los
gue destacan TLR7, TLR8 y TLR9 por su papel en el reconocimiento de acidos
nucleicos. Estudios en modelos murinos han resaltado la importancia de la dosis génica
de estos receptores en el desarrollo de procesos autoinmunes. Una de las formas en
gue la dosis génica puede estar alterada en humanos es por medio de los
polimorfismos llamados variaciones en el nimero de copias (CNVs), que se piensa son
una de las principales fuentes de variacion genética que mas contribuyen a la

variabilidad en el fenotipo

Xiv



En el presente trabajo se investigo si existen CNVs en los genes TLR7, TLR8 y TLR9 y

su posible relacion con la susceptibilidad a LES y la induccion de IFNa

Los resultados de nuestro estudio de casos y controles muestran que TLR7 y TLR8
genes ligados al cromosoma X; son factores de riesgo para el desarrollo de LESp en
nuestra poblacion (P = 0.0019 y 0.0065 respectivamente). Mas aun que las CNVs en
estos genes correlacionan con la expresion de ellos mismos y con la expresion de
IFNa.. También demuestran que existe correlacion entre los niveles de expresion de
TLR7 y TLR8 con la actividad de IFNo medida en células Wish, con el IFN score
(promedio de la cantidad de citocinas inducibles por IFN presentes en suero de

pacientes con LES) y con el mismo IFNa medido por el ensayo de CBA.

Estos datos muestran claramente que la dosis génica de TLR7 y TLR8 confieren
susceptibilidad a LESp en poblacion mexicana. Aportando evidencia de la importancia
de la dosis de genes ligados al cromosoma X en la susceptibilidad a LES. Ademas de
sugerir que el mecanismo por el cual participan estos genes en la etiopatogénesis de

LESp es través de la induccion del IFNa.
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Abstract

Autoimmune diseases are a group of entities that result from the loss of immunological
tolerance to self-antigens. The prototype of these diseases is Systemic Lupus
Erythematosus (SLE), which primarily affects women within a female/male ratio of 9:1.
Between 15 and 17% of SLE cases occur in children (pSLE) and although the signs and
symptoms are similar in both groups, in children the disease has a more aggressive
clinical course. Another key characteristic of SLE patients is the higher production of
type 1 interferon (IFNs), which has been associated with severe forms of the disease.
Although the pathogenesis of SLE is poorly understood, the genetic component plays a
crucial role in its development. To date more than 30 SLE genetic susceptibility loci
located in immune related genes had been identified, several of these loci are within
genes coding for molecules involved in the Toll-like receptors (TLRs) and IFN (TLRs /
IFN) signaling pathway. A previous study by our group showed that several
polymorphisms in genes involved in this pathway such as IFN regulatory factor 5 (IRF5)
are associated with the development of SLE in our population and showed a greater

effect on Mexican population compared with other populations.

Between the main inductors of this pathway are the TLRs, notably within TLR7, TLR8
and TLR9 due by its role in the recognition of nucleic acids. Studies in murine models
have highlighted the importance of gene dosage of these receptors in the development
of autoimmune processes. One ways in that gene dosage can be altered in humans is
through polymorphisms called in copy number variants (CNVs), which are one of the
main sources of genetic variation and have a mayor contribution on the phenotype

diversity.

In this study we investigated the presence of CNVs in TLR7, TLR8 and TLR9 gene and

its possible relation with the susceptibility to SLE and the induction IFNa.

The results of our case-control study of showed that both TLR7 and TLR8 a X-linked
genes; are risk factors for developing pSLE in our population (P = 0.0019 and 0.0065

respectively). Moreover the CNVs in these genes correlate with their own expression

XVi



and IFNa expression. Also we showed a correlation between the expression levels of
TLR7 and TLR8 with the IFNa activity measured in Wish cells, the IFN score and with

the same IFNa measured by CBA assay.

These data clearly show that TLR7 and TLR8 gene dosage are an important genetic
risk factor that confers susceptibility to pSLE in Mexican population. Providing evidence
of the importance of the dosage of X-linked genes in SLE susceptibility and suggest that
the mechanism by which these genes are involved in the pSLE etiopathogenesis is

through the induction of IFNa.
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Introduccioén

Enfermedades Autoinmunes

Las enfermedades autoinmunes (EAs) comprenden un grupo de desordenes
inflamatorios cronicos caracterizados por una pérdida de la tolerancia inmunoldgica
hacia lo propio. Estos padecimientos se presentan en cerca del 5-10% de la poblacion
general y tienen una prevalencia de 90 casos por cada 100,000 individuos, de los
cuales el 85% son mujeres [1].

Las EAs se caracterizan por una respuesta autoinmune celular o humoral que
conllevan a la produccion de autoanticuerpos y pueden ser érgano-especificas o
sistémicas. Las EAs odrgano especificas afectan un 6rgano o sistema especifico, o
aparecen como un dafio histopatolégico localizado; ejemplos de estas enfermedades
son diabetes mellitus tipo 1 (DM1), esclerosis multiple (EM), tiroiditis de Hashimoto
(TH), enfermedad de Grave y enfermedad de Crohn, entre otras. Por el contrario las
EAs sistémicas afectan a diversos oOrganos y sistemas, por ejemplo la artritis
reumatoide (AR), granulomatosis de Wegener, psoriasis Yy el lupus eritematoso
sistémico (LES) Estas enfermedades cronicas, se caracterizan por periodos alternantes
de remisiones parciales y exacerbaciones de la enfermedad con una expresividad
clinica muy variable. Independientemente de la heterogeneidad en la presentacion
clinica y los o¢rganos afectados, todas ellas tienden a compartir mecanismos
fisiopatoldgicos basicos [2].

Aunque la etiologia de las EAs no se conoce con certeza, la agregacion familiar y los
estudios en gemelos han documentado su etiologia compleja y la importancia del
componente genético en su desarrollo. Actualmente, nuestra capacidad para dilucidar
la base genética de la enfermedad continla evolucionando gracias a los avances
tecnoldgicos y a la capacidad de reunir grandes colecciones de muestras de pacientes,
como los estudios de asociacion amplios del genoma (GWAS, del inglés: Genome
Wide Association Study) que han permitido identificar mas de un centenar de genes
asociados con el riesgo de padecer EAs. Asi, se han identificado numerosas regiones

cromosomicas implicadas en la etiologia de varias EAs, como la region 1pl3 que se



asocia con predisposicion genética al desarrollo de la AR, el LES y la enfermedad de
Crohn. Por el momento, el factor genético que mejor se ha caracterizado como
marcador comun de autoinmunidad son los genes del complejo principal de
histocompatibilidad (HLA). Desde hace afos se ha descrito que diversos alelos HLA-
DR o HLA-DQ se asocian con susceptibilidad a numerosas EAs como AR, DM1y LES
[3]. Ademas, algunos estudios han mostrado la existencia de perfiles de expresion
geénica alterados muy similares para diversas enfermedades autoinmunes. Todos estos
datos apoyan la hipotesis de una base etiopatogénica comun compartida entre diversas
EAs [4, 5] hecho, estos hallazgos podria explicar porque es comun encontrar un alto
grado de agregacion familiar de estas enfermedades con mas de un miembro afectado

en la misma familia, tanto con una misma o con diferentes EAs. [6]

Lupus Eritematoso Sistémico

El LES es el prototipo de las EAs y presenta una prevalencia de 1 por cada 2,000
nacidos vivos [7]. Esta entidad se presenta en relacion de 9 mujeres por cada hombre.
La prevalencia de esta enfermedad varia entre los diferentes grupos étnicos,
presentandose entre 40 casos por cada 100,000 individuos en el norte de Europa y 200
casos por cada 100,000 individuos en personas de raza negra [8]. La produccion de
autoanticuerpos en LES estd dirigida contra diversos componentes celulares,
especialmente antigenos nucleares como nucleosomas (ADN de doble cadena e
histonas), “spliceosomas” (ribonucleoproteinas como las Smith Sm y U1l),
ribonucleoproteinas citoplasmaticas (Ro/SSA, La/SSB) y fosfolipidos de membrana
(cardiolipina). El dafio histopatoldgico y el proceso inflamatorio sistémico caracteristico
de LES es causado por la formacion y acumulacion de complejos autoinmunes en
diferentes oOrganos y tejidos, que a su vez contribuyen a la variabilidad en las

manifestaciones clinicas de la enfermedad [9].

La presentacion clinica del lupus es bastante heterogénea y el diagndstico se realiza
cuando un paciente cumple con al menos 4 de los 11 criterios establecidos por el
colegio americano de reumatologia (ACR) [10]. Estos incluyen desde manifestaciones

dermatolégicas como eritema malar, artritis o hasta afecciones severas como nefritis y



psicosis, incluyendo hallazgos inmunoldgicos y de laboratorio (Tabla 1). De hecho, la
presentacion clinica de la enfermedad en términos de sintomas y gravedad puede
variar de manera considerable entre pacientes e incluso en el mismo paciente a traves

del tiempo.

Se estima que entre el 15-20% de los casos de LES inicia antes de 16 afios de edad, el
cual en la mayoria de los estudios se define como LES pediatrico (LESp) [11-18].
Existen pocos estudios que comparan directamente el LESp con el LES de inicio en la
etapa adulta (LESa) y aunque los sintomas son similares, el LESp tiene una forma de
presentacion y un curso clinico mas grave que el LESa, con una mayor frecuencia de
ciertas manifestaciones clinicas como nefritis y afectacion a los sistemas nervioso y
hematoldgico.[12-13, 17-23]. Por lo tanto, es probable que en la poblacién infantil el
componente genético de susceptibilidad sea mayor que en el adulto y posiblemente
exista una relacion entre el nimero de alelos implicados con la edad de inicio, la
prevalencia de ciertas manifestaciones clinicas y la gravedad del padecimiento [24]. En
apoyo a esto, se ha estimado que los antecedentes familiares del LES son 5 veces mas

frecuentes en niflos (25%) que en adultos (5%) [24].



