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ABREVIATURAS 

  



 
 

(CA)n: dinucleótido citosina adenina 

∆G: descenso en energía interna 

°C: grado centígrado 

µg: microgramo 

3'UTR: extremo 3´no traducido 

ACR: American College of Rheumatology  

Act-D: actinomicina D 

AIRE: AutoInmune REgulator 

AKNA: AT-Hook Transcription Factor 

AMV: virus de la mieloblastosis aviar (Avian 

Myeloblastosis Virus) 

AP-1: factor de transcripción proteína activadora 1 

(Activator Protein 1) 

AR: artritis reumatoide 

ARE: región rica en AU  

AUF-1: AU-Rich Element RNA BindingProtein 1 

BCL2: proto-oncogen 2 del linfoma de células B (B-

cell lymphoma 2) 

BRASS: Brigham and Women's Rheumatoid Arthritis 

Sequential Study 

CAMKIV: kinasa IV dependiente de calcio-

calmodulina  

cDNA: ácido desoxirribonucléico complementario 

c-fos: FBJ Murine Osteosarcoma Viral Oncogene 

Homolog 

Cfu: unidades formadoras de colonias  

ClaI: enzima de restricción I de Caryophanon latum L 

CMV: citomegalovirus  

Ct: umbral de ciclo 

CU-rich: región rica en citosina y uracilo  

DAG: diacilglicerol 

Dam: deoxyadenosin metilasa 

Dcm: DNA citosina metilasa 

DNA: ácido desoxirribonucléico 

DSC: donantes sanas canarias 

DSP: donantes sanas peninsulares 

E. coli: Escherichia coli 

Egr1: factor de transcripción de respuesta rápida al 

crecimiento 1 (Early Growth Response 1) 

EIRA : Epidemiological Investigation of Reumatoid 

Arthritis 

ERK1/2 : kinasas 1/2 reguladas por señales 

extracelulares (Extracellular-signal Regulated Kinases 

1/2)  

F: prueba F de suma de cuadrados extra 

g: gramo 

GADPH: gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 

GC: guanina-citosina 

GFP: proteína verde fluorescente  

GM-CSF: factor de crecimiento de colonias de 

granulocitos y macrófagos 

GWAS: estudio de asociación de genoma completo 

(Whole Genome Association Study) 

h: hora 

HaeIII: enzima de restricción III de Haemophilus 

aegypticus  

HIGM1: síndrome de hiperIgM ligado al 

cromosoma X   

HLA: antígenos de histocompatibilidad 

HLA-DR1: alelo 1 del gen de histocompatibilidad 

DRB1 

HLA-DR4 : alelo 4 del gen de histocompatibilidad 

DRB1  

hnRNPL: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 

h-num :  

IC 95%: intervalo de confianza al 95% 

IFN-γ: interferón gamma 

IgG: inmunoglobulina G 

IgM: inmunoglobulina M 

IL: interleucina   

Io: ionomicina  

IRAK1: kinasa 1 asociada al receptor de IL-1 

(interleukin-1 Receptor-Associated Kinase 1) 

kcal: kilocaloría 

KDa: kilodalton 

l: litro 

LB: Luria Broth 

LES: lupus eritematoso sistémico 

LFA-3: antígeno 3 de función leucocitaria 

log molec: logaritmo del número de moléculas de  

mRNA  

Mac-1: antígeno 1 de macrófagos (Macrophage 

Antigen-1) 



 
 

MAPK: proteína quinasas activadas por mitógenos 

(Mitogen-Activated Protein Kinases)  

min: minuto 

ml: mililitro 

mol: mol 

MPP: metaloproteasas  

mRNA: ácido ribonucléico mensajero 

MSCD40LG: microsatélite de CD40L 

mTEC: células epiteliales de la médula del timo  
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NARAC: North American Arthritis Consortium  

NFAT: factor nuclear de células T activadas (Nuclear 

factor of activated T-cells) 

NFκB: factor nuclear potenciador de las cadenas 

ligeras kappa de las células B activadas 
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NHGRI : National Human Genome Research Institute 

NZB: New Zealand Black  

NZW: New Zealand White  

OR: odds ratio 

pb: par de bases 

PBS: tampón fosfalto salino 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa  
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PIP: fosfolípidos de inositol trifosfato  

PKC: proteína kinasa C  

PMA: forbol-12-miristato acetato  

p-num:  
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poli-C: tira de citosinas  

PTB: polypyrimidine tract-binding protein 

qPCR: quantitative PCR  
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· CD40 Ligando 

 El ligando de CD40 (CD40LG, CD40L, CD154, TNFSF5, TRAP, gp39, T-BAM) es una 

proteína transmembrana tipo II de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF). Se expresa 

en la membrana plasmática de los linfocitos T y de otros tipos celulares de forma transitoria 

en respuesta a activación. Se produce también una forma soluble a partir de la proteína de 

membrana mediante proteólisis 1–3. La forma activa tanto de membrana como soluble es un 

trímero, al igual que ocurre con otros miembros de la familia como TNF-α o TNF-β  4,5 

(Figura 1).  

CD40LG fue descubierta a principios de los años 90 en la búsqueda de mediadores de 

la respuesta humoral, para la que ya se conocía la importancia crucial que juega el contacto 

directo entre linfocitos T cooperadores (Th) y linfocitos B 6. Varios grupos, de forma casi 

paralela, purificaron una única proteína responsable de la activación policlonal de linfocitos 

B en reposo por linfocitos T activados. En la universidad de Columbia, un grupo había 

aislado en 1991 un subclon surgido de forma espontánea de la línea celular humana de 

linfocito T Jurkat, (Jurkat D1.1). A diferencia de la línea parental, Jurkat D1.1 inducía la 

activación de linfocitos B en reposo 7. En presencia de lectinas inducía la proliferación de 

Linfocitos B y su diferenciación a células productoras de IgG, actividad que era 

independiente de antígeno y de HLA pero que requería el contacto celular. Mediante un 

anticuerpo monoclonal (5c8) precipitaron una proteína de 30 KDa de la membrana de Jurkat 

D1.1 que llamaron T-BAM (T cell-B cell Activation Molecule) 8. Ese mismo año otros dos 

grupos 9,10, trabajando con líneas celulares de linfocitos Th de ratón, aislaron y secuenciaron 

un DNA complementario (cDNA) que codificaba para una glicoproteína que tenía las 

mismas propiedades que T-BAM. Uno de ellos denominó a esta proteína gp39 10 por su masa 

aparente de 39 kDa en geles de poliacrilamida. También el mismo año se publicaba el 

aislamiento de un cDNA humano que fue llamado TRAP (TNF-Related Activation Protein) a 

partir de una librería de cDNA elaborada con linfocitos T activados 11. TRAP tenía gran 

homología tanto en el cDNA como en la proteína con la recientemente descrita gp39 en 

ratón. El gen que codifica para TRAP/gp39/T-BAM se localizó en el genoma humano en el 

cromosoma X, en Xq26.3-q27.1 12. En 1993 se identificaron mutaciones en el gen de gp39, ya 

denominado CD40 ligando, como responsables del síndrome de hiperIgM ligado al 

cromosoma X  (HIGM1) 12,13.  
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Figura 1. CD40 ligando. (A) Referencia del CD40LG humano extraída de la base de datos Ensembl 
Genome Browser (línea ‘Description’ en  el gráfico). Se muestran además los sinónimos (‘Synonymus’) y la 
localización (‘Location’) en el genoma en pares de bases según la secuencia de referencia de la versión 
GRCh38 del genoma humano. (B) Características de CD40LG basadas en la secuencia de aminoácidos 
(escala en la parte superior) del Protein Data Bank. La proteína de membrana tiene 261 aminoácidos, con el 
extremo N-terminal en la región citoplásmica (aminoácidos 1-22, línea ‘Motif’ en el gráfico). A 
continuación hay un dominio transmembrana (aminoácidos 23-46, en rojo en la línea ‘Motif’). Las regiónes 
citoplásmica y transmembrana están codificadas en el primer exón. Los otros cuatro exones codifican la 
región extracelular, que contiene el dominio tipo TNF. La forma soluble contiene los aminoácidos 113 a 
261 (línea ‘Molec. Processing’). (C) Imágenes de una parte de la región extracelular tomadas de la estructura 
3LKJ del Protein Data Bank con el programa Rasmol 14. La estructura se cristalizó como un trímero con 
una molécula inhibidora de la unión a CD40. El inhibidor se ha eliminado de las imágenes, donde 
aparecen dos vistas perpendiculares del CD40LG trimérico, con un color para cada monómero. En verde 
están resaltadas las cisteínas 178 y 218 que forman un puente disulfuro. En la vista cenital (derecha) los 
triángulos negros señalan los sitios de unión del receptor CD40, situados entre cada par de monómeros. 
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A raíz de los primeros estudios que llevaron al descubrimiento y caracterización de 

CD40LG se puso de manifiesto la función de esta proteína en la respuesta humoral T-

dependiente, esencial para la formación de centros germinales 15,15,16, el cambio de isotipo de 

inmunoglobulina por los linfocitos B y la generación de linfocitos B de memoria 17–20. El papel 

clave de CD40LG en estos procesos se ponía de manifiesto con la ausencia de CD40LG 

funcional en el síndrome HIGM1. Esta patología se caracteriza por la desorganización del 

tejido linfoide con ausencia de centros germinales en los ganglios linfáticos, números 

normales o elevados de linfocitos B que expresan inmunoglobulinas de clase M y D en la 

superficie y una ausencia total o prácticamente total de linfocitos B que expresan 

inmunoglobulinas de las clases A, G y E 21. El bloqueo en el cambio de clase de las 

inmuoglobulinas reflejaba el papel clave de CD40LG en la respuesta humoral, pero la 

aparición de frecuentes infecciones por patógenos oportunistas diversos (virus, bacterias, 

hongos…) apuntaban además a un papel de CD40LG en la inmunidad celular, corroborado 

en modelos murinos en los que la ausencia de CD40LG impide el control de infecciones 

virales 22. 

Estas funciones están mediadas por la unión de CD40LG en la membrana d.e 

linfocitos T activados al receptor CD40, que se expresa de forma constitutiva en todos los 

linfocitos B maduros y en otros tipos celulares como monocitos, células dendríticas, células 

epiteliales o endotelio 23. La señal CD40-CD40LG participa por tanto en la comunicación 

entre diferentes tipos celulares, contribuyendo a la regulación del tipo y el grado de 

respuesta con que el organismo responde a diferentes antígenos. Además de la activación de 

linfocitos B, que desencadena la formación de centros germinales y el cambio de isotipo de 

inmunoglobulina, la señal CD40-CD40LG participa en la respuesta inmune a través de la 

interacción con el CD40 presente en células dendríticas  y en monocitos/macrófagos, en los 

que induce su activación y maduración (Figura 2C)24–27. 

La activación de células dendríticas por la señal CD40LG-CD40 es importante 

para la inducción de respuestas citotóxicas por linfocitos CD8 28,29. Ésta activación se 

ha descrito de forma secuencial, con la activación inicial de la célula dendrítica por 

linfocitos T CD4 cooperadores vía CD40LG y la posterior activación de linfocitos T 

CD8 por la célula dendrítica previamente activada 30. La señal CD40LG 

proporcionada por linfocitos T CD4 a células dendríticas parece ser crucial para la 

generación de linfocitos T CD8 citotóxicos de memoria 31,32. Esta interacción resulta 
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esencial en algunos casos de forma directa para la eliminación por parte de los macrófagos 

de algunos parásitos intracelulares en modelos de enfermedad en ratones 33–35. 

 

 
 

 

 
Figura 2. Funciones de la unión CD40LG-CD40 en diferentes tipos celulares. La señal CD40LG-
CD40 participa en numerosas funciones en el sistema inmune. (A) La señal entre timocitos y células 
epiteliales de la médula del timo (mTECs) participa en el mantenimiento de la médula tímica, la 
selección negativa y la generación del repertorio T regulador. (B) Tiene también un papel en el 
desarrollo de progenitores de granulocitos en médula ósea. (C) En la periferia, CD40LG se expresa 
en linfocitos T activados, donde su expresión regula la respuesta inmune llevada a cabo por 
distintos tipos celulares (linfocitos B, macrófagos, células dendríticas). (D) Participa en la trombosis 
con las formas de membrana y soluble expresadas por las plaquetas. CG: Centros germinales. 
MMPs: metaloproteasas. LT: linfocitos T; LB: linfocitos B. 