Tabla 1.- Actualizacion de 1997 de los Criterios para el diagnostico de LES de

acuerdo al Colegio Americano de Reumatologia

Eritema Malar
Eritema Discoide
Fotosensibilidad

Ulceras Orales
Serositis

Artritis no erosiva

Glomerulonefritis

Desordenes
Neurologicos

Desordenes
Hematolégicos

Desérdenes
Inmunolégicos

Presencia
Autoanticuerpos
Antinucleares

Eritema fijo plano o elevado, que se localiza sobre las prominencias malares, sin
afectacion de los pliegues nasolabiales
Erupcion discoide, placas eritematosas elevadas con descamacion queratética
adherente
Erupcion cutanea provocada por una reaccion inusual de los rayos solares
ulceracién oral o nasofaringea usualmente indolora
a) Pleuritis.- Dolor pleural y/o frote auricular diagnosticado por un médico y/o
derrame pleural
b) Pericarditis.- Documentada por electrocardiograma o frote y/o evidencia
de derrame pericardial
Que involucre dos a mas articulaciones periféricas, caracterizada por dolor,
hinchazén o derrame
a) Proteinuria persistente > 0.5 g por dia o0 > 3+ si no se cuantifico
b) Cilindros celulares pudiendo ser células rojas, hemoglobina, granulares,
tubulares o mixtos
a) Convulsiones: en ausencia de farmacos o trastornos metabolicos
conocidos. ej. Uremia, cetoacidosis o desbalance electrolitico
b) Psicosis: en ausencia de farmacos o trastornos metabdlicos conocidos. €j.
Uremia, cetoacidosis o desbalance electrolitico
a) Anemia Hemolitica con reticulocitosis
b) Leucopenia < 4000/mm?® en més de 2 ocasiones
c) Linfopenia < 1,500/mm?® en mas de 2 ocasiones
d) Trombocitopenia < 100,000/mm?® en ausencia de farmacos inductores
a) Anticuerpos Anti-ADN: Niveles anormales de anticuerpos contra ADN
propio
b) Anticuerpos Anti-Sm: presencia de Ac contra el antigeno nuclear Smith
¢) Hallazgos positivos de Ac antifosfolipidos en:
1) Niveles séricos anormales de Ac anticardiolipina tipo IgG o IgM
2) Prueba positiva para anticoagulante lipico (método estandar)
3) Falso positivo para Treponema pallidum en los Gltimos 6 meses

de Titulos anormales de anticuerpos antinucleares medidos por inmunofluorescencia

o algiin ensayo equivalente



LES una Enfermedad Compleja

La gravedad, incidencia y heterogeneidad clinica del LES varian de acuerdo con el
grupo étnico y el género, presentandose con una prevalencia mayor en grupos étnicos
no europeos [25-27]. Estas observaciones, junto con la prominente agregacion familiar
(As = 8-29), la elevada heredabilidad (>66 %) y la alta concordancia entre gemelos
monocigotos (20-40%) en comparacion con gemelos dicigotos (2-5%), han
documentado que el componente genético juega un papel crucial en el desarrollo del
LES [28, 29].

Por otro lado, la variabilidad genética como causa de variacion en la expresion del LES
se sustenta en reportes que muestran que los pacientes afro e hispano-americanos
tienen la mayor incidencia de nefritis y problemas hematolégicos con una evoluciéon
mas grave y una mayor mortalidad [30-32]. Asimismo, en la poblacién hispana/mestiza
existe ademas una edad de aparicion mas temprana [33]. Por otra parte, recientemente
se encontré una correlacion significativa entre la proporcion del componente amerindio
y el incremento en el nimero de alelos de riesgo para LES [34]. En contraste, se ha
demostrado que los pacientes con LESp que tienen al menos un abuelo con ancestria
europea, tienen un riesgo menor de desarrollar nefritis lUpica grave que los pacientes
pediatricos hispanos, asiaticos y afro-americanos sin ancestria europea,

independientemente del nivel socioecondmico [35].

En LES ha habido un gran avance en el estudio de los factores genéticos asociados a
su desarrollo. De hecho, mediante estrategias de gen candidato o a través de escaneos
por GWAS se han logrado identificar mas de 30 genes consistentemente replicados. La
gran mayoria de estos genes se agrupan en tres vias de sefializacion: la del interferon
tipo | a través de la sefalizacion por los receptores Toll-like (TLRs/IFN), la de
depuracion de complejos inmunes y la de respuesta inmune adaptativa. Sin embargo,
aun no se han logrado identificar muchos de los factores genéticos involucrados en el
padecimiento y particularmente en poblaciones de origen amerindio, como la nuestra
[34].



En un estudio previo realizado por nuestro grupo, se lograron identificar diversas
variantes de susceptibilidad para el desarrollo del LESp en 11 genes del sistema
inmune; algunos de ellos se encontraron asociados a ciertas manifestaciones clinicas
como nefropatia lupica (Tabla 2). Por otra parte, ciertos loci mostraron un gran impacto
en la poblacibn mexicana, indicando que existen diferencias étnicas importantes con
otras poblaciones. Un ejemplo de esto es el gen que codifica para el Factor Regulador
del Interferon 5 (IRF5), el cual codifica para un factor de transcripcion encargado de
regular la transcripcion de interferones tipo 1 y citocinas pro-inflamatorias. En este gen
se encontré un haplotipo (TCA) de riesgo para el desarrollo de LES con una frecuencia
de homocigotos significativamente mas elevada que en la europea (19.9% vs 3.3%) y
un OR de los mas altos reportados para esta entidad (10.46) [36]. La elevada
frecuencia de este haplotipo y el alto riesgo que confiere para desarrollar lupus en la
poblacion mexicana, hace de éste un marcador potencial para la deteccion de
individuos altamente susceptibles. Mas aun polimorfismos en otros genes involucrados
la via de los TLRs/IFN1 como ITGAM, IRAK1 y STAT1-STAT4, también se encontraron
asociados al riesgo a desarrollar LESp en nuestra poblacion. Estos hallazgos muestran
la importancia de esta via en el desarrollo del LES en poblacion mexicana y sugieren la
posible participacion de otros genes de la inmunidad innata en la etiopatogenia de esta
entidad.



Tabla 2.- Genes asociados a la susceptibilidad a LES dé inicio en la infancia en

poblacién mexicana identificados por nuestro grupo.

PTPN22

PDCD1

IRFS5

STAT1-

STAT4

ITGAM

TNF-
alfa
IRAK1-
MECP2

NRF2

HMOX1

14

Repetido
(GT)n

1858C/T

PD1.3G/A

rs2004640
rs2070197
rs10954213

rs1467199

rs1143679

-308G/A

LD

-653 G/A

>25 Copias

1858T

PD1.32

G

A

-308A

LD

A

3.19
(1.35-7.52)
2.73
(1.35-5.56)
10.46
(7.71-
13.21)
1.46
(1.09-1.97)
1.83
(1.69-1.98)
2.77
(1.96-3.93)
1.38
(1.09-1.75)
1.81
(1.04-3.12)
1.47
(1.14-1.89)
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Via de los TLRs/IFN

Datos clinicos y experimentales han documentado que niveles elevados de interferon
alfa (IFNa) en el suero de pacientes con LES, correlacionan directamente con la
gravedad de la enfermedad [37-41]. En el mismo sentido, en afos recientes también se
demostré la sobreexpresion de genes inducibles por el IFNa (firma del IFN) que
correlacionan con varias manifestaciones clinicas de LES, como glomerulonefritis,
afeccion del sistema nervioso central y la presencia de desordenes hematoldgicos, lo
gue sugiere que la firma del IFN podria ser un biomarcador para las formas mas graves
de la enfermedad [42-44].

Entre los principales inductores de la via del IFN se encuentran los receptores tipo Toll
(TLRs), dentro de los cuales TLR7, TLR8 y TLR9 podrian tener relevancia en el
desarrollo de LES, ya que estos pueden ser activados por ARN y ADN, dos de las
principales moléculas que pueden contribuir a la ruptura de la tolerancia periférica
contra antigenos propios, produccion de autoanticuerpos y el consecuente desarrollo

de autoinmunidad [45].

Lo anterior se ve reforzado por estudios in vivo donde se utilizan modelos murinos de
LES. Un hecho interesante es que ratones machos BXSB obtenidos de la cruza entre
una hembra C57BL/6 (B6) y un macho SB/Le desarrollan un fenotipo autoinmune mas
grave que el observado en las hembras, mientras que los machos obtenidos de la
cruza reciproca (SB/Le hembra y B6 macho) desarrollan una forma leve de lupus
murino. Por esta observacion se llegd a concluir que la exacerbacion de la
autoinmunidad en los machos, habia sido por un locus ligado al cromosoma Y (locus
Yaa), provisto por el macho SB/Le [46]. Sin embargo, posteriormente se determind que
este locus es el resultado de una translocacion de aproximadamente 4 Mb del
cromosoma X al Y, que da como resultado la duplicacion de al menos 16 genes, donde
el candidato mas importante dentro de este locus debido a su funcion es tlr7. De hecho,
el fenotipo autoinmune mas grave en estos ratones se atribuye al incremento en la
dosis y expresion de este gen, que conlleva a un incremento en la transduccion de
sefales de la via del interferon tipo 1 [47, 48]. En apoyo a esto, estudios recientes

utilizando el mismo modelo animal demuestran que la delecion de la copia extra de tlr7,
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revierte la mayor parte del fenotipo autoinmune atribuible a la mutacion Yaa [49, 50].
Otro de los genes candidatos importantes localizados dentro del locus Yaa es tIr8, que
aunque en ratones se postula no es funcional, es un excelente gen candidato para el

desarrollo de LES en humanos.

En el mismo sentido, Deane y cols. mediante la generacion de varias cepas de ratones
transgénicos con diferente nimero de copias del gen tIr7 , demuestran que los niveles
de expresion de tIr7 correlacionan con la gravedad del fenotipo autoinmune, asi como
con varias anormalidades del sistema inmune en comparacion con la cepa silvestre
(B6) [51]. Estos estudios sugieren que el incremento en el nimero de copias de genes
involucrados en la respuesta inmune exacerba la autoinmunidad y por consecuencia,
este fendbmeno podria tener un papel importante en el desarrollo de enfermedades

autoinmunes a través de la alteracion de la dosis génica.

Por otro lado, estudios en modelos “Knock out” para el gen tIr9, arrojan resultados muy
controversiales, ya que parece que este gen puede tener tanto efecto
inmunoestimulador [52] como regulador [53-55], sugiriendo que el efecto de tIr9 es
dependiente del fondo genético de la cepa en el cual se realice el estudio. En humanos,
no existe evidencia de asociacion significativa de polimorfismos de un solo nucleétido
(SNPs) de TLR9 y el desarrollo de LES [56-58]; sin embargo, estudios de expresion
han revelado que al igual que TLR7, estos receptores se encuentran sobreexpresado
en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de pacientes con LES [59, 60].
Alun mas, la sobre-expresion de TLR7 y TLR9 correlaciona con la sobre-expresion de
IFNa, frecuentemente elevado en el suero de pacientes con LES activo, lo que sugiere
gue estos receptores podrian jugar un papel importante en el desarrollo de la
enfermedad [60].

Estas observaciones podrian apoyar la posibilidad de que la sobreexpresion de TLR9
sea consecuencia de otro tipo de polimorfismos como las variaciones en el nimero de
copias (CNVs, del inglés: copy number variants), se observo que este gen se encuentra
en una region del cromosoma 3 (3p21.3) que presenta una ganancia de 3 copias en la
poblacién en general [61]. Los polimorfismos CNVs son el principal tipo de diversidad

genética entre los humanos y se definen como duplicaciones o deleciones de un
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segmento de ADN de 1Kb o mas, que se presentan con una frecuencia mayor al 1% en
la poblacion. Por otra parte, parece ser que entre el 12 y el 20% del genoma humano

contiene este tipo de polimorfismos [62, 63].

En el mismo sentido, estudios recientes han documentado la participacion de la
alteracion de la dosis génica a través de los CNVs, en la etiopatogenia de algunas
enfermedades [64-69]. Interesantemente, reportes recientes documentaron que la
presencia de este tipo de polimorfismos en los genes FCGR3B, C4 y CCL3L1 se

asocian con el desarrollo de LES en humanos [70-73].
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Justificacion

La identificacion de los genes involucrados en la predisposicion a las EAs contribuira al
entendimiento de su fisiopatologia, al desarrollo de nuevas estrategias de diagnostico,
prevencion/pronaostico y a la identificacion de nuevos blancos terapéuticos.

En la identificacion de factores genéticos asociados con enfermedades complejas, una
de las estrategias mas utilizadas es la realizacion de estudios de asociacion de casos y
controles de genes candidatos, que se basan en la comparacion de marcadores
genéticos de riesgo entre individuos afectados y controles sanos seleccionados de la
misma poblacion. Uno de los pasos fundamentales en este tipo de estudios es la
seleccion del gen candidato para su analisis. En el caso de las enfermedades
autoinmunes, los genes implicados en los mecanismos moleculares y celulares
alterados en la autoinmunidad o los relacionados con el desequilibrio entre mediadores
pro-inflamatorios y anti-inflamatorios son los mejores candidatos.

Por otro lado, existen grandes evidencias de que la via de los TLRs/IFN tiene un papel
crucial en el desarrollo de LES, lo que sugiere que variantes en genes que codifican
para moléculas involucradas en esta via, podrian jugar un papel importante en el
desarrollo/etiopatogénesis de esta enfermedad. De estos posibles candidatos resaltan
los receptores toll-like que se expresan en endosomas TLR7, TLR8 y TLR9, donde se
ha documentado que alteracibn en su expresion o en la dosis génica de estos
receptores altera la respuesta inmune y contribuye al desarrollo de la autoinmunidad.
Una de las formas en la cual la dosis génica puede estar modificada en humanos es a
través de los polimorfismos del tipo CNVs, los cuales han mostrado ser una de las
principales fuentes de variacion genética y de las que mayor impacto tienen en la
diversidad fenotipica. Estudios recientes documentaron que la presencia de estos
polimorfismos en genes de la respuesta inmune como CCL5, FCGR3B y C4, que
ademas son asociados al desarrollo de LES en otras poblaciones. En el presente
trabajo se determind si existen CNVs en los genes TLR7, TLR8 y TLR9 y se evalud su

contribucion en el desarrollo de LESp en poblacion mexicana.

11



Hipotesis

Si CNVs de los genes TLR7, TLR8 y TLR9 alteran la expresion del interferon-alfa,

podrian tener un papel importante en la etiopatogénesis de LESp.

Objetivo general

Determinar si polimorfismos en el nimero de copias de los genes TLR7, TLR8 y TLR9
contribuyen a la susceptibilidad para desarrollar LESp y conocer si estos polimorfismos

influyen en la expresion del IFNa.

Objetivos particulares

» Determinar si CNVs de los genes TLR7, 8 y 9 se encuentran asociadas con la

susceptibilidad a desarrollar LESp.

> Establecer si existe correlacion del genotipo con la presencia de nefritis lUpica.
» Conocer si la presencia de CNVs en los genes TLR7, 8 y 9 influyen en sus

niveles de expresion y en los niveles de expresion del IFNa y citocinas

inducibles.
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Estrategia general
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Pacientes y métodos
Pacientes

En este trabajo se incluyeron 328 pacientes con diagnéstico de LES antes de los 16
afos de edad, de acuerdo con los criterios del ACR [10]. La proporcién de mujeres fue
de 82% (269) y de hombres 18%( 59) hombres, con un promedio de edad al inicio de
los sintomas de 11.61 + 2.07 afos. Adicionalmente se incluyeron 403 individuos
aparentemente sanos, sin antecedentes de enfermedades autoinmunes como grupo
control, con una proporcion de 85% (341) mujeres y 15% (62) hombres. Todos los
pacientes y controles fueron captados previo consentimiento informado del Hospital de
Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI y del Instituto Nacional de Pediatria. De
forma alternativa se incluyeron 200 mujeres indigenas mazahuas del estado de México

como grupo de replica y para comprar la frecuencias de las CNVs estimadas en cada

grupo.
Extraccion de ADN Gendmico

La extraccion del ADN gendmico se realizé a partir de leucocitos de sangre periférica
utilizando el Kit de extraccion Puregene de GENTRA. Alternativamente la extraccion del
ADN se llevé a cabo utilizando el Kit Maxikit de QIAGEN. La integridad del ADN se
verifico en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio. EI ADN obtenido se

cuantifico por espectrofotometria de UV.
Cuantificacion de las CNVs por PCR en Tiempo Real

La estimacion de CNVs de los genes TLR7, TLR8 y TLR9 se llevo a cabo a partir de
ADN gendmico mediante PCR cuantitativo en tiempo real utilizando oligonucleétidos
especificos para cada gen. Debido a que las CNVs se definen como duplicaciones o
deleciones iguales o mayores a 1Kb, para cada gen se disefid un par alternativo de
oligonucledtidos separados por una distancia minima de 1.5 Kb (tabla 3). Las
diferencias en la concentracion de las muestras se controlaron normalizando con dos
genes “housekeeping” como controles enddgenos, uno localizado en un autosoma

(TBP; 6g27.1) y otro ligado al cromosoma X (HPRT1; Xg26.1). Las reacciones se
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hicieron por triplicado para cada gen utilizando SYBR green como sistema de deteccion
en un equipo de tiempo real ABI PRISM 7900 HT (Applied Biosystems, Foster City,
CA). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 95°C por 3 min, seguido de 40
ciclos de 95°C por 15 s, 60°C por 15 sy 72°C por 30 s.

Los productos de PCR se verificaron por curvas de disociacion y en geles de agarosa.
El célculo de CNVs se realizé con base en los métodos de curva estandar y 224 [74],
utilizando como calibrador un control femenino donde previamente se observaron dos
copias de TLR7, TLR8 y TLRO.

Las curvas estandar se generaron a partir de diluciones seriadas 2:1 de ADN gendémico
de la muestra usada como calibrador (40-1.25 ng/ul). Sélo se utilizaron curvas donde el

cuadrado del coeficiente de correlacién de Pearson (R?) fuera mayor o igual a 0.99.

La prueba de correlacion de Spearman se utilizo para establecer la correlacion entre el
namero de copias estimadas por PCR en tiempo real, utilizando los dos pares

alternativos de oligonucleotidos y los dos controles enddgenos

Estimacion de CNVs por PCR semicuantitativo

Para validar los datos obtenidos del tiempo real se realizé un PCR semicuantitativo,
coamplificando en una reaccion de PCR a TLR7 y un gen endogeno (TBP). Los
productos de PCR se corrieron en geles de agarosa a 90 Volts por 1 h y después se
determind la intensidad de las bandas de ambos productos utilizando el software
KODAK Molecular Imaging Software V 4.0. (Kodak Molecular Imaging Systems). El
cociente de la intensidad de la banda de TLR7-1 entre la de TBP se utilizO como una
medida de la dosis génica de TLR7. De manera alternativa se utilizo la muestra de un
paciente con sindrome de Klinefelter (47,XXY) como control positivo de niumero de
copias de TLR7 (2 copias). Para evaluar la reproducibilidad en la estimacion de las
CNVs de TLR7 por PCR en tiempo real y PCR semicuantitativo se utilizé la prueba de

correlacion de Spearman.
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Tabla 3. Oligonucleodtidos utilizados para la cuantificacion de CNVs en los genes
TLR7, TLR8y TLR9

F-5GGCTAGATGGTTTCCTAAAACTCTG3’
TLR7-1 228
R-5'GGTACACAGTTGCATCTGAAATCG3’
TLR7 1811
F-5"TCAGCCACAACCAACTGACCAC3’
TLR7-2 219
R-5"GCAACATCTTCAGATTGTTGAGGAC3

F-5’ACATAACTAAAGAGGGCATTTCAAG3’
TLR8-1 233
R-5AATGTATTTGATCTGGGTGTTGCTC3’
TLR8 2246
F-5’ACCATGGTTATGTTGGCTGCCCTG3
TLR8-2 207
R-"GCTCTCTTCAAGGTGGTAGCGCAGC3’

F-5°CGCCCTGCACCCGCTGTCTCT3’
TLR9-1 249
R-5AGGCTGGGCAGGTGGGCAAAGTC3’
TLR9 2799
F-5°CGGCAAAGTGGGCGAGATGAGGAT3
TLR9-2 242
R-5TGGGCCAGCACAAACAGCGTCTT3

F-5GTGAGAAGATGGATGTTGAGTTGC3
TBP TBP 151 151
R-5’CCAGATAGCAGCACGGTATGAGSZ’

F-5’ATTCTTTGCTGACCTGCTGGATT3’

HPRT1 HPRT1 145 145
R-5’ACCTACTGTTGCCACTAAAAAGAATZ
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Asociacion de CNVs con LESp

Para establecer las diferencias en la distribucion de CNVs de TLR7, TLR8 y TLR9 entre
casos y controles, se utilizo la prueba no paramétrica de Mann-Whitney, Donde se
utilizaron los valores obtenidos de la estimacion de CNVs por PCR en tiempo real

(nimero relativo de copias).

El OR a un intervalo de confianza al 95% se calculé con un modelo de regresion
logistica multivariado. Esto se realiz6 utilizando en nimero absoluto de copias de cada
gen como variable predictiva y el sexo y la afeccion renal como covariables. Como
categoria de referencia se utilizo la media del nUmero de copias observadas en el
grupo de controles femeninos y masculinos (para TLR7 y TLR8, CNVs = 2 para

mujeres y 1 para hombres).
Estudio de expresion

Para establecer si la variacion en el numero de copias de los genes TLR7, TLR8 y
TLR9 influyen tanto en sus niveles de expresion como en los del IFNa, se cuantificaron
los transcritos de estos genes por PCR en tiempo real en una muestra de 30 pacientes
pediatricos con LES, donde se conocia el numero de copias de los TLRs. EI ARN se
obtuvo de sangre total usando el Kit Paxgene Blood ARN (Preanalytix). La sintesis de
ADNCc se llevo a cabo usando el Kit TagMan transcripcion reversa (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

La cuantificacion del RNAm de TLR7, TLR8, TLR9 e IFNa se determind de acuerdo al
meétodo descrito por Komatsuda utilizando como control endoégeno al gen GAPDH [60].