 

 

CD40LG también  participa en el desarrollo y maduración de las células epiteliales de 

la médula del timo (mTEC), que expresan el receptor CD40 (Figura 2A). Entre ellas se 

encuentra la subpoblación  que expresa el gen AIRE (AutoInmune REgulator), que se encarga 

de la expresión de antígenos tisulares que dan lugar a la selección negativa de timocitos 
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autorreactivos y a la generación del repertorio de  linfocitos T reguladores 36–38. CD40LG 

participa también en el desarrollo de progenitores hematopoyéticos de granulocitos en 

médula ósea (Figura 2B)39–41 

Aunque originalmente CD40LG se había descrito como una molécula presente 

en linfocitos T activados, principalmente CD4+, posteriormente se describió su 

expresión en otros tipos celulares como linfocitos B 42–44, plaquetas 45, eosinófilos 46, 

macrófagos, endotelio, células de músculo liso 47 o células dendríticas 48. La 

inducción de la expresión de CD40LG por ciertos virus en estas últimas puede 

estimular respuestas citotóxicas por linfocitos T CD8 de forma independiente de 

linfocitos T CD4 48  aunque como se ha mencionado antes, la señal de CD40LG 

proporcionada por células dendríticas a linfocitos T CD8 no parece poder sustituir a 

la ayuda prestada por linfocitos T CD4 CD40LG+ para la generación de linfocitos 

CD8 de memoria y la producción de respuestas secundarias frente a un antígeno 

32.Por otra parte, se han descrito hasta la fecha otros tres receptores para CD40LG distintos 

de CD40 (Tabla 1), las integrinas α5β1, αMβ2 (Mac-1) y αIIbβIII. La integrina α5β1 se expresa 

en monocitos y plaquetas y su unión a CD40LG en monocitos produce una señal activadora 

a través de las kinasas ERK1/2 y la expresión del gen de la interleucina 8 (IL-8) 49,50. La unión 

a Mac-1, presente en monocitos y neutrófilos, participa en la adhesión a endotelio y la 

migración transendotelial 51,52. El tercer receptor, la integrina αIIbβIII, se expresa en 

plaquetas. Las plaquetas expresan tres de los cuatro receptores conocidos para CD40LG, 

además de expresar CD40LG. El descubrimiento de la expresión de CD40LG en plaquetas 45 

significó un cambio en la visión que se tenía de la función inmunológica de éstas, situándolas 

como intermediarias entre la inmunidad innata y la adaptativa, para la que CD40LG tiene un 

papel fundamental 53,54. El CD40LG de plaquetas, al igual que el expresado por linfocitos T y 

en colaboración con éste, induce la maduración de células dendríticas aumentando tanto su 

capacidad presentadora de antígeno como su capacidad de activar la respuesta de linfocitos 

T CD8, y de activar a linfocitos B para la formación de centros germinales y el cambio de 

isotipo 55. Por otra parte, tiene un papel relevante en el proceso de trombosis 56, participando 

en la señalización entre los distintos tipos celulares implicados. Las plaquetas contienen 

CD40LG preformado almacenado en los gránulos α 57, que se moviliza a la membrana de 

forma rápida tras su activación. Una vez en la membrana, se libera en forma soluble por un 

mecanismo que se dispara a través de la integrina αIIbβIII 58,59. El CD40LG soluble liberado 
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induce la activación y la liberación de metaloproteasas (MPP) por parte del endotelio 

circundante, que degradan la matriz extracelular 60 (Figura 2D).  

La  unión de CD40LG a sus receptores no sólo produce una señal en la célula que 

expresa el receptor al que se une. En 1997 se describió cómo la porción citoplásmica de 

CD40LG activa vías de señalización en el linfocito T CD40LG+ en respuesta a la unión a 

CD40 61. En la línea celular Jurkat D1.1, la señal a través de  CD40LG produce un aumento de 

Ca2+ intracelular y activa distintas isoformas de la proteína kinasa C (PKCα y PKCδ), 

induciendo la fosforilación de las MAP kinasas ERK1/2 y p38 MAPK 62. Esta señal parece ser 

importante para ciertas funciones como la regulación de la producción de IL-4 63. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

· Regulación de la expresión de CD40LG 

Los primeros experimentos realizados en linfocitos T y en clones de linfocitos Th1 y 

Th2 65 para estudiar la expresión de CD40LG parecían indicar que el principal factor que 

determina el grado de expresión de CD40LG es la intensidad de la señal antigénica a través 

del receptor de antígeno (TCR). La cual  a su vez se veía incrementada por la presencia de 

moléculas de adhesión, que facilitan un contacto más firme entre el linfocito T y la célula 

presentadora de antígeno 66. Numerosos trabajos, sin embargo, han descrito posteriormente 

cómo diferentes citocinas presentes en el medio influyen también en la expresión de 

CD40LG, de forma diferente en distintos subtipos de linfocitos T 67–71, habiendo diferentes 

requerimientos para una máxima expresión de CD40LG según los subtipos de linfocitos T 65. 

TABLA 1. Otros receptores para CD40LG y funciones de la unión CD40LG-receptor 

Integrina Expresión Función Referencias 

αIIβBIII Plaquetas 
· Activación,↑CD40LG, liberación   
CD40LG soluble 

58  
59  
60 

    
α5β1 

Macrófagos 
Plaquetas  

· Activación, producción de IL-8, 
MMP-2, MMP-9 

 50 
49 

    

Mac-1 
Neutrófilos, 
Macrófagos 

· Adhesión a endotelio y migración 
transendotelial 

52 
51 
64 

    



7 
 

Cuando se activan linfocitos T in vitro, en las horas siguientes al inicio de la activación 

hay un aumento progresivo de CD40LG en la membrana, que requiere la transcripción y 

traducción del RNA mensajero (mRNA), alcanzando un máximo de expresión entre las 6 y 

las 24 h en función del estímulo y la composición celular de las muestras activadas, y 

declinando progresivamente en las siguientes 24-72 h 66,68. La expresión de CD40LG en 

respuesta a la activación vía TCR varía entre los distintos subtipos de linfocitos T, y forma 

parte del programa de expresión génica que define sus funciones. Así, los linfocitos T 

reguladores no expresan CD40LG tras estimulación in vitro, lo que contribuye a generación 

de tolerancia frente a antígenos propios 72,73, mientras que los linfocitos T efectores o de 

memoria contienen CD40LG preformado que se moviliza en pocos minutos a la membrana 

tras activación 74,75, lo que probablemente contribuye a la mayor rapidez de respuesta de los 

linfocitos T de memoria 76.  

 

· Regulación de la transcripción de CD40LG 

La transcripción de CD40LG se activa in vitro en linfocitos T con la estimulación a 

través del TCR mediante anticuerpos anti-CD3. También puede activarse su transcripción 

disparando directamente las vías de señalización que se inducen tras la señal antígeno-TCR 

utilizando compuestos activadores de la proteína kinasa C (PKC) como el  forbol-12-

miristato acetato (PMA), o con ionomicina (Io), que produce un aumento de Ca2+ en el 

citoplasma. El aumento de la concentración de Ca2+ intracelular es  suficiente para la 

transcripción de CD40LG, actuando a través de dos vías que llevan finalmente a la activación 

de los factores de transcripción NFAT y AP-1 77–80 (Figura 3), aunque la máxima expresión se 

consigue con la combinación de PMA/Io 81. Se ha descrito la participación de otros tres 

factores de transcripción en la expresión de CD40G como Egr1 82 y AKNA 83, que tienen sitios 

de unión en el promotor, y NFκB, que se une al extremo 3’ del gen actuando como un 

enhancer 84,85. 
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Figura 3. Esquema simplificado de las vías de señalización para la transcripción del gen 
CD40LG. La activación del TCR conduce a la producción de fosfolípidos de inositol trifosfato (PIP3) 
en la membrana por la enzima fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K). La fosfolipasa C gamma (PLCγ) 
rompe el PIP3 en diacilglicerol (DAG), que activa a la PKC, y fosfatidil inositol trifosfato (PIP3), que 
abre canales de calcio en la membrana del retículo endoplásmico (RE) produciendo un aumento de 
Ca2+ en el citoplasma. El Ca2+ unido a calmodulina activa a las proteínas calcineurina y kinasa IV 
dependiente de calcio-calmodulina (CAMKIV). Éstas activan los factores de transcripción proteína 
activadora 1 (AP-1) y factor nuclear de células T activadas (NFAT), que mediante su unión al 
promotor activan la transcripción del gen. En el promotor de CD40LG hay además sitios de unión 
para los factores de transcripción Egr1 y AKNA, y en el extremo 3’ del gen hay un sitio de unión 
para NFκB que actúa como enhancer. Flecha: indica activación. E1-E5: Exones de CD40LG. 

 

· Regulación posttranscripcional de CD40LG 

La regulación posttranscripcional implica el control de cambios en la estabilidad de 

los mRNA  y de la eficiencia con que se traducen, y es característica de genes que codifican 

para factores de transcripción, proteínas reguladoras del ciclo celular o citoquinas y factores 

de crecimiento 86, de forma que su expresión puede adaptarse de forma rápida a cambios en 

el entorno 87. En el sistema inmune, la regulación posttranscripcional tiene un papel 

fundamental en el control de la respuesta frente a patógenos, como lo demuestran varios 

modelos de ratón con inactivación de genes que codifican para proteínas como TTP o AUF-1, 

que regulan la estabilidad de mensajeros que codifican para mediadores importantes como el 

factor de necrosis tumoral (TNF-α) o la IL1-β. 88,89, modelos que presentan una respuesta 

inflamatoria descontrolada tras la estimulación con un antígeno.  
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El mRNA que se transcribe del gen CD40LG tras la activación de linfocitos T tiene 

inicialmente una vida media corta, de aproximadamente 20-30 min 90. Sin embargo, una 

activación prolongada vía TCR (>24h) 90 estabiliza el mRNA de CD40LG aumentando su 

vida media de unos 30 a 120 min (Tabla2). Determinados estímulos como PMA o la señal 

proporcionada por la molécula de adhesión LFA-3 81,91 también son capaces de estabilizar el 

mRNA de CD40LG de forma rápida. La estabilización del mRNA de CD40LG, a diferencia 

de lo que ocurre con los mRNA que codifican para otras citoquinas como IL-2, TNF-α, IFN-γ 

o GM-CSF, es independiente de la coestimulación a través de CD28 66. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1Tiempo de vida media. 2Anticuerpos frente a CD3 y CD28. 35,6-Dicloro-1-beta-D-ribofuranosilbenzi-
midazol. 4Células mononucleares de sangre periférica.5 Actinomicina D. 6Región 3’UTR de CD40LG 
clonada en un vector de expresión a continuación de la enzima luciferasa. 7Fitohemaglutinina. 83’UTR del 
gen CD40LG de ratón. 