La estimacion de los niveles de expresion se realizé con el método comparativo de 2°
AACt [74]

Estudio in vitro para determinar la actividad de IFNa
Para evaluar si los polimorfismos asociados tienen una influencia en la induccion de la

via del IFNa, se evalud la capacidad de los componentes del plasma o suero para
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causar la expresion de genes inducibles por IFNa en células blanco sensibles a esta
citocina. Datos de la literatura indican que el IFNa, mas que el IFNB o el IFNy, se

encuentra presente en las muestras de plasma y/o suero de pacientes con LES.

Los genes inducidos especificamente por IFNa y cuyo incremento en su expresion son
indicadores de la actividad de dicho interferén son: el gen de resistencia a mixovirus 1
(MX1), el gen de la protein-cinasa activada por ARN de doble cadena (PKR) y el de la
proteina con repetidos de tetracopéptidos inducible por IFNa 1 (IFIT1) [75].

En este ensayo las células WISH (CCL-25; American Type Culture Collection) se
estimularon con el suero o plasma de pacientes y controles con nimero de copias
conocido de TLR7, TLR8 y TLR9. Estas células se caracterizan por tener una alta
sensibilidad al IFNa, lo que se traduce en la expresion de genes que son
especificamente inducibles por esta citocina [75]. Para lograr esto, las células WISH se
crecieron por triplicado en medio esencial minimo y se estimularon con el suero o
plasma de pacientes y controles sanos, como control positivo se utilizaron células
estimuladas con IFNa recombinante y como control negativo se incluyeron células sin
ningun tipo de estimulo. Los niveles de expresion de los genes se evaluaron por RT-
PCR en tiempo real utilizando oligonucleédtidos especificos para cada gen [75], y se
normalizaron con un gen enddégeno. Para evaluar la actividad de IFNa, se calculd la
media de los niveles de expresion observada para cada gen inducido (MX1, PKR e
IFIT1) en cultivos independientes por el suero de al menos 20 controles. La media
obtenida de los controles se utilizé como referencia para medir la actividad de IFNa.
Esta ultima se calcul6 con el promedio de las desviaciones estandar (SD) de los niveles
de expresion de MX1, PKR e IFIT1 en cada paciente con respecto a la media

observada en controles [75].
Deteccidn de Citocinas

Una vez determinadas las CNVs y los niveles de expresion de los TLRs, se investigo
como eéstos polimorfismos afectan los niveles de citocinas pro-inflamatorias,

guimiocinas y del mismo IFNa.
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Las proteinas ensayadas fueron citocinas con perfil pro-inflamatorio tipo Thl como
TNFa, IL-6 e IL12; quimiocinas inducibles por IFNa: IP-10, MCP-1 IL-8 y el mismo
IFNa. Estas moléculas se eligieron debido a que han mostrado estar desreguladas en
pacientes con LES y con base en su papel potencial en la etiopatogénesis de la
enfermedad. [76-81]

La determinacion de las citocinas se realiz6 mediante citometria de flujo con la técnica
de CBA (Cytometric Bead Array). Esta técnica emplea una mezcla de particulas
revestidas de anticuerpos para capturar sustancias solubles, lo que permite la
determinacién simultdnea de varias citocinas a partir de una muestra de suero y/o
plasma. La cuantificacion se llevo cabo utilizando el kit Human Soluble Protein Master
Buffer Kit (BD Biosciences) de acuerdo a las condiciones especificadas por el
fabricante. La cantidad de fluorescencia emitida por estas particulas es directamente
proporcional a la cantidad de proteinas presentes en el suero, La cantidad de analito

presente en el suero se determino con el software FCAP array v1.0 (BD Biosciences).

Por otro lado, se calcul6 la concentracion de IFN para cada muestra, éste se realizo
tomando el promedio de la cantidad de quimiocinas inducibles por IFN (IL-8, IP-10,

MCP-1) en cada muestra de acuerdo a la siguiente férmula:

(Quim — PromQuim)

IFN =
score SDOwuim

Donde el IFN score se define como la sumatoria de la expresion de cada quimiocina
menos el promedio de la expresion de éstas en controles, dividido por la desviacion
estandar observada en controles. El uso de esta ecuacion nos permite eliminar la
variacion dada en cada determinacion debido a diferencias en la concentracion de la
muestra [43, 76, 79].
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Para establecer la correlacion entre las CNVs de TLR7, TLR8 y TLR9 y la actividad de
IFNa, asi como con la cantidad de las citocinas y quimiocinas en suero (IFN score)

ensayadas por CBA se uso por la prueba de correlacion de Spearman.
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Resultados
Identificacién de CNVs por diferentes estrategias

La determinacion de las CNVs de los genes TLR7, TLR8 y TLR9 por PCR en tiempo
real fue altamente reproducible. La estimacion del niumero relativo de copias de los
TLRs mostré una correlacion cercana al 100% tomando como referencia 2 controles
endogenos (TBP y HPRT1) de manera independiente con un valor de r para TLR7 de
0.979, para TLR8 de 0.912 y para TLR9 de 0.975 con una P en todos los casos <
0.0001 (Fig. 1).

Asi mismo, cuando se usaron dos pares de oligonucleotidos separados por una
distancia mayor de 1.8 Kb para la estimacion de CNVs por PCR en tiempo real, los
resultados fueron altamente reproducibles para cada uno de los genes ensayados
(TLR7 r=0.912; TLR8 r=0.911y TLR9 r = 0.949; P en todos los casos < 0.0001) (Fig.

2). Por ambas estrategias los resultados documentaron el mismo de niumero de copias.

Como meétodo de validacion del numero de copias se utilizo el analisis por
densitometria. La comparacion de los resultados obtenidos por densitometria y por
PCR en tiempo real, mostraron una correlacién altamente significativa: r = 0.8522, P <
0.0001 (Fig. 3d). Tanto los perfiles de densitometria como de PCR en tiempo real
mostraron la presencia de hasta 4 copias de TLR7 tanto en pacientes como en
controles (Fig. 3a y 3b). Lo anterior fue demostrado al estimar la relacion entre la
intensidad de las bandas de TLR7 y compararlas con la intensidad del gen de

referencia (Fig. 3c).

Debido a que tanto TLR7 como TLR8 se encuentran en posiciones aledafias dentro del
cromosoma X (Xp22.3), se descartd que ambos genes se encuentren dentro de la
misma CNV. Para esto se compararon las CNVs estimadas en de ambos genes con un
modelo de regresion lineal. Los resultados de la regresion lineal sugieren que las CNVs
en ambos genes son independientes y que por la tanto, TLR7 y TLR8 pueden estar
ejerciendo efectos independientes (R? = 0.03, P > 0.05). Cabe resaltar que por primera

vez se estan reportando CNVs en el gen TLRS.
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Figura 3.- Determinacion del nidmero de copias de TLR7 por densitometria. La
intensidad de las bandas de ambos productos se midié con el Software KODAK
Molecular Imaging Software V 4.0. Las CNVs de TLR7 se determinaron ajustando por
la intensidad de la banda de TBP. a) Gel representativo de los genotipos obtenidos por
densitometria. La numeracion indica las CNVs obtenidas. b) Perfiles de densitometria
del gel anterior, el primer pico representa la banda de TLR7 y el segundo el de TBP, los
nameros indican las CNVs de TLR7. c) El cociente de TLR7-1/TBP que se utilizé como
medida de dosis génica. d) Correlacion entre el nimero de copias calculadas por PCR
en tiempo real y densitometria. Adicionalmente se incluy6 la muestra de un paciente
con sindrome de Klinefelter (XXY) como control de copias. MWM= marcador de pesos

moleculares, NTC = control negativo.
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Analisis de asociacion donde se comparo6 del numero relativo de Copias de
TLR7, TLR8 y TLR9 entre casos y controles

Una vez confirmada la presencia de CNVs en el grupo de estudio, se comparo el
namero de copias de TLR7, TLR8 y TLR9 entre casos y controles. Los resultados
mostraron un incremento significativo del numero de copias de TLR7 y TLR8 en el
grupo de pacientes pediatricos en comparacion con los controles (P = 0.0019 y P =
0.0065 respectivamente, Fig. 4 a'y 4 b), lo que sugiere que estos polimorfismos pueden
estar asociados al desarrollo de LES. La distribucion del nimero de copias de TLR9 no
mostro diferencias significativas entre pacientes y controles (P = 0.529, Fig. 4 c), por lo
gue este se descarto del estudio de estratificacion por género y de regresion logistica

para el célculo de ORs.

Cuando se estratifico la muestra por género, se observo una asociacion significativa
especifica del género femenino tanto para TLR7 como para TLR8 (P < 0.0001y P =
0.0008 respectivamente; Fig. 5). Aunque en el género masculino no se observaron
diferencias entre casos y controles (TLR7: P = 0.083; TLR8: P = 0.073, Fig. 6), hay que
considerar que el tamafio de muestra de este grupo de pacientes es muy pequefio
(n=58). Por otra parte, la prueba de Mann-Whitney no mostro diferencias significativas
entre los grupos de pacientes con y sin afeccion renal y el nimero de copias de TLR7 y
TLR8 (P > 0.05). Estos resultados sugieren que mas que estar asociados con alguna
manifestacion clinica de la enfermedad en particular, las CNVs de estos genes se

encuentran asociados con la susceptibilidad para desarrollar la enfermedad.
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26



b)
R -
P <0.0001 P = 0.0008
T ' o —_—
é (2 . g =
3 2 3 :
2 L
s e g |
E ™ L] ul E L
g 2+ = 24 :l-.. ‘ln--r "l:
Z % z fmt
"|':::=:: SHtpsdesinte
InZfas “:'
L T ™ o T T
LESp Fem Controles Fem LESp Fem Controles Fem
c) d)
4n 4n
~ P=0.083
5 : . 2 P =0.073
g2 ¥ = H :
- . 3
- . . -
g _%-_ l:= E :;: m_
-5 14 . o, » '_l-é.. ;.Fi:.l_ 14 _—m._ ln:ﬁa:Ll .".l..l
2 | it Cecentt g e

LESp Masc Controles Mas LESp Masc Controles Masc

Figura 5.- Estudio de asociacion del nimero de copias de los genes TLR7 y TLRS8
estratificado por género femenino. Los resultados de la prueba estadistica de Mann
Whitney indican que existen diferencias significativas entre el grupo de pacientes y
controles femeninos a) TLR7 (P < 0.0001) y b) TLR8 (P = 0.0008). mas no asi en la
muestra de individuos masculinos ¢) TLR7 (P=0.083) y d) TLR8 (P = 0.073). Cada
punto en la grafica representa un individuo y las barras la media + SD.

27



Analisis de regresion logistica del numero absoluto de copias de TLR7,

TLR8y TLR9 entre casos y controles

El nimero absoluto de copias de TLR7 fue significativamente mayor en los pacientes
con LES de ambos sexos. La presencia de mas de 2 copias (mediana = 3 copias; rango
3-6) se observo en el 22.7% (61/269) de las pacientes femeninas con LES comparado
con el 8.8% (30/341) de los controles femeninos (mediana = 3 copias; rango 3-4). Asi
mismo, la presencia de mas de una copia de TLR7 se observo en el 17.2% (10/59) de
los pacientes masculinos (mediana = 2 copias; rango 2-3), comparado con el 3.4% de
los controles masculinos, donde sélo se observé un control con 2 copias y otro con 3

(2/62) (mediana = 2 copias; rango 2-3).

El andlisis de regresion logistica mostré un riesgo incrementado para desarrollar LES
en los pacientes femeninos con mas de 2 copias de TLR7 (OR = 3.07, P <0.0001).
Interesantemente, el riesgo para desarrollar LES fue mayor en el grupo de pacientes
masculinos que presentaron mas de una copia del gen TLR7 (OR = 6.61; P = 0.005)
(Tabla 4).

Por otro lado la frecuencias de 2 o mas copias del gen TLR8 fue de 31.6% (85/269,
mediana = 3 copias; intervalo 3-5) en el grupo de pacientes femeninos y de 19.6%
(67/341, mediana = 3 copias; rango 3-5) en el grupo de controles femeninos. Al
analizar el grupo del género masculino las frecuencias fueron muy similares tanto en el
grupo de pacientes como en el de controles, 6 de 59 en los pacientes masculinos
(10.2%, mediana = 2 copias; rango 2-3) y en 5 de 62 controles (8.1%, mediana = 2

copias; rango 2-3).

Los riesgos calculados para TLR8 con el estudio de regresion logistica muestran que la
presencia de mas de 2 copias de TLR8 es un factor de riesgo para el desarrollo de LES
en los pacientes femeninos (OR = 1.66, P < 0.0001). A diferencia del alto riesgo
observado en el grupo del género masculino para TLR7, para TLR8 no se encontraron
diferencias significativas entre casos y controles del género masculino (OR = 1.40, P <
0.754) (Tabla 4).
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Cuando se estratifico el grupo de pacientes femeninos por la presencia o ausencia de
nefritis lapica y se comparé el numero relativo de copias de TLR7 y TLR8 entre ambos
grupos, no se encontraron diferencias significativas (P = 096 y P = 0.46,

respectivamente).

Con referencia a lo anterior, cuando se compararon de manera independiente los
grupos de pacientes femeninos con o sin nefritis [Upica contra los controles femeninos,
ambos grupos mostraron una asociacion significativa con la presencia de mas de 2
copias de los genes TLR7 (OR = 3.30, P < 0.0001 vs. OR = 2.49, P = 0.005,
respectivamente) y TLR8 (OR = 1.78, P < 0.0001 vs. OR = 1.99, P = 0.0005,
respectivamente), confirmando que el nimero incrementado de copias de estos genes

se asocia con la susceptibilidad para desarrollar LESp (Tabla 4).
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Tabla 4. Riesgo estimando que confieren CNVs de TLR7 y TLR8 para el

desarrollo de LES en poblacién mestiza Mexicana

Mujeres

Varonest

Mujeres con

nefritis

Mujeres sin

nefritis

Mujeres

Varonest

Mujeres con
nefritis

Mujeres sin

nefritis

* n/N = Total de individuos con pérdidas o ganancias/numero total de individuos.

>2

>1

>2

>2

>2

>1

>2

>2

61/269 (22.7)

10/59 (16.9)

38/163 (23.3)

18/91 (19.8)

85/269 (31.6)

6/59 (10.2)

53/163 (32.5)

28/91 (30.8)

* * Obtenido por Regresion Logistica.

TLR7

30/341 (8.8)

2/62 (3.2)

30/341 (8.8)

30/341 (8.8)

TLR8

67/341 (19.6)

5/62 (8.1)

67/341 (19.6)

67/341 (19.6)

3.07

6.61

3.30

2.49

1.66

1.40

1.78

1.99

1.90-4.97

1.44-32.30

1.93-5.63

1.30-4.77

1.39-1.98

0.41-4.86

1.37-2.35

1.36-2.93

<0.0001

0.005

<0.0001

0.005

<0.0001

0.754

<0.0001

0.0005

¥ Para el grupo de varones el valor de corte para estimar el riesgo fue mayor de 1

copia.
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Comparacion del numero de copias los genes TLR7 y TLR8 entre pacientes

pediatricos con LES, controles mestizos e indigenas mexicanos sanos

De manera alternativa se calcul6 el numero de copias de los TLRs en una muestra de
200 mujeres indigenas mazahuas del estado de México. Estas se compararon con los
datos obtenidos previamente de nuestra muestra de pacientes pediatricos con LES y el
grupo control. Al comparar las frecuencias entre las distintas poblaciones, se observé
gue en la poblacién de mazahuas el rango de CNs en esta poblacion fue de 1 a 3 para
los 3 genes analizados, a diferencia de lo observado en el grupo de controles mestizos
donde el rango fue de 1 a 5 copias. La frecuencia de ganancias (mas de dos copias)
para el gen TLR7 fue muy similar entre los mazahuas y los controles mestizos (9.2%

vs. 8.8%), lo que confirma los datos obtenidos previamente (Fig. 3 a).

Por otro lado, al comparar la frecuencia de ganancias para el gen TLR8 entre los
mazahuas y los controles mestizos se encontraron diferencias importantes entre la
distribucion de estas (26.9% vs. 19.6%) (Fig. 6 b) sugiriendo que estas CNVs pudieron
ser heredades en la poblacion mestiza moderna de nuestros ancestros nativos
americanos. En contraste la frecuencia de ganancias en el gen TLR9 fue menor en el
grupo de individuos indigenas en comparacion con los pacientes con LES y los

controles sanos (26.3% vs. 38.5% y 37.1% respectivamente, Fig. 3 c).

31



80 +
©
5 60 -
o
(5]
>
§ 40 -
L
20 +
0
< 2 copias 2 copias > 2 copias
CNVs de TLR7
80 -+
©
S 60 -
o
(5]
]
§ 40 -+
L
20 +
0
< 2 copias 2 copias > 2 copias
CNVs de TLRS8
C)
80+
.8 604
o
<
(3]
>
§ 404
(T
20+
0- . . .
< 2 copias 2 copias > 2 copias

CNVs de TLR9
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Analisis de expresion

El estudio de expresion se realizé a partir del ADNc obtenido de muestras de ARNm de
un grupo de 30 pacientes con CNVs de TLR7 y TLR8 en un rango de 1 a 5 copias y de
TLR9 en un rango de 1 a 4 copias. Los niveles de expresion de estos genes se
midieron por PCR en tiempo real, utilizando como control endégeno al gen GAPDH y
como calibrador un control femenino con 2 copias de TLR7, TLR8 y TLR9. Los rangos
de expresion estuvieron entre 0.45 y 8 veces en comparacion con el calibrador para
TLR7 y entre 0.40 y 6.0 veces en comparacion con el calibrador para TLR8 y TLRO.
Los resultados obtenidos indican que existe una correlacion significativa entre el

numero de copias de los genes TLR7, 8 y 9 con sus niveles de expresion (Fig. 7).

Los niveles de expresion de los tres genes fue significativamente mas alta en los casos
gue en los controles. Los niveles de expresion de TLR7 mostré una media de 4.12,
95% (IC 2.31-6.71) en los casos y 1.30 (95% IC 1.12-1.81) en los controles (P <
0.0001). Para TLR8 la media de los niveles expresion en los casos fue de 2.22 (95% IC
1.83-2.61) mientras que en los controles ésta fue de 0.70 (95% IC 0.43-0.97) (P <
0.0001). En el caso de TLR9 los pacientes presentaron una media de expresion de
2.05 (95% IC 1.65-2.46) y los controles de 1.27 (95% IC 1.03-1.51) (P = 0.008).

Estos datos documentan que la alteracion en la dosis génica dada por estos

polimorfismos tiene un impacto sobre la expresion del gen.

Asi mismo, la evaluacion de los niveles de ARNm de IFNa en el mismo grupo revelo
gue en la mayoria de los controles no se detecta la expresion de este gen. Sin
embargo, en los pacientes existe una correlacion significativa entre la expresion de
IFNa y la cantidad de ARNm de TLR7 (r = 0.625, P = 0.0005; Fig. 8 a) y TLR8 (r =
0.492, P = 0.017; Fig. 8 b). Notablemente, esta correlacion no se encontro para el gen
TLR9 (r = 0.121, P = 0.533; Fig. 8 c). Lo anterior sugiere que aunque CNVs de TLR9
afectan directamente sus niveles de expresion, ésta no tiene un impacto directo en la

induccion del IFNa.
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Figura 7.- Correlacion entre CNVs de los TLRs y sus niveles de expresion. Los niveles

de expresién de cada gen se calcularon acorde al método de 22! utilizando un control

femenino como calibrador. La prueba de Spearman muestra una fuerte correlacion

entre: a) CNVs de TLR7 y sus niveles de expresion (P < 0.0001, r = 0.796). b) CNVs de
TLR8 y sus niveles de expresion (P = 0.002, r = 0.548). ¢c) CNVs de TLR9 y sus niveles

de expresion (P = 0.0001, r = 0.648).
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Correlacion entre el numero de copias de TLR7, TLR8 y TLR9 y la actividad
de IFNa

Para evaluar la actividad de IFNa se realizaron ensayos en células Wish, los cuales
fueron validados por dos estrategias: 1) se establecid la correlacion entre la actividad
del IFNa medida en las células Wish y directamente en los pacientes (relacién in vitro in
Vivo) y 2) se establecio la correlacion entre los niveles de expresion de IFNa medido en
los pacientes y la actividad de IFNa medida en las células Wish. Los resultados
mostraron una correlacion significativa entre la actividad del IFNa medida in vitro y la
actividad de IFNa medida in vivo (r = 0.582, P = 0.011; Fig. 9a). Estos resultados son
muy similares a los reportados por Niewold (r = 0.524, P = 0.0001), lo cual demuestra la
confiabilidad de nuestra estimacion [75]. A su vez se mostré que también los niveles de
expresion de IFNa en pacientes correlacionan fuertemente con su actividad (r = 0.771,
P < 0.0001; Fig. 9b). Cuando se compard la actividad de IFNa entre casos y controles
se encontraron diferencias significativas (p = 0.005; Fig. 9¢). En los controles sanos se
encontré una media de actividad de IFNa de 3.65 (95% IC 2.48-4.83) mientras que en
los casos se observo una media de 11.51 (95% IC, 9.44-13.57). Estos resultados son
similares a los observados por Niewold y cols., lo que confirma la importancia de la via
del IFNa en el desarrollo de LES [75].