TABLA 2. Vida media del mRNA de CD40LG en trabajos publicados 

mRNA 
Tipo 

celular 
Estímulo 

Parada de 
transcripción 

t ½ (min)1 Referencias 

CD40LG 
 
LT CD4 
(ratón) 

Anti-CD3/282 , 6h  DRB3 30 92 

  
Anti-CD3/28, 24h  DRB 55 

 
      
CD40LG PBMCs4 Io Act-D5 50 81 
CD40LG PBMCs PMA/Io Act-D 120 

 
      
luc-3’UTR6 HeLa      - Doxiciclina  50-90 93 
luc-3’UTR8 HeLa      - Doxiciclina  50 94 
      
CD40LG LT CD4 En reposo  DRB 30 95 
CD40LG LT CD4 PHA7/PMA, 2h DRB 120 

 
      
CD40LG 

Jurkat 
D1.1 

     - DRB 120 95,96  

      

CD40LG 
Jurkat 
D1.1 

     - Act-D 120 97 

      
CD40LG LT CD4 Anti-CD3, 2h Act-D 40 90 

  
Anti-CD3, 8h  Act-D 43 

 
  

Anti-CD3, 24h Act-D 84 
 

  
Anti-CD3, 48h  Act-D 132 

 
      
CD40LG LT CD4 Anti-CD3/28, 6h  Act-D 40 98 

  
Anti-CD3/28, 24h  Act-D 160 

 
      
CD40LG LT  En Reposo  Act-D 51- >360 99 
CD40LG LT  Anti-CD3/28, 3h  Act-D 45 - 79 
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El cambio en la estabilidad del mRNA de CD40LG está regulado mediante la unión 

de proteínas a secuencias presentes en la región 3’ no traducida (3’UTR). Entre las secuencias 

diana para la unión de proteínas reguladoras la clase más común y estudiada se conoce como 

AU-rich elements (secuencias ricas en adenina y uracilo, ARE). Las secuencias ARE se 

localizan en la región 3’UTR de los mRNA de expresión rápida y transitoria que codifican 

para citoquinas, proto-oncogenes y factores de transcripción 100,101. El mRNA de CD40LG 

contiene secuencias ARE de dos tipos (Figura 4). Por un lado hay cinco repeticiones del 

pentámero AUUUA, tres en la primera mitad de la región 3’UTR y dos hacia el final (varios 

pentámeros AUUUA agrupados en una zona limitada forman los ARE tipo I, cuyo ejemplo 

más representativo es el del mRNA  de c-fos 102). El último pentámero forma el cuerpo de un 

nonámero UUAUUUAUU (al menos dos nonámeros seguidos son característicos de los ARE 

tipo II, que se encuentran en los mRNA de varias citoquinas como TNF-α o GM-CSF 102. El 

mRNA de CD40LG tiene, por tanto, varias secuencias tipo ARE, sin embargo éstas no tienen 

las características típicas de los  ARE tipo I o II, y  según los estudios publicados hasta ahora, 

la regulación de la estabilidad del mRNA de CD40LG parece ser independiente ellas 103. 

 

 
 

Figura 4. Secuencias ARE en el mRNA de CD40LG.  Esquema del mRNA de CD40LG con la 
secuencia codificante señalada en naranja. En la región 3’UTR (a partir del codón stop UGA) están 
señaladas las secuencias tipo ARE (     ;    ) . La escala superior marca de forma aproximada las bases 
en la secuencia de referencia del mRNA de CD40LG (NM_000074.2). También se señalan en azul, 
entre las dianas de restricción XbaI y HaeIII, otras tres regiones con secuencias repetidas para las 
que se ha descrito un papel regulador: poli-C, CU-rich y un microsatélite formado por repeticiones 
en tándem (CA)n.  

 

Varios trabajos han descrito la unión de complejos de proteínas a la región 3’UTR del 

mRNA de CD40LG que regulan la estabilidad del mRNA. La situación de estos complejos en 

la región 3’UTR de CD40LG se muestran en la Figura 5, donde están señaladas tres regiones 

consecutivas de secuencias repetitivas que consisten en una tira de citosinas (poli-C), una 

AAAAAA

XbaI HaeIII3’UTR

Poli-C CU-rich (CA)n

0b 200b 400b 600b 800b 1000b 1200b 1400b 1600b 1800b

AUUUA

UUAUUUAUU

AUG UGA
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región rica en citosina y uracilo (CU-rich) y un microsatélite (MSCD40LG) formado por 

repeticiones en tándem del dinucleótido (CA)n.  

 En 1999 se describió por primera vez cómo varias proteínas se unían a la región 

3’UTR del mRNA de CD40LG 103, con polipéptidos de 25 y 50 KDa como componentes 

principales. En linfocitos T activados a tiempos cortos con fitohemaglutinina (PHA), el 

mRNA unía los polipéptidos de 25 y 50 KDa. Al añadir PMA, en paralelo a la estabilización 

del mRNA se perdía la unión del péptido de 25 KDa y aparecían además, unidos a la misma 

región, polipéptidos de tamaño intermedio entre 25 y 50 KDa. Más adelante ese mismo 

grupo caracterizó los polipéptidos de 25 y 50 KDa, y los identificó como la 

ribonucleoproteína PTB (polypyrimidine tract binding protein, hnRNP I) y una isoforma 

truncada de 25 kDa que llamaron PTB-T 93. PTB-T y PTB se unían a los mismos sitios con 

efectos antagónicos en la estabilidad del mRNA de CD40LG, PTB-T promovía inestabilidad 

mientras que PTB aumentaba la estabilidad. 

 Otro grupo describió dos complejos de proteínas, que llamaron Complex I y Complex 

II, que se unían a la misma parte de la región 3’UTR de CD40LG, situada entre las dianas 

XbaI y HaeIII 97 (Figura 5). La unión correlacionaba con la estabilización del mRNA de 

CD40LG en el transcurso de la activación de linfocitos T CD4+, y se daba también en el 

mRNA estabilizado de forma constitutiva de la línea Jurkat D1.1. Aislaron una proteína de 

55 kDa que se unía al mRNA y la identificaron como PTB. En trabajos posteriores se 

caracterizaron otras dos proteínas que formaban parte de estos complejos: Nucleolin (en el 

Complex I) y hnRNPL (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L, en el Complex II) 94,104,105. 

 

 
 
 
Figura 5. Complejos proteicos de unión al mRNA de CD40LG. Esquema de la región 3’UTR del 
mRNA de CD40LG entre la diana de restricción XbaI y la cola de poli-A, con los complejos de 
polipéptidos que regulan la estabilidad del mRNA. La ribonucleoproteína PTB tiene una isoforma 
truncada (PTB-T) que se une a los mismos sitios que PTB. NCL: Nucleolin. hnRNPL: (heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein), 
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 Así pues, la región que regula la estabilidad del mRNA de CD40LG comprende una 

secuencia de unos 360 nucleótidos que comienza en la diana de restricción XbaI (Figura 5). 

Esta región contiene una repetición del mononucleótido de citosina (poli-C), una zona rica en 

citosinas y uracilos (CU-rich), y un microsatélite (MSCD40LG).  

 

· CD40LG y autoinmunidad 

 Poco después de su descubrimiento, por su importante papel en la regulación de la 

respuesta humoral y en la producción de anticuerpos, se empezó a relacionar a CD40LG con 

distintas patologías, inicialmente enfermedades autoinmunes en las que se producen 

autoanticuerpos con un papel patológico en la enfermedad 106,107. Se ha descrito un aumento 

del número de linfocitos T que expresan CD40LG o de CD40LG soluble en plasma en 

muchas de estas enfermedades, como en el lupus eritematoso sistémico (LES) 108–111, 

esclerosis múltiple 112, enfermedad inflamatoria intestinal 113 o artritis reumatoide (AR) 114,115. 

La elevada expresión de CD40LG en estas enfermedades es un reflejo de la activación crónica 

del sistema inmune, y en algunas patologías como en la AR se ha descrito cómo los linfocitos 

T CD4+ extraídos del sinovio y activados in vitro expresan CD40LG en pocos minutos y de 

forma independiente de transcripción y traducción, lo que indica la presencia de linfocitos T 

CD4+ de memoria con CD40LG preformado implicados en la reacción autoinmune frente a 

componentes de la articulación. En este sentido, la cantidad de linfocitos T que expresan 

CD40LG en superficie o de CD40LG soluble generalmente correlacionan con la actividad de 

la enfermedad 116,117. El aumento de la expresión de CD40LG no implica que éste sea causante 

de una enfermedad, aunque el síndrome HIGM1 118 y modelos transgénicos de ratón que 

expresan CD40LG de forma deslocalizada 119,120 muestran cómo la desregulación drástica 

tanto por defecto como por exceso pueden llevar por sí mismas a la aparición de 

autoinmunidad.  

 

La elevada expresión de CD40LG en varias enfermedades autoinmunes, unida al 

papel fundamental de CD40LG en la formación de centros germinales donde se producen el 

cambio de isotipo, la hipermutación somática y la maduración de la afinidad de los 

anticuerpos, señalaron a la interacción CD40-CD40LG como una atractiva diana terapéutica. 

Una de las enfermedades donde más se ha estudiado esta posibilidad es el LES, para la que 

hay modelos murinos de la enfermedad desde hace décadas, siendo el más estudiado la 
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primera generación del cruce entre las cepas congénicas New Zealand Black (NZB) y New 

Zealand White (NZW), que desarrolla de forma espontánea una enfermedad de curso 

agresivo con producción de autoanticuerpos anti-DNA e histonas y glomerulonefritis por 

inmunocomplejos. En este modelo, el bloqueo de la señal CD40-CD40LG en etapas 

preclínicas de la enfermedad inhibe la producción de anticuerpos anti DNA e histonas y 

previene la aparición de glomerulonefritis durante el tratamiento. Este efecto se mantiene 

durante un tiempo tras la interrupción del tratamiento 121,122 y prolonga la vida de los 

animales. En  animales con enfermedad establecida, el bloqueo de la señal CD40-CD40L 

induce remisión parcial de la enfermedad en algunos casos, pero la eficacia es mucho menor 

comparada con el bloqueo en etapas tempranas 121. De forma similar, en un modelo de IBD 

inducido en la cepa murina SJL por inyección intrarrectal de ácido 2,4,6-trinitro-

bencenosulfónico, la administración de un anticuerpo bloqueante anti-CD40LG de forma 

simultánea a la inducción de la enfermedad  previene la acumulación de linficitos T CD4+ 

productores de interferón gamma (IFNγ) y evita la aparición de signos histológicos de 

enfermedad, mientras que el anticuerpo anti-CD40LG administrado cuando la enfermedad 

está establecida no tiene efecto en la actividad de la misma 123. En estos dos modelos, 

CD40LG tiene un papel clave en el desarrollo inicial de la enfermedad, pero resulta 

prescindible una vez establecida para la perpetuación de la inflamación crónica. El bloqueo 

de CD40LG con anticuerpos monoclonales se ha tratado de llevar a la práctica clínica y se 

han llegado a realizar ensayos en fase II con anticuerpos monoclonales frente a CD40LG para 

el tratamiento del LES 124, pero éstos tuvieron que ser interrumpidos por la aparición de 

problemas de tromboembolismo 125. Recientemente se ha publicado la síntesis de un 

anticuerpo modificado que podría evitar las complicaciones de tromboembolismo 126. 

 

· Microsatélite de CD40LG. Asociación genética a LES y AR 

Numerosas patologías crónicas, entre las que se encuentran las enfermedades 

autoinmunes mediadas por autoanticuerpos como LES, AR, MS o T1DM tienen un 

componente genético complejo que aún no está competamente definido 127. Como se ha 

mencionado anteriormente, CD40LG tiene un papel importante en el funcionamiento del 

sistema inmune y la dersregulación en la expresión de esta proteína puede llevar a la 

aparición de autoinmunidad, tanto por exceso como por defecto. Parece posible, por tanto, 

que variantes genéticas que afecten a la expresión de CD40LG puedan formar parte del 

componente genético que modifica la predisposición a desarrollar autoinmunidad. En la 
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región 3' no traducida (3'UTR) de CD40LG se sitúa un microsatélite (MSCD40LG), situado 

entre las dianas de restricción XbaI y HaeIII, en la zona donde se encuentran las dianas 

conocidas para la unión de las proteínas que regulan la expresión del mRNA (Figura 5). 

Trabajos anteriores realizados por nuestro grupo describieron la distribución alélica 

del MSCD40LG en población española de las Islas Canarias y de la península 128. El alto 

grado de polimorfismo del MSCD40LG, cuyas variantes alélicas consisten en el diferente 

número de repeticiones (CA)n que forman el microsatélite, junto con la importante función 

de CD40LG en la regulación de la respuesta inmune y la alteración de su expresión descrita 

en numerosas enfermedades autoinmunes, sugerían que podía tratarse de un buen marcador 

para estudiar la posible asociación genética de CD40LG a estas enfermedades, asociación que 

estudiamos en dos enfermedades autoinmunes, LES y AR. 

En el estudio de asociación a LES 128 encontramos que el alelo mayoritario en la 

población (24CA) aparecía con menor frecuencia en pacientes de LES que en controles sanos. 

Uniendo los alelos mayores y menores de 24CA (mayor o menor número de repeticiones 

(CA)n en dos grupos (>24CA y <24CA), los alelos >24CA tenían mayor frecuencia en 

pacientes de LES que en controles. Esta asociación se daba sólo en mujeres. En otro estudio 

posterior se analizó la asociación a AR 98 y encontramos también que el alelo 24CA tenía 

menor frecuencia en pacientes de AR que en controles sanos cuando se encontraba en 

homozigosis. Esta asociación también se daba sólo en mujeres y era independiente de HLA. 

En este estudio los alelos >24CA no tenían mayor frecuencia en pacientes, y los alelos 

distintos del 24CA se unieron en un único grupo (X) resultando tres genotipos (2424, 24X y 

XX). Con esta agrupación había una menor frecuencia de mujeres homozigotas 2424 en AR 

que en controles. 

Aparte de los dos trabajos mencionados, se han publicado un escaso número de 

estudios de asociación del MSCD40LG a enfermedades autoinmunes entre las que se 

encuentran la AR 129,130 y la esclerosis múltiple 131. En cuanto a la AR, en los trabajos 

mencionados se estudiaba la posible asociación de marcadores cercanos a distintos genes 

candidatos, entre ellos CD40LG. El trabajo de John et al. (John et al., 1998) estudiaba la 

transmisión de alelos y su correlación con artritis en familias con dos miembros afectados. 

Como los autores del trabajo indican, para poder detectar efectos pequeños en un diseño de 

este tipo se necesitaría una muestra mucho mayor de la que disponían. El estudio de 

Gomolka 129, con un diseño de casos y controles en población alemana, tampoco encontró 
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asociación del  alelo mayoritario, que los autores también designaron como 24CA, y que por 

la distribución alélica que muestran los autores parece coincidir con el alelo 24CA en 

población canaria. Sí describían una mayor frecuencia de portadores del alelo 21CA en 

individuos que no son portadores de alelos de HLA-DR4 ni HLA-DR1 (Controles: 0,02; AR: 

0,21). Resulta interesante que esta asociación se replicaba en nuestras muestras de población 

canaria (Controles: 0,03; AR: 0,18). 98. 

Además de la asociación genética, en nuestros trabajos previos habíamos encontrado 

una menor expresión de CD40LG en la membrana de linfocitos T CD4+ de muestras 

homozigotas para el alelo 24CA, en ensayos in vitro en los que PBMCs de controles se 

activaban con diferentes estímulos 98,132. Además, en el trabajo de Martín-Donaire et al.  se 

activaron PBMCs de controles sanos y pacientes de AR homozigotos para el alelo 24CA o 

portadores de alelos distintos (NO24CAs) con anti-CD3/28 durante 6 h y 24 h y se midió la 

estabilidad del mRNA. Tras 6 h de activación, las muestras con alelos 24CA tenían una vida 

media (t ½) que en promedio aproximadamente doblaba la de las muestras NO24CA. Tras 24 

h de activación, el mRNA se estabilizaba de forma notable y nuevamente las muestras con 

24CA tenían en promedio el doble de vida media, lo que parecía indicar que el MSCD40LG 

tenía un efecto en la estabilidad del mRNA. El diseño de este trabajo, con todos los alelos 

distintos del alelo 24CA unidos en un mismo grupo, no permitía establecer las diferencias en 

la estabilidad del mRNA en función del número de repeticiones del dinucleótido (CA)n del 

MSCD40LG. Además, los ensayos se realizaron en muestras de PBMCs expandidos y 

reestimulados, por lo que diferencias en la composición celular entre muestras 

probablemente contribuían de forma significativa a la diferencia individual de la vida media 

del mRNA CD40LG medida133. 

En el presente trabajo hemos querido profundizar en este hallazgo y tratar de 

determinar si el MSCD40LG funciona por sí sólo como un elemento en “cis” que afecta a la 

estabilidad del mRNA, y medir la magnitud del cambio en estabilidad en función del 

número de repeticiones del dinucleótido (CA)n. Para ello, hemos clonado el fragmento de la 

región 3’UTR de CD40LG que contiene las secuencias reguladoras de la estabilidad (donde 

se encuentra el MSCD40LG) en vectores de expresión cuyos fragmentos 3’UTR se diferencian 

únicamente en el número de repeticiones (CA)n del MSCD40LG, y hemos insertado estas 

construcciones en una línea celular para estudiar la estabilidad de los mRNA quiméricos que 

llevan la región 3’UTR de CD40LG a continuación de la proteína verde fluorescente (GFP).
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Los objetivos generales del presente trabajo han sido: 

 

 

1- Revisar la asociación genética del microsatélite del gen CD40LG a artritis reumatoide 
y a lupus eritematoso sistémico, descrita previamente por nuestro grupo,  mediante el 
genotipado de nuevas muestras de DNA genómico de individuos sanos y pacientes 
de LES. 
 
 
 
 

2- Estudiar el efecto de variaciones en el número de repeticiones del dinucleótido (CA)n 
del microsatélite de CD40LG en la estabilidad del RNA mensajero mediante el clonaje 
de distintas variantes alélicas comunes en vectores de expresión, transfección en una 
línea celular y ensayos de caída del mRNA. 
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Pacientes y controles 
 

Se han analizado muestras de DNA de varios grupos de pacientes y donantes sanos 

voluntarios disponibles en el  laboratorio para  el  análisis de genotipos. Todos  los  

individuos  dieron su consentimiento para ser incluidos en estudios de genética que habían 

sido aprobados por los Comités de ética de las instituciones participantes. 

 

· Series de pacientes 
 

LESC1 

 Está constituida por 80 mujeres no relacionadas diagnosticadas de lupus eritematoso 

sistémico que cumplían 4 o más criterios del  American College of Rheumatology (ACR) 134, 

procedentes del Servicio de Reumatología del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. 

Negrín (Las Palmas de Gran Canaria), donde habían sido clínicamente evaluadas y 

diagnosticadas. 

 

LESC2 

 Reúne a 123 mujeres no relacionadas diagnosticadas de lupus eritematoso sistémico. 

La totalidad de los casos cumplían  4 o más criterios del American College of Rheumatology 

(ACR) 134, procedentes del Servicio de Reumatología del Hospital Universitario de Gran 

Canaria Dr. Negrín (Las Palmas de Gran Canaria), donde habían sido clínicamente 

evaluadas y diagnosticadas. 

 

LESP1 

 Reúne a 26 mujeres no relacionadas diagnosticadas de lupus eritematoso sistémico. 

La totalidad de los casos cumplían  4 o más criterios del American College of Rheumatology 

(ACR) 134, procedentes del Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario Puerta de 

Hierro, Majadahonda (Madrid), donde habían sido clínicamente evaluadas y diagnosticadas. 

 

ARC1 

 Está constituida por 140 mujeres no relacionadas diagnosticadas de artritis 

reumatoide según los criterios descritos por el American College of Rheumatology (ACR) 135, 

procedentes del Servicio de Reumatología del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. 
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Negrín (Las Palmas de Gran Canaria), donde habían sido clínicamente evaluadas y 

diagnosticadas. 

 

· Series de controles  
 

DSC1 

 Está constituida por 80 mujeres donantes sanas voluntarias sin antecedentes de 

enfermedades autoinmunes y procedentes del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. 

Negrín (Las Palmas de Gran Canaria).  

 

DSC2 

 Está constituida por 74 mujeres donantes sanas voluntarias sin antecedentes de 

enfermedades autoinmunes  y procedentes del Hospital Universitario de Gran Canaria Dr. 

Negrín (Las Palmas de Gran Canaria).  

 

DSP1 

 Está constituida por 241 mujeres donantes sanas voluntarias, trabajadoras de 

Ediciones y Promociones S.A. (SAPE), todas ellas procedentes de Madrid. 

 

DSP2 

 Está constituida por 54 mujeres donantes sanas voluntarias y reúne a donantes de 

sangre del Hospital puerta de Hierro Majadahonda. 

 

Materiales 

· Cepas bacterianas de E. coli 

 

   DH5-α 

 Cepa DH5-α de bacterias E. coli competentes (Life Technologies, Madrid, España), 

tratadas químicamente para favorecer el clonaje. Proporcionan una eficiencia de 

transformación > 1 x 106 unidades formadoras de colonias por µg de DNA plasmídico.   

   

 JM110 



 

 JM110 (Life Technologies

dcm). Especialmente útil para el crecimiento y purificación de DNA plasmídico que será 

digerido con enzimas de restricción sensibles a metilación 

· Líneas celulares 
 

   HEK293 

 Línea celular derivada de riñón de embrión humano de morfología epitelial, que 

crece en cultivo formando monocapas de células adherentes. Adquirida de la 

Culture Collection (ATCC) (CRL

 

· Vectores 
 

   pCIneo 

 Vector plasmídico de expresión en células de mamífero con el promotor de 

citomegalovirus (CMV) y el gen de resistencia a neomicina (

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema del vector pCIneo

 

 

Life Technologies) es una cepa de E. coli deficiente para dos

). Especialmente útil para el crecimiento y purificación de DNA plasmídico que será 

digerido con enzimas de restricción sensibles a metilación dam o dcm. En

erivada de riñón de embrión humano de morfología epitelial, que 

crece en cultivo formando monocapas de células adherentes. Adquirida de la 

(ATCC) (CRL-1573). 

Vector plasmídico de expresión en células de mamífero con el promotor de 

citomegalovirus (CMV) y el gen de resistencia a neomicina (Promega, Figura 7).

Figura 7. Esquema del vector pCIneo 
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para dos metilasas (dam y 

). Especialmente útil para el crecimiento y purificación de DNA plasmídico que será 

En nuestro caso ClaI.  

erivada de riñón de embrión humano de morfología epitelial, que 

crece en cultivo formando monocapas de células adherentes. Adquirida de la American Type 

Vector plasmídico de expresión en células de mamífero con el promotor de 

Figura 7). 



 

phMGFP 

 Vector plasmídico de expresión en células de mamífero (Promega, Figura 8) que 

contiene el gen de la proteína verde fluorescente (

codificada por una versión modificada del gen de la proteína verde fluorescente 

originalmente clonada a p

promotor de CMV y adicionalmente un intrón quimérico y una señal de poliadenilación 

tardía del virus SV40, los cuales favorecerán el correcto procesamiento del RNA de hMGFP 

en las células transfectadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 8. Esquema del vector  phMGFP

 

 
 

ico de expresión en células de mamífero (Promega, Figura 8) que 

contiene el gen de la proteína verde fluorescente (Monster Green Fuorescent Protein

codificada por una versión modificada del gen de la proteína verde fluorescente 

originalmente clonada a partir de Montastrea cavernosa. El vector 

promotor de CMV y adicionalmente un intrón quimérico y una señal de poliadenilación 

tardía del virus SV40, los cuales favorecerán el correcto procesamiento del RNA de hMGFP 

adas.  

Figura 8. Esquema del vector  phMGFP 
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ico de expresión en células de mamífero (Promega, Figura 8) que 

Monster Green Fuorescent Protein®), 

codificada por una versión modificada del gen de la proteína verde fluorescente 

El vector hMGFP contiene el 

promotor de CMV y adicionalmente un intrón quimérico y una señal de poliadenilación 

tardía del virus SV40, los cuales favorecerán el correcto procesamiento del RNA de hMGFP 
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Métodos 

· Cultivos de bacterias 

 Para crecer las distintas cepas de E. coli se utilizaron los medios líquidos Luria Broth 

(LB) y Terrific Broth (TB) (ambos de Pronadisa, Madrid, España) preparados según las 

instrucciones del fabricante. El medio TB se utilizó para crecer bacterias que contenían la 

región 3'UTR de CD40LG con el microsatélite. En estos casos las bacterias se crecieron a una 

temperatura de 25-30 °C. En el resto de casos se crecieron a 37 °C con agitación.  