Por otro lado la actividad de IFNa correlaciona fuertemente con la expresion de TLR7 (r
=0.57, P =0.001) y con la de TLR8 (r = 0.54, P = 0.008), pero no con lade TLR9 (r =
0.12, P = 0.54). Estos datos son congruentes con los resultados previos donde se
muestra que la expresion de TLR9 no afecta la expresion de IFNa. Todos estos datos
sugieren fuertemente que tanto TLR7 como TLR8 son factores genéticos de riesgo
para el desarrollo de LES en nuestra poblacion y que ademas estos tienen una
implicacion directa sobre la via del IFN, la cual ha sido ampliamente relacionada con el
desarrollo de LES.
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Evaluacion de los niveles de citocinas medidas en suero por CBA y su
correlacién con las CNVs de los genes TLR7, TLR8y TLR9

Los niveles de citocinas pro-inflamatorias (TNFa, IL-6 e IL-12) estuvieron por debajo del
limite de deteccion recomendado por el kit (LD = 10 pg/ul) por lo que no fue posible la

comparacion entre casos y controles.

El IFN medido por CBA y el IFN score calculado mostraron una correlacion significativa
(P <0.0001, r =0.671), lo que muestra la confiabilidad del uso del IFN score como una
medida directa del IFN presente en el medio. De la misma manera, cuando se comparo
el IFNa medido por CBA con la actividad de IFNa en células Wish también se encontré

una correlacion significativa (P = 0.001, r = 0.599).

Tanto la comparacion de los niveles del IFNa como el promedio de la expresion de las
citocinas inducibles por interferon (IFN score) entre casos y controles mostré
diferencias significativas (Fig. 11), lo que sustenta observaciones previas del
incremento significativo de IFNa en los pacientes con LES [Bennett et al. 2003, Bauer
et al. 2006, Fu et al. 2008].

Finalmente cuando comparamos estos resultados con el niumero de copias de los
genes TLR7, TLR8 y TLR9 previamente estimado, so6lo se encontré correlacion
significativa entre el IFNa score y las CNVs de TLR7 y TLR8 (Fig. 12), corroborando la
observacion previa de la correlacion de las CNVs de estos genes con la expresion de
IFNa y la induccién de sus genes blanco. Estos resultados apoyan el posible papel de
las CNVs de TLR7 y TLR8 en el desarrollo de LES, a través de la induccion

desregulada de la via del IFNa.
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Figura 12.- Correlacion entre el nimero de copias de los genes TLR7, TLR8 y TLR9

con el IFN score. Los resultados muestran una correlacion significativa.
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Discusion

En afos recientes se ha incrementado la evidencia de la participacion del sistema
inmune innato en la generacion y mantenimiento de la respuesta autoinmune. Una de
las vias mejor conocidas que induce una respuesta inmune innata es la transduccion
de sefales celulares a través de los receptores tipo Toll. En los seres humanos, a la
fecha se han reportado al menos 11 TLRs, de los cuales TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9
estan localizados en los compartimientos endosomales, donde estos receptores
reconocen acidos nucleicos derivados de virus y de complejos inmunes enddgenos.
Estos ligandos enddgenos son los principales blancos de autoanticuerpos en LES, ya
gue pueden contribuir a la ruptura de la tolerancia periférica contra antigenos propios y
propiciar el desarrollo de la autoinmunidad [82, 83]. TLR7 y TLR8 se encuentran en loci
aledafos sobre el cromosoma X y aunque ambos reconocen especificamente ARN de
cadena sencilla derivado de virus o complejos inmunes asociados con ARN propio y
son capaces de inducir la secrecion de grandes cantidades de IFNa, crucial en la
patogénesis de LES, muestran patrones distintos de expresion [84-86]. Por un lado
TLR7 se expresa en células dendriticas plasmacitoides (pDCs) y por el otro TLR8 se
expresa en células de origen mieloide [85]. Asi, existen al menos dos rutas distintas por
la cual se puede inducir la produccion de IFNa en pacientes con LES, aunque se ha
demostrado que otros genes involucrados en esta ruta pueden participar en el
desarrollo de la enfermedad. De hecho, existen algunos ejemplos de variantes en otros
genes de la ruta del interferén tipo 1 que se han asociado al desarrollo de LES en
poblacion mexicana, tales como el gen que codifica para la cinasa 1 asociada al
receptor de interleucina 1 (IRAK1), las cinasas traductoras de sefiales 1y 4 (STATly
STAT4) , entre otros.

Uno de los genes mas importantes en la etiopatologia del LES en poblacién mexicana
es IRF5, que puede ser activado a través de la via de TLR7 para inducir la expresion
de IFNa y confiere uno de los riesgos mas elevados para desarrollar LES en nuestra
poblacién (OR = 10.46) [36]. Por otro lado estudios de asociacion de casos y controles,

donde se analizaron SNPs en TLR7 y TLR8 han mostrado que ambos genes confieren
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susceptibilidad para desarrollar LES en poblaciones de origen caucasico y asiatico [87-
90]. Toda esta evidencia apoya el papel crucial de esta via en la etiopatogénesis de

esta enfermedad

Dado lo anterior, en este trabajo determinamos la contribucion de variaciones en el
namero de copias de los genes TLR7, TLR8 y TLR9 en la susceptibilidad para
desarrollar LES de inicio en edad pediatrica. En este estudio se demuestra por primera
vez que el incremento en el nUmero de copias correlaciona con la sobre-expresion de
los 3 genes, pero particularmente en TLR7 y TLR8, el nimero de copias correlaciona a

su vez con el incremento del ARNm de IFNa.

Por otra parte, nuestros resultados mostraron una asociacion entre el numero elevado
de copias de los genes TLR7 y TLR8 con el riesgo de desarrollar LESp en pacientes
mexicanos. Aungue el numero del grupo de pacientes masculino es muy pequefio
(n=58). Interesantemente, cuando se realiz0 un andlisis de regresion logistica se
observo que los pacientes masculinos que contenian mas de una copia de TLR7 tenian
un riesgo para desarrollar LES mas alto (OR = 6.61) que el observado en mujeres con
mas de dos copias del gen (OR = 3.07). Sin embargo esta tendencia no se encontro
con TLR8, lo que sugiere que CNVs en TLR7 y TLR8 pueden ser un factor de riesgo
importante para el desarrollo de LES dependiente de género. En apoyo a esto, la
variacion en el numero de copias en otros genes como FCGR3B, C4 y CCL3L1 se han

descrito como un mecanismo en el desarrollo de la patologia autoinmune [71-73, 91].

En contraste con nuestros hallazgos, Kelley y cols. no encontraron asociacion de la
variacion en el numero de copias de TLR7 y el desarrollo de LES [92]. Sin embargo, el
trabajo de Kelley y cols., incluyé solo 50 pacientes caucasicos y 49 afroamericanos, asi
como 91 controles pareados por sexo y origen étnico, con la limitante de que el tamafio
de muestra es muy pequefio, por lo que pudiera tener un bajo poder estadistico que
incrementa al analizar dos poblaciones genéticamente muy distantes entre si, sin tomar
en cuenta la heterogeneidad genética, ampliamente demostrada entre las poblaciones.

No obstante, no podemos descartar la posibilidad de que estas diferencias fenotipicas
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pudieran ser explicadas por diferencias en el fondo genético entre ambos grupos de

pacientes.

Por otra parte, en nuestros pacientes se demostré que los niveles de expresion de
TLR7 correlacionan de manera significativa con el nimero de copias del gen,
sugiriendo que asi como en modelos murinos de lupus, un aumento en el nimero de
copias de este gen, da como resultado la sobre-expresion de su propio ARNm. Estos
hallazgos sugieren que la presencia de CNVs podria ser una de las causas del
incremento de los niveles de ARNm de TLR7 encontrado en células mononucleares de
sangre periférica de pacientes con LES [60]. Nuestros hallazgos también documentaron
gue las CNVs en estos genes, a través de la alteracion en la dosis génica, tienen una
implicacidén a nivel funcional sobre la via del IFNa, observacion corroborada por varios
ensayos funcionales en este trabajo, lo que sugiere fuertemente que el mecanismo por
el cual estos genes participando en el desarrollo de LES es través de la induccion de la
via del IFNa, la cual se ha visto fuertemente involucrada en la fisiopatogenia de la

enfermedad.

Al comparar la frecuencia de CNVs en TLR8 en diferentes poblaciones, muestra que en
la poblacion mazahua, la frecuencia de estas CNVs son mayores con respecto a
mestizos sanos. Aunque no se cuentan con datos de la frecuencia de CNVs en el gen
TLR8 en poblaciones de origen europeo, especificamente espafioles, estos datos
sugieren que el incremento en el nimero de copias de TLR8 pudo haber sido heredado
por nuestros ancestros amerindios y apoya la hipotesis de que el componente
amerindio es un factor de riesgo para el desarrollo de LES en nuestra poblacion. Por
otro lado, a pesar de que no existen estudios epidemiolédgicos de la incidencia de LES
en poblaciones amerindias, es importante sefialar que el LES es mas frecuente en
poblaciones hispanas en comparacion con poblaciones caucéasicas [93]. Aunado a lo
anterior estudios recientes han mostrado que el componente amerindio incrementa el
riesgo a desarrollar LES [94, 95] y recientemente se determind que los individuos de
ancestria amerindia tienen 2.4 veces mas alelos de riesgo para desarrollar LES que los

individuos de ancestria europea [34].
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Con respecto a TLR9, un fuerte candidato para el desarrollo de LES por su papel en el
reconocimiento de ADN enddogeno, diferentes estudios han mostrado resultados
controversiales donde se reporta la asociacion de algunos SNPs en TLR9 con la
susceptibilidad a LES [87, 96]; por otro lado se ha documentado que no existe
asociacion de diversos SNPs localizados en el gen TLR9 con el riesgo para desarrollar
LES [56-58]. Nuestros resultados apoyan el hecho de que TLR9 no es un factor
genético de riesgo para el desarrollo de LES, ya que las variaciones en el nimero de
copias de este gen tampoco se encontraron asociadas al riesgo a desarrollar LES en
nuestra poblacion. De hecho, a diferencia de lo observado con TLR7 y TLRS, el
incremento del nUmero de copias de este gen no correlacioné con el incremento en la
expresion de IFNa, lo que podria explicar la ausencia de asociacion de CNVs en este
gen con LES. Sin embargo no se puede descartar el posible papel de éste a través de
otros mecanismos ya que recientemente, se han descrito subpoblaciones de células B

gue expresan fuertemente a TLR9 en la membrana celular [96].

La asociacion de. TLR7 y TLRS8, genes ligados al cromosoma X, podria explicar, en
parte la elevada prevalencia del LES en mujeres. Es bien sabido que el LES afecta
principalmente a mujeres y que uno de los factores que juega un papel importante es la
alteracion en la dosis génica de genes ligados al cromosoma X. Un ejemplo de esto es
el gen CD40LG, que codifica para una molécula co-estimulatoria de células B, el cual
se encuentra hipometilada en pacientes femeninos con LES, causando una doble dosis
de este gen y su sobreexpresion en comparacion con controles sanos [98]. Mas aun,
estas observaciones son apoyadas por resultados obtenidos en modelos murinos para
lupus, donde la alteracion en la dosis de genes ubicados en el cromosoma X,

especificamente tIr7 juega un papel fundamental en la gravedad de la autoinmunidad.