    Para crecer colonias en medio sólido se prepararon medios LB y TB con agar 

bacteriológico (Pronadisa) a una concentración final de 15 g/L en placas de Petri de 10 cm de 

diámetro (Soria Genlab, Madrid, España). En el caso de las placas que contenían ampicilina, 

ésta se añadió al medio a una concentración final de 100 µg/ml (Britapen, Laboratorio Reig-

Jofré S.A., Madrid, España). 

 

· Transformación de bacterias con DNA plasmídico 

 En las tres cepas de E. coli competentes empleadas, 50 µl de bacterias  se 

transformaron con aproximadamente 0,25 ng de DNA plasmídico, siguiendo las 

instrucciones del fabricante para cada cepa. Para el almacenamiento de bacterias 

transformadas con diferentes plásmidos, una o varias colonias bacterianas se resuspendieron 

en 1 ml de medio de cultivo al 15% de glicerol (Sigma-Aldrich) y se congelaron a -80°C.  

 

· Cultivo de líneas celulares 

 La línea celular HEK293 se cultivó en medio Advanced DMEM (Gibco-Life 

Technologies) suplementado con un 1% penicilina/estreptomicina (Gibco) y un 10% de suero 

fetal bovino (FBS, Life Technologies) (medio completo), en placas de poliestireno de 6 y 24 

pocillos (Corning Inc., NY, EE. UU.) a  37 °C y con una atmósfera al 5% de CO2. Se 

mantuvieron las placas hasta una confluencia del 80-90%. Se realizaron pases cada 3-4 días 

mediante tratamiento con tripsina-EDTA (Gibco) a 37 °C durante 5 min. Tras la 

neutralización con medio completo se sembraron nuevas placas utilizando una dilución 1/10 

de la suspensión celular. 
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· Aislamiento de DNA  genómico 

El DNA genómico de pacientes y controles se obtuvo a partir de muestras de 5 ml de 

sangre venosa extraída en un tubo con heparina de litio (Terumo Europe NV Leuven, 

Bélgica). La muestras de sangre se trataron primero con una solución de lisis de hematíes que 

contenía Tris-HCL 10 mM pH 7,6; MgCl2 5 mM y NaCl 50 mM (todos de Sigma) para obtener 

los leucocitos.  

El DNA genómico de la línea HEK293 y de los diferentes clones obtenidos a partir de 

ella se aisló a partir de 2-4 x 106 células. 

Para la extracción de DNA a partir de las muestras indicadas previamente se utilizó 

una modificación del método de Blin y Stafford 136. Las células se resuspendieron en  un 

tampón para la lisis de leucocitos WCLB (Tris-HCl 10 mM, pH 7,6; EDTA 10 mM, pH 8; NaCl 

50 mM), al que se añadieron SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), proteinasa K y RNAsa A 

(ambas de Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Alemania) a concentraciones finales del 

0,16% (v/v), 160 µg/ml y 2 µg/ml respectivamente. La mezcla se incubó entre 8 y 16 h a 42 

°C en agitación, tras lo cual se realizaron dos extracciones con fenol/cloroformo/alcohol 

isoamílico (PCI, 25:24:1, Sigma-Aldrich) seguidas de una nueva extracción con 

cloroformo/alcohol isoamílico (CI, 24:1). Finalmente, el DNA se precipitó en la fase acuosa 

con 2 volúmenes de isopropanol (Sigma-Aldrich) en presencia de  NaCl 0,1 M (Sigma-

Aldrich) durante una noche a 4 °C. Las muestras de DNA obtenidas se resuspendieron en 

tampón TE (Tris 10 mM, pH 8; EDTA 1 mM) y la concentración del DNA se midió por 

absorbancia y en geles de agarosa comparando las muestras con un patrón de cantidad de 

DNA (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen Life Technologies). 

   

 · Aislamiento de DNA plasmídico 

 Para el aislamiento de DNA plasmídico se usaron los kits Plasmid Mini kit o Plasmid 

Plus Maxi kit (ambos de Qiagen GmbH, Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. 
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· Aislamiento de RNA 

 El RNA total de las muestras de células HEK293 utilizadas en los ensayos cinéticos se 

aisló con el kit High Pure RNA Isolation kit (Roche Diagnostics GmbH). La concentración y 

pureza de los RNA se midió por absorbancia en un espectrofotómetro Nanodrop 1000 

(Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA EEUU). 

 

· Síntesis de cDNA mediante retrotranscipción (RT)  

 Para la síntesis de cDNA se retrotranscribieron 600 µg de RNA total en un volumen 

final de 10 µl con la transcriptasa en reverso de AMV (New Englad Biolabs), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. La retrotranscripción se hizo usando oligos dTVN, similares a 

los oligos dT convencionales con la diferencia de que se anclan siempre al comienzo de la 

cola de poli-A al llevar combinaciones de bases diferentes de timina en las dos posiciones del 

extremo 5’. Las muestras se incubaron 5 min a 68 °C para eliminar estructuras secundarias en 

el RNA, y la reacción de RT se llevó a cabo en un ciclador AB 2720 Thermal Cycler en placas 

de 24 tubos de 0,2 ml (Thermo Scientific) a 46 °C durante 1 h, con un paso final de 5 min a 80 

°C para inactivar la retrotranscriptasa. Las RT se diluyeron 1/20 en agua destilada tras 

finalizar la reacción, y se almacenaron a -20 °C hasta su uso. 

 

· Amplificación génica mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

 Los primers, mezclas de reacción y programas de todas las PCR que aparecen en este 

trabajo se resumen en la Tabla 3. Las PCR convencionales se llevaron a cabo en un ciclador 

2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Life Technologies) y  Las del apartado RT-PCR y 

de los ensayos Taqman® en un equipo de PCR a tiempo Real 7900 HT Fast Real-time PCR 

(Applied Biosystems). Se realizaron PCR utilizando muestras de DNA de distintas 

procedencias: DNA genómico de muestras de pacientes y controles, DNA plasmídico y DNA 

de la línea celular HEK293. 
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Tabla 3: Primers, mezclas de reacción y programas de las PCR 

PCR Primers 
Mezcla 

reacción 
Programa 

    
Tipajes 

   
    

MSCD40LG 
5’ FAM- CTCTTCCCTCCCCCAGTCTC 
5’- AAGAAGAGAACTGACTAGCAACG 

Pwo ;  
0,2 mM dNTPs;  
1,5 mM MgSO4 

94 °C,60 s;  
Nx [94 °C,10 s + 58 °C,30 s + 72 °C, 30 
s];  
72 °C, 5 min 

    

rs1800896 [T/C]   C_1747360_101
1 

Taqman® 
Genotyping 
Mastermix 

95 °C, 10 min;  
Nx [95 °C,15 s + 60 °C,60 s ];  
60 °C, 1 min 
 

rs1800871 [ A/G]   C_1747362_10 
Taqman® 
Genotyping 
Mastermix 

95 °C, 10 min;  
Nx [95 °C,15 s + 60 °C,60 s ];  
60 °C, 1 min 
 

rs1800871 [ T/G]]   C_1747363_10 
Taqman® 
Genotyping 
Mastermix 

95 °C, 10 min;  
Nx [95 °C,15 s + 60 °C,60 s ];  
60 °C, 1 min 

    

Poli-CCD40LG 
5' FAM- GCCAGGCTCTAGAACGTCTAAC 
5'- GAATGAATAACTGTCCGAGAGG 

Pwo;  
0,2 mM dNTPs;  
1,5 mM MgSO4 

94 °C,5 min;  
Nx [94 °C,30 s + 62 °C,40 s + 72 °C, 40 
s];  
72 °C, 7 min 

    

Amplificaciones 
   

    

3'UTRCD40LG 
5'- AACCCCACTGATGCAGACAT 
5'- TCAATCTCCTGCAACTTTTTCA 

Pwo;  
0,2 mM dNTPs;  
2 mM MgSO4 

94 °C,2 min;  
30x [94 °C,30 s + 58 °C,30 s + 72 °C, 55 
s];  
72 °C, 7 min 

    

    

GFP-MSCD40LG 
5' AGCCCACAGCGGACTACC 
5’- AAGAAGAGAACTGACTAGCAACG 

Pwo;  
0,2 mM dNTPs; 
 1,5 mM MgSO4 

95 °C,5 min;  
35x [94 °C,30s + 57 °C,30 s + 72 °C, 40 
s];  
72 °C, 5 min 

    

RT-PCR  
   

    

GFP3UTRCAn 
5' CTGCAGAAGTTGGTCGTGAG 
5' CCATCCGCAGCTTGATCTTC 

Gene  
expression 
Mastermix 

95 °C, 10 min;  
40x [95 °C, 15 s + 60 °C, 60 s];  
60 °C, 1 min 

    

GADPH 
5' GAAGGTGAAGGTCGGAGT 
5' GAAGATGGTGATGGGATTTC 

Gene  
expression 
Mastermix 

95 °C, 10 min;  
40x [95 °C, 15 s + 60 °C, 60 s];  
60 °C, 1 min 

    

c-fos 
5' CGGGCTTCAACGCAGACTA 
5' CTGGTCGAGATGGCAGTGA 

Gene  
expression 
Mastermix 

95 °C, 10 min;  
40x [95 °C, 15 s + 60 °C, 60 s];  
60 °C, 1 min 

    
1
Ensayos Taqman® preformados (Applied biosystems) que contienen  una pareja de primers específicos y sondas 
de discriminación alélica. s: segundos; min: minutos; N: número variable de ciclos (indicado en cada 
experimento). FAM: 5’6-Fluoresceina. Pwo: DNA polimerasa de Pyrococcus woesei. 
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 ·Análisis de polimorfismos 
 

 Las PCR MSCD40LG y Poli-C CD40LG sirvieron para el tipaje alélico de estos 

marcadores a partir de muestras de DNA genómico, DNA plasmídico o cDNA en distintos 

casos.  Alícuotas de estas PCR (aproximadamente 1 ng de producto de PCR por marcador y 

muestra) se sometieron a electroforesis en un secuenciador capilar ABI 3700 (Applied 

Biosystems) en la Unidad de Genómica del Parque Científico de Madrid. Los archivos con la 

lectura de las electroforesis se analizaron con el programa Peak Scanner (Applied 

Biosystems). En las PCRs MS40L  y poli-C, los tamaños de los fragmentos de PCR se 

transformaron en  repeticiones (CA)n ó (C)n por comparación con la secuencia de referencia 

del cDNA en Genbank. 

 

 Los tres polimorfismos de base (SNP) situados en el promotor del gen de la IL-10: 

rs1800896,  rs1800871 y  rs1800872 (situados en posiciones –1087, -824 y -597  respectivamente) 

fueron tipados mediante PCR utilizando ensayos Taqman® (TaqMan, Applied biosystem) de 

discriminación alélica siguiendo las instrucciones del fabricante. Este ensayo emplea una 

pareja de primers no marcados y sondas marcadas en 5’ con los agentes fluorescentes 6-

carboxifluoresceína (FAM™) o VIC® y un quencher no fluorescente en el extremo 3’. La reacción 

de genotipado se llevó a cabo en placas de 486 pocillos utilizando las condiciones indicadas en 

Tabla 3 y partiendo de  20 ng de DNA , en un volumen total de 25 μl,  

 

· Clonaje de la región 3'UTR de CD40LG  

 La región 3'UTR de CD40LG se clonó en el vector phMGFP (Promega, Madrid, 

España). Para ello, los fragmentos de la región 3'UTR de CD40LG se amplificaron a partir de 

DNA genómico de individuos de tipaje conocido utilizando las condiciones indicadas en la 

Tabla 3 (PCR 3’UTR40LG) y el producto de PCR se purificó con el kit MinElute PCR 

Purification kit (Quiagen). Tanto el producto de la PCR como el vector phMGFP, se cortaron 

con las enzimas de restricción XbaI y ClaI (New England Biolabs, MA, EE. UU.), y ambos se 

ligaron con la enzima DNA ligasa del fago T4 (New England Biolabs, MA, EE. UU.), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Las uniones se amplificaron mediante transformación de 

bacterias E. coli competentes de las cepas DH5-α (Invitrogen) o JM110 (Promega) siguiendo 

las instrucciones del fabricante en cada caso. La cepa JM110 tiene inactivada la enzima dam 

metilasa, y se usó en los casos en que había que desmetilar dianas ClaI que estaban 
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boqueadas para el corte por la metilación dam. Las bacterias transformadas se cultivaron en 

medio TB con ampicilina a 100 µg/ml para el aislamiento de colonias. La presencia del 

inserto en las colonias se comprobó mediante el análisis de los fragmentos de corte con 

enzimas de restricción y con la PCR GFP-MSCD40LG (Tabla 3). 

 Para introducir la resistencia a neomicina en los vectores phMGFP con los 

fragmentos 3’UTR insertados (vectores GFP-3UTR.CAn), el vector pCI-Neo 

transformado en la cepa JM110 de E.coli se cortó con ClaI y se aisló el fragmento del 

corte que contenía la resistencia a partir de geles de agarosa con el kit Gel Extraction 

Kit (Qiagen). El fragmento aislado se unió con la ligasa del fago T4 a las 

construcciones GFP-3UTR.CAn cortadas con ClaI y tratadas con fosfatasa alcalina 

(Alkaline phosphatase, shrimp; Roche Diagnostics GmbH) para evitar la 

recircularización de los vectores. De nuevo se crecieron colonias en medio con 

ampicilina, y se comprobó la presencia de la resistencia a neomicina mediante el 

análisis de los fragmentos de corte con enzimas de restricción.  

 

· Secuenciación de DNA plasmídico 

 Los vectores GFP-3UTR.CAn se secuenciaron con el primer 5' de la PCR GFP-

MSCD40LG, que se une al extremo 3' de la secuencia codificante de la GFP en la Unidad de 

Genómica del Parque Científico de Madrid en un secuenciador ABI 3700 (Applied 

Biosystems). 

 

 ·Transfección y obtención de transfectantes estables 

 Para obtener las condiciones adecuadas de transfección, las células HEK293 se 

crecieron en medio completo en placas de 24 pocillos hasta alcanzar una confluencia del 80-

90%. Se mezclaron 250 µg de los vectores GFP-3UTR.CAn con 5 µl del compuesto Saint-18 

(Synvolux Therapeutics B.V., Groningen, Países Bajos) siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Tras 24 h se cambió el medio y se reemplazó por 1 ml de medio completo 

suplementado con 400 µg/ml del antibiótico G418 (Sigma) para la selección de colonias de 

transfectantes con el DNA plasmídico integrado en el genoma de forma estable. Las colonias 
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estables se traspasaron a placas nuevas para establecer clones con distintas construcciones 

integradas. Los clones aislados se mantuvieron en cultivo con 250 µg/ml de G418. 

 

· Cinéticas de caída del mRNA 

 Los clones de células HEK293 con las distintas construcciones GFP-3UTR.CAn se 

cultivaron en placas de 24 pocillos hasta llegar al 80-90% de confluencia. Antes de comenzar 

la cinética, se retiró el medio y se añadió 1 ml de medio completo a cada pocillo. Tras 1 h con 

el medio fresco a 37 °C se paró la transcripción añadiendo actinomicina D (Act-D, Sigma) a 

una concentración final de 10 µg/ml.  Trascurridos 0, 30, 60 ó 90 min desde la adición de Act-

D las células se lavaron dos veces con PBS (Iberlabo), se recogieron y se centrifugaron 1 min 

a 7000 g para almacenarlas en pellet a -80°C hasta su uso posterior. 

 

· Medida de la cantidad de mRNA en las cinéticas de caída  

 La cantidad de mRNA de las construcciones GFP-3UTR.CAn se midió por RT-PCR. 

Se amplificaron mediante PCR 2,5 µl de las RT (previamente diluidas 1/20) en un volumen 

final de reacción de 12,5 µl utilizando parejas de primers para las PCR GFP3UTR, GADPH o 

c-fos (Tabla 3) en reacciones independientes. Se utilizó una mezcla de reacción (Taqman 

Gene Expresion Mastermix, Applied Biosystems) que lleva la DNA polimerasa Taq Gold y 

todos los componentes necesarios para la reacción de PCR, a excepción del DNA molde y los 

primers.  A la mezcla se le añadió el compuesto fluorescente Sybr Green I (Sigma-Aldrich) a 

una dilución final de 1/50000 para la cuantificación de los fragmentos amplificados en un 

equipo de PCR a tiempo real 7900 HT Fast Real-time PCR (Applied Biosystems). Las 

reacciones se llevaron a cabo por duplicado en placas de 384 pocillos (Thermo) en la Unidad 

de Genómica del Parque Científico de Madrid.  

 

Herramientas informáticas 
 

Primer 3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3 )  

 El programa Primer 3, creado por el  Whitehead Institute for Biomedical Research 

(Cambridge, MA, EE. UU.), permite diseñar y contrastar los oligonucleótidos con varias 
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librerías  génicas y ajustar parámetros tales como Tm, porcentaje de GC, longitud, 

autocomplementariedad y complementariedad de los extremos 3’.  

 

Oligo Analyzer (https://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) 

 Plataforma on-line para el diseño y análisis de primers y sondas. Creado por 

Integrated DNA Technologies, Inc. 

 

WebCutter (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/)  

 Programa para la creación de mapas de restricción de secuencias nucleotídicas. 

 

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 

 El NCBI (National Centre for Biotechnology Information), creado como la rama 

informática de la NLM (National Library of Medicine) del NIH (National Institutes of 

Health), aglutina bases de datos de secuencias de genes y cDNA del proyecto genoma 

humano, y del resto de organismos secuenciados hasta la fecha, así como bases de datos de 

proteínas y de expresión génica, con un gran número de herramientas informáticas para el 

análisis de la información conectada entre las diferentes bases de datos.   

 

Ensembl (http://www.ensembl.org/Multi/blastview)  

 Ensembl es un proyecto conjunto que comprende EBI (European Bioinformatics 

Institute). Es el equivalente europeo del NCBI. 

 

RBPmap (http://rbpmap.technion.ac.il/) 

 Servidor web desarrollado por el Instituto de Tecnología israelí Technion en 

colaboración con la Universidad de California para la predicción y localización de sitios de 

unión de proteínas que unen RNA 137. Se basa en un algoritmo que considera la tendencia a 

la agrupación de los sitios de unión y la tendencia de conservación de las regiones 

reguladoras.  

 

RBPDB (http://rbpdb.ccbr.utoronto.ca/index.php) 

 RNA Binding Protein Database, desarrollada por el departamento de Genética 

Molecular de la Universidad de Toronto (Ontario, Canadá) (138, es una colección de proteínas 

con motivos de unión a RNA conectada a bases de datos de ensayos de unión a RNA 

revisados y publicados.  
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Chromas Lite v2.33. (http://technelysium.com.au). 

 Permite observar el gráfico de la secuenciación del fragmento de DNA, y obtener la 

secuencia para analizarla cuando no es necesario el alineamiento de múltiples secuencias. 

 

EMBOSS merger (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/merger) 

 El  European Molecular Biology Open Software Suite 139 es un servidor para el análisis de 

secuencias on-line. Una de las herramientas integradas en esta plataforma, “merger”, 

desarrollada por Gary Williams del Centro de Investigación Genómica Rosalind Franklin 

(Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridgeshire, Reino Unido), se utilizó para el 

alineamiento de secuencias.  

 

Peak Scanner Software v1.0 

 Permite el análisis de datos generados utilizando los analizadores genéticos de 

Applied Biosystems®. Muestra el perfil de separación de fragmentos de DNA y calcula el 

tamaño de los fragmentos.  

 

Mfold 

 Servidor  web desarrollado por la escuela de medicina de la Universidad de 

Washington que reúne varias herramientas para la predicción de estructuras secundarias de 

ácidos nucleicos de cadena sencilla 140 (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold) 

 

Ras Mol  (http://rasmol.org/) 

 Es un programa para la visualización gráfica de estructuras moleculares 

originalmente desarrollado por Roger Sayle 14. 

 

Genepop v4.2 (http://genepop.curtin.edu.au/genepop_op1.html) 

 

 Paquete de software de análisis genético de poblaciones on-line, desarrollado por 

Michel Raymond y Francois Rousset en el Laboratoire de Genetique et Environment 

(Montpellier, France). Se ha empleado para la estimación y comparación estadística de 

frecuencias alélicas y genotípicas en múltiples marcadores mediante la prueba exacta de 

Fisher, y para las estimaciones del equilibrio Hardy-Weinberg.  

GraphPad Prism v5  
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 GraphPad Software, Inc. (La Jolla, CA, EE. UU.). Permite la construcción de gráficos 

científicos, ajuste de curvas y análisis estadístico. Se empleó para el estudio de la asociación 

alélica o genotipica utilizando tablas de contingencia. Se utilizó la prueba de χ2 o prueba 

exacta de Fisher, en caso necesario. La magnitud de asociación entre la diferentes variables se 

expresó por medio de la razón de ventajas odds ratio (OR) con intervalos de confianza al 95%. 

El ajuste de datos a una línea recta se realizó utilizando la regresión de mínimos cuadrados 

no lineal. Se empleó la prueba F de suma de cuadrados para la comparación de las 

pendientes de distintas rectas entre sí. El nivel de significación estadística utilizado ha sido 

de p<0.05.  

 

G*power 3 (http://www.gpower.hhu.de) 

 G*Power es una herramienta gratuita disponible on line para el cálculo del poder 

estadístico de diferentes tests (t tests, F tests, χ2 tests…) 141. Los cálculos del poder estadístico 

(1-β) y de las OR mínimas detectables en función del tamaño de muestra están obtenidos con 

este programa.  

 

Desarrollo de un cálculo para estimar la penetrancia y el riesgo relativo para 
un genotipo a partir de datos de un estudio de casos y controles 

 A continuación se expone el desarrollo de un cálculo sencillo que hemos elaborado y 

que permite estimar las penetrancias y los riesgos relativos (RR) para genotipos de un 

sistema bialélico (AA, Aa, aa), o para la presencia de un factor de riesgo dado, a partir de 

datos obtenidos en un estudio de casos y controles. Este cálculo hasta donde sabemos no ha 

sido publicado anteriormente. 

El riesgo relativo (RR) se define como la razón de la probabilidad de enfermedad en 

un sujeto en función de la presencia o ausencia de un determinado factor de riesgo. En 

nuestro caso, el RR de un genotipo del MSCD40LG, por ejemplo 2424 en AR, sería la 

frecuencia de AR en mujeres homozigotas 2424 dividido por la frecuencia de AR en mujeres 

que no son 2424. El RR da una medida de la magnitud del efecto de una variante alélica de 

riesgo en la probabilidad de aparición de enfermedad. En un estudio de casos y controles, el 

número de casos y controles portadores de cada genotipo de interés es elegido a priori, 

normalmente de forma que haya un número similar de casos y controles, con lo que no están 

en la misma proporción en la que se encuentran en la población general. Esto hace que las 
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penetrancias (frecuencia de enfermedad) para cada genotipo no se puedan estimar de forma 

directa a partir de la muestra de estudio, por lo que no es posible calcular el RR de acuerdo 

con su definición matemática 142,143. Esta es la razón de que, en estudios con un diseño de 

casos y controles, para estimar la fuerza de la asociación a enfermedad de los distintos 

genotipos o alelos se usen mayoritariamente las odds ratio (OR). Las OR o “razón de 

ventajas”, se definen como el cociente de las odds (“ventajas”) para la presencia y ausencia de 

un factor de riesgo. Las odds a su vez se definen como el cociente entre la probabilidad de 

éxito y la probabilidad de fracaso en un suceso binomial. Las odds, y por tanto las OR, se 

pueden calcular fácilmente a partir de los datos obtenidos en un estudio de casos y controles, 

y cuando la probabilidad de éxito es baja, como ocurre por ejemplo en AR o LES, donde la 

probabilidad de “éxito” sería la aparición del suceso “enfermedad”, las OR se aproximan a 

los RR, y tienden hacia el RR según disminuye la probabilidad del suceso. Esto hace que las 

OR sean el valor más utilizado en estudios con diseño de casos y controles para medir la 

fuerza de la asociación a enfermedad conferida por un factor de riesgo. 