De hecho, la importancia de la dosis de genes ligados al cromosoma X en el riesgo
para el desarrollo de lupus, ha sido sugerida al observar que varones con sindrome de
Klinefelter (47,XXY) tienen un riesgo similar al de las mujeres para desarrollar lupus
[99]. Aunado a lo anterior, se ha documentado la existencia de otros genes en el
cromosoma X que contienen SNPs fuertemente asociados a LES tanto de inicio en la
edad pediatrica como en la etapa adulta, como IRAK1 [100] y MECP2 [101].
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Resaltando la importancia de genes ligados al cromosoma X en el desarrollo de

procesos autoinmunes.

En conclusién, nuestros datos muestran claramente que la dosis génica de TLR7 y
TLR8 son factores de riesgo importantes para la susceptibilidad a LESp en poblacién
mexicana. El riesgo que confieren las CNVs de TLR7 es mas alto en varones, los
provee de nueva evidencia acerca de la importancia de la dosis de genes ligados al
cromosoma X en la susceptibilidad a LESp Nuestros resultados también apoyan la
nocion de que la alta prevalencia de LES en mujeres puede ser explicada en parte por
la dosis de genes ligados al cromosoma X. Ademas de sugerir que el mecanismo por el
cual TLR7 y TLRS8 participan en la etiopatogénesis de LESp es través de la induccion

del IFNo.
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Conclusiones

» Nuestros resultados documentan por primera vez la presencia de CNVs en el

gen TLR8, al igual que lo reportado en TLR7 y 9.

» El incremento de la dosis génica de los genes TLR7 y TLR8, pero no de TLR9,

es un factor de riesgo para el desarrollo de LES en nuestra poblacion.

» La presencia de CNVs en los genes TLR7, 8 y 9 afectan sus niveles de

expresion.

» Se sugiere que el papel de los genes TLR7 y TLRS8 en la etiopatogenia de LES

es a través de la induccioén de la via del IFNa.

> Estos resultados sugieren que la dosis de genes contenidos en el cromosoma X
podria tener un papel importante en el desarrollo de procesos autoinmunes en

humanos.
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ABSTRACT

Objective Variations in gene copy number (CNV) have
been recognised as a hereditable source of susceptibility
in human complex diseases. Recent studies have shown
that TIr7 gene dosage has a significant contribution in

the autoimmune-enhancing effect in mouse models

of systemic lupus erythematosus (SLE). A study was
therefore performed to investigate whether CNVs in TLR7
contribute to the genetic component of childhood-onset
SLE.

Methods A case—control association study was
performed in 328 Mexican children with SLE and 403
healthy controls. Determination of CNVs of TLR7 was
achieved by real-time PCR using the AACt method.
Expression levels of TLA7 and interferon « (IFNa) were
determined in 23 patients. In addition, a stratification
analysis was performed to investigate the association of
TLR7 gene copy number (CN) with lupus nephritis.
Results A significant increase was found in the relative
TLR7 gene CN in females patients with SLE compared
with female controls (p<0.0001). However, logistic
regression analysis by gender showed a higher OR

(OR 6.61, p=0.005) in male patients with >1 copy of
TLR7 than in female patients with >2 capies (OR 3.07,
p<0.0001). This association was not observed with lupus
nephritis. TLR7 mRNA levels correlated significantly with
TLR7 CN and with /FNo mRNA levels.

Conclusion These results show that an increase in TLR7
CN is a risk factor for childhood-onset SLE and provide
new evidence for a role for X-linked gene dosage in SLE
susceptibility. There is also evidence to suggest that TLR7
may be involved in the pathogenesis of SLE through the
induction of /FNe.

INTRODUCTION

Congenic dissection of lupus-prone mouse strains
has provided important insights into the genetic
basis for susceptibility to systemic lupus erythe-
matosus (SLE).! The BXSB male mice, obtained
from a cross between a C57BL/6 (B6) female and
an SB/Le male, develops a severe form of murine
lupus.? 3 The autoimmune-enhancing effect in
BXSB males was attributed to the Y-linked auto-
immune accelerator (Yaa) locus.® However, the
Yaa Y chromosome produces or exacerbates the
disease only when combined with other autoim-
mune-promoting genes.*” It has been shown that
the genetic lesion underlying Yaa results from a
duplication and translocation to the Y chromo-
some of a cluster of at least 16 X-linked genes.®?
This gene duplication in male mice carrying Yaa
leads to a twofold increase in the expression of
several of the translocated genes including T/r7,
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the major candidate gene for causation of the
Yaa-associated phenotype. Although it has been
demonstrated that the upregulation of 7/r7 has a
significant contribution in the Yaa-associated auto-
immune phenotypes, it has been suggested that
additional duplicated genes present in the trans-
located X chromosome segment may contribute
to the Yaa phenotype.!? 1! Nevertheless, Deane et
al'? clearly established the role of T/r7 gene dosage,
demonstrating that the additional copy of Tlr7 in
the Yaa mice is required to produce the acceler-
ated autoimmunity and that the other genes in the
translocation are not sufficient. Furthermore, they
showed in transgenic mice lines bearing 4-32 cop-
ies of the gene that a substantial increase in T/r7
mRNA expression caused a severe inflammatory
response, a profound dendritic cell dysregulation
and early mortality.

Gene copy number variations (CNVs), the
major kind of genetic diversity, have recently been
proposed as a driving force for phenotypic varia-
tion and modification of disease risk in humans
through gene dosage or position effects.!16 It
has been found that CNVs affecting genes of the
immune system can predispose to human auto-
immune diseases.!’~20 In this context, we investi-
gated whether TLR7 gene CN is associated with
susceptibility to childhood-onset SLE in Mexican
patients.

METHODS
Patients and controls
We studied 328 unrelated Mexican-Mestizo
patients with childhood-onset SLE. All patients
were <16 years of age at onset of disease and
fulfilled the American College of Rheumatology
(ACR) criteria for the diagnosis of SLE.>! Of these,
269 (82%) were female and 59 (18%) were male,
with a mean+SD age at onset of 11.61+2.07 years
in the whole group. In addition, 403 blood bank
donors were included as a healthy control group.
The controls were sex-matched, consisting of 341
female subjects (85%) and 62 male subjects (15%).
All patients and controls were drawn from tertiary
care paediatric hospitals in Mexico City.
Stratification analysis was performed in the
SLE cohort to investigate the TLR7 CN asso-
ciation with renal disorder. In 19 patients (5.8%)
data on renal disorder were not available and
these patients were excluded from the analysis.
According to the ACR criteria, 192 patients (62 %)
were considered as having lupus nephritis and,
of these, 129 (67.2%) were confirmed by kidney
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biopsy. One hundred and seventeen patients were free of renal
involvement (38%).

Copy number (CN) estimation

Determination of CNVs of the TLR7 gene was performed by
real-time PCR using a SYBR green PCR master mix (Applied
Biosystems, Foster City, California, USA) in a final volume of
10 pl using 20 ng genomic DNA. All samples were tested in
triplicate using two pairs of specific primers for TLR7 (Xp22.3)
within a distance of 1.8 kb. TLR7-1 primer sequences used were:
5-GGCTAGATGGTTTCCTAAAACTCT-8" (forward) and
5-GGTACACAGTTGCATCTGAAATCG-3’ (reverse). TLR7-2
primer sequences used were: 5-TCAGCCACAACCAACT-
GACCAC-8’ (forward) and 5-GCAACATCTTCAGATTGT-
TGAGGAC-3’ (reverse). Reactions were conducted in an ABI
PRISM 7900 HT Instrument (Applied Biosystems). Thermal
cycling conditions were 95°C for 3 min followed by 40 cycles at
95°C for 15 s, 60°C for 15 s and 72°C for 30 s.

The CNV calculation was performed by the standard curve
and AAC, methods?? using two housekeeping genes: the auto-
somic gene TATA box binding protein (TBP) (6q27.1) and the
X-linked gene hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
(HPRT1) (Xq26.1) as intrasample controls. We used a female
healthy control bearing two copies of TLR7 as intersample
control (calibrator). To generate standard curves, six serial 1:2

A g

dilutions (40-1.25 ng) of genomic DNA were used from the cali-
brator sample.

Alternatively, real-time PCR data were validated by semi-
quantitative PCR using 7BP and TLR7-1 primers in a multiplex-
PCR method. Band intensities on ethidium bromide-stained gels
(4% agarose) were analysed using the Kodak Molecular Imaging
Software V4.0. (Kodak Molecular Imaging Systems, New
Heaven, Connecticut, USA). The determination of TLR7 gene
CN was calculated normalising by the intensity of TBP bands. A
patient with Klinefelter syndrome (47, XXY) was included as a
control for TLR7 gene dosage.

Expression analysis

Total RNA was obtained from whole blood of patients with SLE
with a PAXgene Blood RNA kit (PreAnalytiX, Hombrechtikon,
Switzerland). The ¢cDNA synthesis was carried out with a
TaqMan reverse transcription reagents kit according to the man-
ufacturer’s instructions (Applied Biosystems).

An expression assay was performed to measure the TLR7
and [FNa mRNA levels in a set of 23 children with SLE with
known CNVs of TLR7 ranging from one to five copies. Of these,
17 were girls and 6 were boys. Real-time RT-PCR was carried
out as previously described,’® with some differences. We used
Power SYBR Green master mix (Applied Biosystems) and 5 pmol
of each primer in a final reaction volume of 20 pl.

C a4
eiti-r.

TR

Figure 1
CN was determined by real-time PCR normalising against TATA box binding protein as described in the Methods section. (A) Whole group of patients
with SLE versus healthy controls. (B) Female patients with SLE versus healthy controls. (C) Male patients with SLE versus healthy controls. The
significance of the differences between the distribution of TLR7 CN in cases and controls was estimated by the non-parametric Mann-Whitney U test.
Symbols represent individual subjects. Bars show the mean=SD for each group.
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Comparisons of the relative TLR7 copy number (CN) between children with systemic lupus erythematosus (SLE) and healthy controls. TLR7

Table 1 Estimated risk of TLR7 copy number for development of systemic lupus erythematosus
Absolute copy
Gender group* number Cases, n/Nt (%) Controls, n/Nt (%) OR 95% CI p Valuet
Females <2 46/269 (17.1) 66/341(19.3) 0.95 062t01.45  0.808
>2 61/269 (22.7) 30/341(8.8) 307  1.90t04.97  <0.0001
Males <1 1/59 (1.7) 3/62 (4.8) 054  039t00.74  0.437
>1 10/59 (16.9) 2/62(3.2) 6.61 1.441032.30  0.005
Females with lupus <2 31/163 (19.0) 66/341(19.3) 0.84 07610092 0417
nephritis >2 38/163 (23.3) 30/341(8.8) 330  193t0563  <0.0001
Females without <2 14/91 (15.4) 66/341(19.3) 0.89  0.78t01.13  0.699
lupus nephritis >2 18/91 (19.8) 30/341(8.8) 249  1.30t04.77  0.005

*Reference category to estimate risk was two copies for females and one copy for males.
Tn/N subjects with more or less copy number than the reference category/sample size.