Si bien la frecuencia de enfermedad para un genotipo de un marcador de interés no es 

conocida a priori, la frecuencia general de la enfermedad en la población sí suele ser una cifra 

de estimación conocida, que puede encontrarse en publicaciones y boletines estadísticos de 

gobiernos y organizaciones nacionales e internacionales. A partir de la frecuencia de la 

enfermedad en la población, y de las frecuencias genotípicas obtenidas en un estudio de 

asociación de casos y controles, se pueden calcular las penetrancias y los riesgos relativos 

para los genotipos de la siguiente manera: 

 Supongamos una población con un total de NT individuos. Una fracción de esa 

población desarrollará una enfermedad a la que denominamos de forma genérica E. 

Podemos dividir la población en individuos sanos (NS) e individuos con la enfermedad E 

(NE), donde el número de enfermos es igual al número total de individuos multiplicado por 

la frecuencia de la enfermedad �f ��: 
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Si tenemos un gen G, con las variantes alélicas A y a, que confieren distinta probabilidad de 

desarrollar la enfermedad E, podemos dividir a las dos subpoblaciones de sanos y enfermos 

en función de los tres genotipos para los alelos A y a del gen G,  AA, Aa y aa: 

 

 

 

 

Por definición, el riesgo relativo para un genotipo gi es: 

 

RR�� � 	
|��

|�����          ; f �|g� : frecuencia de enfermedad en individuos con el genotipo gi 

 

La frecuencia de enfermedad para un genotipo gi ( f �|g�� en la población sería: 

 

1.    �|g� � N�|g�
N��
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Es decir, el número de individuos con el genotipo gi que tienen la enfermedad E, dividido 

por el número total de individuos con el genotipo gi. El total de individuos con el genotipo gi 

puede dividirse entre sanos y enfermos:  

 

2.   N�� �  N#|g� + N�|g�  , donde 

3.   N#|g� �  %& ' ()|* ' �1 +  ,� , y  

4.   N�|g� �  %& ' ()|. ' , 

 

Sustituyendo 2., 3. y 4. en 1.: 

 

5.    �|g� � N0 ' ��|E '  �

N0 ' ��|S ' �1 + �� 3 N0 ' ��|E '  �  

 

Que resulta:   

 

4. 567689:7;<: =       >?|@< � >@<|? '  >?

>@<|A ' �B + >?� 3 >@<|? '  >?  

 

 En 5. aparece la frecuencia de enfermedad para un genotipo gi, es decir, la penetrancia 

de la enfermedad para ese genotipo, expresada en función de las frecuencias genotípicas en 

sanos y enfermos. El denominador en 5. es igual a la frecuencia del genotipo gi en la 

población total, así que de forma abreviada podemos expresar la penetrancia del genotipo gi 

como:  
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4. B.    >?|@< � >@<|?
>@<|5CD '  >?   ;          ��|Pob �  gi|S ' H1 + EI 3 gi|E '  E 

 

 De igual manera se puede calcular la frecuencia de enfermedad en individuos que no 

tienen el genotipo gi, cambiando las frecuencias de gi en sanos y enfermos por J K �1 + LM), 

que son las frecuencias del resto de genotipos:  

 

6.    �|Resto � �1 + ��|E� '  �

�1 + ��|S� ' �1 + �� 3 �1 + ��|E� '  �  

 

Las fórmulas 5. y 6. son el numerador y denominador de la  fórmula para el RR. 

 

7. Riesgo Relativo:       QQ �  >@<|?' >? / >@<|A'SBT>?UV>@<|?' >? 
�BT>@<|?�' >? / �BT>@<|A�'�BT>?�V�BT>@<|?�' >? 

 

  

 De esta forma, con datos que se obtienen en un estudio de casos y controles 

(frecuencias de los genotipos en sanos y enfermos) y el valor de la frecuencia de la 

enfermedad en la población, se pueden calcular los riesgos relativos asociados a los 

diferentes genotipos.  

 Este mismo cálculo se puede aplicar para estimar el RR conferido por cualquier factor 

de riesgo, sustituyendo la frecuencia de los genotipos en sanos y enfermos por la frecuencia 

de exposición en sanos y enfermos al factor de riesgo dado.  

 El desarrollo se puede aplicar también al cálculo de las OR. Las OR se definen como: 
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    OR � ��|g� / �1 + �|g� �
��|Resto / �1 + �|Resto �  

 

 Sustituyendo �|g� y �|Resto por 5. y 6., podemos calcular las OR para el genotipo gi. 

Este cálculo da un resultado idéntico al cálculo tradicional a partir de los datos representados 

en tablas de contingencia.  

Las penetrancias y los RR que aparecen en los resultados del estudio de asociación 

genética de este trabajo se han obtenido utilizando estos cálculos. Para las dos enfermedades 

con las que tratamos en este trabajo, según el estudio EPISER 2000, la prevalencia de AR es 

de un 0,8 % en mujeres y un 0,2 % en hombres. EN LES, la prevalencia según el EPISER 2000 

es de un 0,1 %, pero la muestra de este estudio no es suficiente para estimar con precisión la 

prevalencia de una enfermedad de tan baja frecuencia (el IC 95 % es de 30-390 casos por 

100000 habitantes).  No hay datos de prevalencia por sexos (sólo hay dos casos de LES en el 

EPISER 2000 y los dos son mujeres). Basándonos en un estudio de prevalencia de LES 

realizado en Asturias en 2003 144 con un total de 367 casos registrados, la prevalencia en 

mujeres es de aproximadamente 6 en 10000, y en hombres de 0,8 en 10000. Para los cálculos 

hemos utilizado los valores de 0,8% en AR y 0,06% en LES.  

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 
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· Asociación  del MSCD40LG a AR y LES 

Nuestros trabajos previos 98,132 habían mostrado la existencia de una asociación del 

MSCD40LG a LES y AR, que en los dos casos se daba sólo en mujeres y con una menor 

frecuencia del alelo 24CA en ambas patologías comparada con controles sanos. En función 

de la presencia de alelos 24CA frente a alelos diferentes, los dos trabajos presentaban 

diferencias.  En LES había una mayor frecuencia de enfermas portadoras de alelos mayores 

de 24CA comparado con mujeres sanas, mientras que en AR no se daba esta diferencia, pero 

sí una mayor frecuencia de enfermas homozigotas para alelos distintos del 24CA, y a su vez 

una menor frecuencia de homozigtas 2424.  

 

· Series iniciales de pacientes y controles  

Para comparar mejor entre sí los resultados previos mencionados, en el presente 

trabajo hemos analizado los datos genéticos de que disponíamos (dos series iniciales de 

pacientes: LESC1 y ARC1 y una serie de controles DSC1, Tabla 7) agrupando todos los alelos 

distintos del 24CA en un grupo (X), como se hizo en el estudio de asociación a AR,  de 

manera que se forman tres genotipos (2424, 24X y XX) en función de la presencia de dos, una 

o ninguna copias del alelo 24CA. De esta manera los “alelos” 24CA y X se comportan como 

un sistema bialélico A/a, y se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg en la serie de 

controles DSC1. Así comprobamos que las frecuencias genotípicas (Figura 8) y los riesgos 

relativos (RR) (Tabla 4) son muy similares en ambas enfermedades para el alelo 24CA y los 

tres genotipos 2424, 24X y XX.  

 

 
 

 
Figura 8. Frecuencias genotípicas 
del MSCD40LG en las series 
iniciales de mujeres sanas (DSC1), 
pacientes de LES  (LESC1) y AR 
(ARC1). Se muestran las frecuencias 
de los genotipos 2424, 24X y XX 
formados uniendo los alelos distintos 
del alelo 24CA en un grupo (X). 
DSC1: N=80; LESC1: N=80; ARC1: 
N=140; * p < 0,05 en la prueba de χ2.  
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Por la menor frecuencia de mujeres homozigotas 2424 en AR frente a 

controles, pero no de heterozigotas 24X (Figura 8), inicialmente interpretamos el 

alelo 24CA como alelo protector cuando se encuentraba en homozigosis 98, lo que 

indicaba un carácter recesivo del alelo 24CA. Sin embargo, la relación de RR entre 

los genotipos 2424, 24X y XX (Tabla 4) que observamos ahora ofrece una 

interpretación alternativa, ya que cada alelo X presente parece aumentar de forma 

proporcional el RR, de forma muy similar en LES y AR. Así, desde el punto de vista 

del alelo 24CA éste se comporta como alelo protector, ya que el RR de AR y LES 

disminuye con cada alelo 24CA presente, pero no sólo cuando se encuentra en 

homozigosis. En la Tabla 5 aparece un esquema de la relación matemática de RR 

entre genotipos en los modelos más comunes de penetrancia para un sistema 

bialélico (basado en 145). A la vista de los datos anteriores los RR de la asociación del 

MSCD40LG a LES y AR en las series estudiadas inicialmente se ajustarían a un 

modelo multiplicativo, de forma que con cada alelo de riesgo (alelos X) se multiplica 

el RR en un factor (γ) que resulta muy parecido para LES y AR (tabla 6).  

 

Tabla 5. Modelos básicos de penetrancia para variantes bialélicas  
 

 

JX: penetrancia en el genotipo de menor riesgo (a); Y: aumento del RR con la presencia de cada 
alelo de riesgo (A). Basado en  145. 

 

 

Tabla 4. Riesgos relativos en los estudios previos para el alelo 24CA y los 
genotipos 2424 24X y XX  en LES y AR 

 
Genotipo 

 
Alelo 

 
XX 24X 2424 

 
 24CA 

LES 1,78 0,95 0,38 
 

0,57 

AR 1,79 0,96 0,35 
 

0,56 

Modelo Penetrancia 
 

 Riesgo Relativo 

 
aa Aa AA 

 
Aa → aa AA → aa AA → Aa 

Multiplicativo JX JXY JXYZ 
 

Y YZ Y 

Aditivo JX JXY JX2Y 
 

Y 2Y 2 

Recesivo JX JX JXY 
 

1 Y Y 

Dominante JX JXY JXY 
 

Y Y 1 
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Tabla 6. Penetrancias, razón entre los RR de los genotipos y valor de γ en las series iniciales de  LES 
y AR 

  

· Nuevas series de sanos y pacientes de LES 
 

Posteriormente, y con el objeto de aumentar el tamaño de la muestra de estudio, 

obtuvimos cuatro nuevas series de muestras de DNA genómico: dos de pacientes de LES 

canarias y peninsulares (LESC2 y LESP1 en la Tabla 7) y otras dos de donantes sanas, 

canarias y peninsulares (DSC2 y DSP2 en la Tabla 7). En materiales y métodos se detallan los 

criterios de selección de muestras y procedencia de las mismas. Para el presente trabajo se 

realizó el tipaje del MSCD40LG (PCR MSCD40LG en Tabla3) en las nuevas muestras y 

revisamos la asociación a enfermedad en el conjunto total de muestras disponibles. 