$0btained by logistic regression.
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The fold change in expression of TLR7 and IFNa was mea-
sured according to the standard curve and AAC, method using
a healthy male control harbouring a single copy of TLR7 as a
calibrator. The reaction was conducted in an ABI PRISM 7900
HT instrument (Applied Biosystems).

Statistical analysis

The non-parametric Mann-Whitney U test was used to com-
pare the distribution of the relative TLR7 CN between cases
and controls. ORs with 95% CI were estimated by multivariate
logistic regression models using SPSS 16.0 software (SPSS Inc,
Chicago, lllinois, USA), with absolute TLR7 gene CN as predic-
tor variable and gender and renal involvement as covariates.
Otherwise, owing to the small number in the male group, when
we stratified by the presence or absence of lupus nephritis, only
female patients were analysed. Because of missing renal data,
15 female patients were discarded from the logistic regression
analysis.

A reference category was chosen from the median 7LR7 CN
obtained in both the female and male control groups (CN=2 for
females and CN=1 for males), as previously described.'?? Based
on the reference category, the risk of acquiring SLE associated
with the absolute TLR7 CN was estimated by comparing cases
and controls grouped by CN >2 or <2 for females and CN >1 or
<1 for males.

The Spearman correlation coefficient rank test using the
GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad, San Diego, California,
USA) was used to determine the correlation between TLR7 rela-
tive CN estimated by real-time PCR using two pairs of primers
and two housekeeping genes. This test was also used to corre-
late the densitometric analysis with real-time PCR data as well
as CNVs with TLR7 and [FNa expression levels.

RESULTS
Relative TLR7 CN estimated by real-time PCR was significantly
increased in the whole group of children with SLE compared
with controls (p=0.0019, figure 1A). Although the stratifica-
tion analysis by gender showed a significant association only
in female patients (p<0.0001, figure 1B), a trend for an associa-
tion was observed when TLR7 CN was compared between male
patients with SLE and male controls (p=0.0826, figure 1C).
Absolute TLR7 CN analysis showed >2 copies in 61 of 269
(22.7%) female patients with SLE (median 3 copies; range 3-6)
compared with only 30 of 341 (8.8%) female controls (median
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Figure 2  TLR7 copy number (CN) determined by semiquantitative
PCR. TATA box binding protein (TBP) and TLR7-1 primers were used in
a multiplex-PCR. (A) Electrophoresis of TBP and TLR7 PCR products on
4% agarose gel. Top numbers indicate TLR7 CN in different patients with
systemic lupus erythematosus. CNVs, variations in gene CN; MWM,
mass weight marker; NTC, non-template control; XXY, patient with
Klinefelter's syndrome. (B) Left peak: densitometry analysis of the TLR7-1
product; right peak: densitometry analysis of the TBP product. Numbers
indicate TLR7 CN. (C) Relative density of subjects with different TLR7
CNs; relative CN was estimated by the ratio TLR7/TBP as follows: 0.45
for 1 copy, 0.98 for 2 copies, 1.5 for 3 copies and 2.3 for 4 copies.
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Figure 3 Correlation between different strategies used to estimate TLR7 copy number (CN). (A) TLR7 CN calculated by both densitometry and real-
time PCR. (B) TLR7 CN using two pairs of primers separated 1.8 kb within the TLR7 gene (TLR7-1 and TLR7-2). (C) TLR7 CN normalising against two
housekeeping genes (TATA box binding protein (TBP) and hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 (HPRT1)). The Spearman correlation coefficient

rank test was used to evaluate the reproducibility of TLR7 CN estimation.
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Figure 4 Direct correlation between expression level of TLR7 mRNA in patients with systemic lupus erythematosus and either (A) TLR7 high copy
number or interferon o (IFVa) mRNA levels. Each point represents individual subjects.

3 copies; range 3-4). In the male group we observed >1 copy of
TLR7 in 10 of 59 (16.9%) patients with SLE (median 2 copies;
range 2-3), but only in 2 of 62 (3.2 %) male controls (one patient
had 2 copies and the other had 3 copies; table 1). Furthermore,
logistic regression analysis using the absolute TLR7 gene CN
showed an increased risk of SLE in female patients with >2
copies of TLR7 (OR 3.07, p<0.0001). Interestingly, a higher risk
of developing SLE was observed in male patients with >1 copy
of TLR7 (OR 6.61, p=0.005; table 1). Otherwise, logistic regres-
sion models showed an increased risk in female cases with
high TLR7 CN either with or without lupus nephritis when
both groups were compared with female controls (table 1).

Real-time PCR analysis was validated by semiquantitative
PCR, as described in the Methods section (figure 2). The CN
estimation of TLR7 was highly reproducible by these two
methods, supporting the accuracy of our findings (r=0.86,
p<0.0001; figure 3A). Furthermore, we are also confident in
the precision of the real-time PCR method because the relative
TLR7 CN correlated strongly between samples using both
sets of primers (TLR7-1 and TLR7-2) to amplify the TLR7 gene
(r=0.91, p<0.0001; figure 3B) and two housekeeping genes
(TBP and HPRT1) as endogenous controls (r=0.97, p<0.0001;
figure 3C).

On the other hand, the TLR7 mRNA expression levels in
whole blood cells from 23 patients with SLE showed a direct
correlation with the TLR7 CN observed in each patient (r=0.79,
p<0.0001; figure 4A). Furthermore, expression levels of TLR7
mRNA correlated significantly with those of [FNa mRNA
(r=0.51, p=0.012; figure 4B).

DISCUSSION

Toll-like receptors (TLRs) are key receptors of the innate
immune system and recognise highly conserved components
of pathogens such as lipids, proteins and nucleic acids.?* To
date, at least 11 TLRs have been reported in humans; TLRs 3,
7, 8 and 9 are located intracellularly in the endosomal com-
partments where these receptors recognise RNA and DNA
molecules derived from viruses. However, they may also rec-
ognise endogenous nucleic acid ligands within immune com-
plexes and in pathological conditions can intensify or result
in autoimmunity.?>%” TLR7, an X-linked gene, is expressed
in human plasmacytoid dendritic cells (pDCs) and specifi-
cally recognises single-stranded RNA derived from viruses or
immune complexes associated with self-RNA, which activates
pDCs and induces the secretion of large amounts of [FN«
which has a pivotal role in the pathogenesis of SLE.?6-30 B cells
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also express TLR7 and can be activated by immune complexes
containing self-RNA through B cell receptor/TLR7 engage-
ment and differentiate into a plasma cell.?s Otherwise, the
autoimmune-enhancing effect in BXSB males attributed to the
Yaa locus containing a duplicate gene dosage of T/r7® has high-
lighted the importance of this gene in the aetiological patho-
genesis of SLE. In humans, the importance of X-linked gene
dosage in the risk of developing SLE was recently suggested
in male patients with Klinefelter’s syndrome (47, XXY), who
showed a similar risk of developing SLE as that estimated in
women in the normal population.?! More recently an X-linked
gene, the interleukin 1 receptor associated kinase 1 (JRAK1),
was involved for the first time as a risk factor for SLE.?? Taking
these data together, it is possible that TLR7 gene dosage and/
or its expression could be important in the aetiological patho-
genesis of human SLE. We therefore investigated whether
variations in TLR7 gene dosage contribute to the genetic com-
ponent of childhood-onset SLE.

In contrast with a recent study by Kelley et al*® which found no
significant concordance between TLR7 gene CN and the SLE phe-
notype, we found a significant association between the relative
CN of TLR7 and the risk of developing SLE. Furthermore, logistic
regression analysis by gender showed that male patients with
SLE with >1 copy of TLR7 had an OR to develop SLE higher than
that observed in female patients with SLE with >2 copies of the
gene (OR 6.61 vs OR 3.07). It is possible that these discrepancies
were due to differences in ethnicity or in the genetic background
between childhood-onset and adult-onset SLE. Nevertheless, it is
also possible that the study by Kelley et a/ was underpowered to
detect an association because it included only 50 Caucasian and
49 African-American patients with SLE (55 female and 44 male)
and 91 sex- and ethnicity-matched healthy controls.

Downstream TLR7 signalling involves a family of adap-
tor proteins that couple proteins and kinases, among which
interferon regulatory factor 5 (IRF5) and IRAK1 gene polymor-
phisms have recently been associated with an increased risk of
developing SLE in humans.?? 34 We have previously reported a
very high OR in Mexican patients with SLE homozygous for a
risk haplotype in IRF5 gene (OR 10.46).3° These results there-
fore potentially link molecules involved in the TLR7 pathway
that control the type I IFN system into the pathogenesis of
SLE, and suggest that these genetic changes could contribute to
the sustained overproduction of IFNa in these patients. It has
recently been found that TLR7 mRNA expression is upregu-
lated in peripheral blood mononuclear cells from patients with
SLE.? In our patients we showed that the expression levels of
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TLR7 mRNA correlated significantly with the TLR7 gene CN,
suggesting that an increase in 7LR7 gene dosage results in the
upregulation of TLR7 mRNA expression in humans as well as in
murine models of lupus. Furthermore, there was a correlation
between expression levels of TLR7 mRNA and those of [FNa
mRNA, suggesting that a possible role of TLR7 in the patho-
genesis of SLE could be through type I IFN production.

Congenic dissection strategy has provided murine models of
SLE to characterise the genetic interactions that drive the devel-
opment of severe disease. The addition of the Yaa locus to the
B6 SLE1 strain drives the transition to fatal lupus nephritis at a
relatively young age.® We therefore also investigated the pos-
sible association between the TLR7 CNVs with lupus nephritis
in Mexican children with SLE, but we observed an increased risk
of the TLR7 gene CN in females with and without lupus nephri-
tis (table 1), indicating that high TLR7 CN is a risk factor for SLE
but not for lupus nephritis.

In conclusion, our data clearly show that the gene dosage of
TLR7 is an important risk factor for susceptibility to childhood-
onset SLE in the Mexican population. The risk was very high in
male patients with an increased TLR7 CN, providing new evi-
dence for the role of X-linked gene dosage in the susceptibility
to SLE. Our results also support the notion that the female pre-
dominance of SLE may in part be explained by X-linked chro-
mosome gene dosage. We also show evidence to suggest that
the role of TLR7 in the pathogenesis of SLE could be through
the induction of JFNa.
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