 

 

 

  

 

 

 Primero comparamos las nuevas series DSP2, DSC2 y LESC2 con sus 

correspondientes series iniciales (DSP1, DSC1 y LESC1) para comprobar que eran 

homogéneas entre sí. Todas las series de controles estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg 

para las variantes 24CA/X (datos no mostrados). No encontramos diferencias significativas 

Series  Modelo  Penetrancia1 
 

Riesgo Relativo2 
  

 
 
 

 2424 (aa)  24X (Aa) XX (AA) 
 
24X → 2424 XX → 2424 XX → 24X Y[ 3 

LESC1  Multiplicativo  2,7 ' 10T_ 5,8 ' 10T_ 8,4 ' 10T_ 
 

2,18 3,15 1,45 1,80 
ARC1  Multiplicativo  3,3 ' 10Ta 7,8 ' 10Ta 1,1 ' 10TZ 

 
2,36 3,40 1,44 1,88 

1 Frecuencia de enfermedad en el genotipo indicado (cálculo en Materiales y Métodos). 2 Razón entre los RR de 
los genotipos indicados en las series LESC1 y ARC1 frente a DSC1. 3 Promedio de los tres valores γ estimados 
con los RR de los tres genotipos (Yb � ccZ_deZ_Z_  ;  γ2 = √ccgg e Z_Z_;  Ya � ccddeZ_d� 

  

Tabla 7. Series de DNA de controles y pacientes de LES y AR 

Series iniciales N Procedencia 
 
Series nuevas N Procedencia 

 
Series Ampliadas N 

DSC1 80 2 
 
DSC2 73 2 

 
DSC12 153 

LESC1 80 2 
 
LESC2 85 2 

 
LESC12 165 

ARC1 140 2 
 
- 

     

          
DSP1 241 1 

 
DSP2 54 1 

 
DSP12 295 

    
LESP1 26 3 

   
N: número de mujeres; DSP: donantes sanas peninsulares; DSC: donantes sanas canarias; LESP: pacientes 
de LES peninsulares; LESC: pacientes de LES canarias; ARC: pacientes de AR canarias.  
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en las frecuencias genotípicas del MSCD40LG en ninguna de las tres parejas de muestras 

cuando se compararon con el programa Genepop v 4.2 (datos no mostrados). Aún así, en las 

series LESC1 y LESC2 era llamativa la diferencia en la frecuencia de homozigotas 2424 

(cercana a la significación estadística, p=0,056), que en LESC2 era similar a la de la población 

sana (Figura 9). Por ello ampliamos la comparación entre las series LESC1 y LESC2 

utilizando tres polimorfismos de sustitución de base (SNP) situados en el promotor del gen 

de la IL-10: rs1800896 (–1087),  rs1800871 (-824)  y  rs1800872 (-597) que habían sido 

genotipados previamente por nuestro grupo en la serie LESC1 146. Para el presente trabajo 

genotipamos esos tres SNP en la serie LESC2 y se realizaron pruebas de diferenciación 

génica y genotípica con el programa Genepop v4.2. utilizando los cuatro marcadores (Tabla 

8). Los resultados indicaban que ambas series eran homogéneas, por tanto, unimos las series 

nuevas con las iniciales correspondientes formando las series ampliadas: DSP12 

(DSP1+DSP2), DSC12 (DSC1+DSC2) y LESC12 (LESC1+LESC2).  

Figura 9: Frecuencias genotípicas en las series iniciales y nuevas en población canaria. Se 

muestran las frecuencias de los genotipos 2424, 24X y XX formados uniendo los alelos distintos del 

alelo 24CA en un grupo (X). DSC1. Se muestra la p en la prueba de χ2.   
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 Con las series ampliadas primero estudiamos la asociación a enfermedad del 

MSCD40LG en los pacientes de LES peninsulares (LESP1) y comprobamos que se replicaban 

los resultados encontrados previamente en población canaria, con una menor frecuencia del 

alelo 24CA en pacientes de LES (0,29) que en controles (0,45) (p=0.0196, OR (IC95%) = 0.48 

(0.26-0.89); Figura 10). Las frecuencias de los genotipos 2424, 24X y XX también eran 

similares a las encontradas en pacientes de LES canarias con una frecuencia 

significativamente menor de homocigotas 2424 en pacientes respecto a controles (0.04 vs 0.24; 

p=0.014 OR (IC95%) = 0.13 (0.017-0.97)). A pesar de que en las series de población peninsular 

la asociación del MSCD40LG resulta similar a lo encontrado anteriormente en población 

canaria, el tamaño de muestra de la serie LESP1 es bajo, lo que limita la fiabilidad del 

resultado. 

La frecuencia casi idéntica del alelo 24CA (y por tanto de los genotipos 2424, 224X y 

XX) encontrada en ambas series de controles (sanas canarias y peninsulares) invitaba en 

principio a unir las muestras en dos únicas series de controles sanas y enfermas de LES. Esta 

unión permitiría obtener unos tamaños de muestra considerables (LESp1+LESC12 = 191 

enfermas, DSP12+DSC12 = 448 sanas) especialmente en el grupo control, con los que 

teóricamente se podría detectar con buena fiabilidad estadística (α=β=0,05) una asociación 

con una OR ≤ 0,65 para el alelo 24CA, y con  una OR  ≥ 1,90 para el genotipo XX. 

Tabla 8. Comparación de frecuencias alélicas y genotípicas entre LESC1 y LESC2 

Localización Gen Marcador Grupo 
alelo 1 / 
alelo 2 

1 2 1/1 1/2 2/2 p1 P3 

Cromosoma X 
135.730.352 

CD40LG MSCD40LG LESC1 24CA / X 50 110 8 34 38 
  

   
LESC2 24CA / X 66 104 18 30 37 0,163 0,195 

Cromosoma 1 
206.946.897 

IL-10 rs1800896 LESC1 A / G 88 72 26 36 18 
  

   
LESC2 A / G 100 66 30 40 13 0,377 0,376 

Cromosoma 1 
206.946.634 

IL-10 rs1800871 LESC1 T / C 47 113 7 33 40 
  

   
LESC2 T / C 46 120 6 34 43 0,902 0,902 

Cromosoma 1 
206.946.407 

IL-10 rs1800872 LESC1 A / C 45 115 6 33 41 
  

   
LESC2 A / C 45 119 6 33 43 0,900 0,901 

 
Todos los marcadores 

        
0,6483 

 
0,6874 

 
Se muestran los valores p en el test exacto de Fisher para comparación de 
1 frecuencias alélicas de cada marcador  
2 frecuencias alélicas de los 4 marcadores en conjunto 
3 frecuencias genotípicas de cada marcador 
4 frecuencias genotípicas de los 4 marcadores en conjunto   
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Figura 10. Distribución alélica  y genotípica  del MSCD40LG en controles y pacientes de LES 
peninsulares. (A) Frecuencias alélicas en las series DSP12 (N=590 alelos) y LESP1 (N=52 alelos). (B) 
Frecuencias genotípicas en las series DSP12 (N=295) y LESP1 (N=26). R: Alelos minoritarios 
agrupados. Las barras representan el intervalo de confianza al 95% de la frecuencia alélica. *p<0,05  
y •p<0,05  en la prueba de χ2. Las barras representan el intervalo de confianza al 95% de la 
frecuencia alélica. 
 

 Sin embargo, aunque al agrupar los alelos en función del alelo 24CA las frecuencias 

genotípicas entre sanos canarios y peninsulares son muy similares, previamente en nuestro 

laboratorio habíamos comprobado que la distribución alélica de este polimorfismo difiere 

entre ambas poblaciones, en concreto en la frecuencia de dos alelos, 22 CAs y 27 CAs 128. Por 

otra parte se ha descrito que las poblaciones canaria y peninsular tienen diferencias en la 

proporción de ancestría 147 que podrían potencialmente confundir el resultado de estudios de 

asociación genética con muestras de ambas procedencias 148. Por tanto, revisamos la 

asociación genética del MSCD40LG sólo en población canaria utilizando las series ampliadas 

de controles sanas (DSC12, N=153) y pacientes de LES (LESC12, N=165) y la serie inicial de 

AR (ARC1, N=140) (Tabla 7). En la Figura 11 se muestran las frecuencias alélicas y 

genotípicas en ambas enfermedades frente a las de controles sanas. Los valores numéricos y 

la comparación estadística se recogen en la Tabla 9. 
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Figura 11. Distribución de frecuencias alélicas y genotípicas del MSCD40LG en controles sanas y 
pacientes de LES y AR en las series ampliadas. (A) frecuencias alélicas (arriba) y genotípicas 
(abajo) en las series DSC12 (N=153 mujeres) y LESC12 (N=203 mujeres). (B) frecuencias alélicas 
(arriba) y genotípicas (abajo) en las series DSC12 (N=153 mujeres) y ARC1 (N=140 mujeres). *: 
p<0,05 en la prueba de χ2. Las barras representan el intervalo de confianza al 95% de la frecuencia 
alélica. 
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ns: no significativo. 1Número de alelos/genotipos. 2Frecuencia del alelo/genotipo. 3Valor p de la prueba  χ2 en la comparación individual de frecuencias de alelos o 
genotipos en tablas 2x2. 4 Poder estadístico. 5 Riesgo Relativo (cálculo en Materiales y Métodos). 6OR con el intervalo de confianza al 95% entre paréntesis. 7Alelos 
minoritarios unidos en el grupo R. 8Valor p de la prueba χ2 en  la comparación global de frecuencias genotípicas en tablas 3x2.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Tabla 9. Comparación de frecuencias alélicas y genotípicas del MSCD40LG en las series ampliadas de controles y pacientes de LES y AR 

  
DSC12 

 
LESC12 

 
ARC1 

  
N1 F2 

 
N  f 

 
p3 (1-β)4 RR5 OR (IC 95%)6 

 
N  f 

 
p (1-β) RR OR (IC 95%) 

Alelo                    
21 

 
9 0,03 

 
15 0,05 

 
ns 

    
15 0,05 

 
ns 

   
22 

 
33 0,11 

 
25 0,07 

 
ns 

    
40 0,14 

 
ns 

   
23 

 
18 0,06 

 
19 0,06 

 
ns 

    
20 0,07 

 
ns 

   
24 

 
136 0,44 

 
116 0,39 

 
0,02 0,64 0,68 0,68 (0,49-0,93) 

 
86 0,31 

 
0,0007 0,92 0,56 0,55 (0,39-0,78) 

25 
 

53 0,17 
 

74 0,19 
 

ns 
    

45 0,16 
 

ns 
   

26 
 

14 0,05 
 

24 0,09 
 

ns 
    

25 0,09 
 

0,046 0,49 2,03 2,05 (1,04-4,02) 

27 
 

37 0,12 
 

37 0,08 
 

ns 
    

32 0,11 
 

ns 
   

R7 
 

6 0,02 
 

20 0,06 
 

0,009 0,73 3,22 3,22 (1,28-8,14) 
 

17 0,06 
 

0,02 0,57 3,18 3,23 (1,26-8,32) 

                    
Genotipo                    

2424 
 

30 0,20 
 

26 0,16 
 

ns 
    

13 0,09 
 

0,013 0,72 0,42 0,42 (0,21- 0,84) 

24X 
 

76 0,50 
 

64 0,39 
 

ns 
    

60 0,43 
 

ns 
 

0,76 
 

XX 
 

47 0,31 
 

75 0,45 
 

0,008 0,76 1,88 1,88 (1,18-2,98) 
 

67 0,48 
 

0,003 0,84 2,06 2,07 (1,28-3,34) 

Total 
 

153 
  

165 
  

0,0238 
    

140 
  

0,0048 
   

4
3 
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Con la serie ampliada de sanas canarias DSC12, los datos de la comparación de 

frecuencias alélicas y genotípicas en AR resultan muy parecidos a los previos. Por alelos, el 

24CA sigue apareciendo con menor frecuencia en AR que en sanas. Por genotipos, 

observamos también una frecuencia menor de mujeres homozigotas 2424 y mayor de 

mujeres homozigotas XX en AR, es decir, se mantienen las diferencias previas, ahora con 

mayor poder estadístico (0.92 frente a 0.80 para la diferencia en la frecuencia del alelo 24CA 

0.84 frente a 0.52 para la diferencia en la frecuencia del gentipo XX). Las penetrancias de los 

genotipos 2424, 24X y XX siguen encajando en un modelo multiplicativo, con un mejor 

ajuste que se refleja en estimaciones muy parecidas del aumento de RR con cada alelo X (γ) 

calculadas a partir de las razones entre los RR de los tres genotipos (1,82; 1,80 y 1,80 en la 

Tabla 10 frente a 2,36; 1,88 y 1,44 en la Tabla 6).  La frecuencia del alelo 26CA, al igual que 

en nuestro estudio previo 98, es significativamente mayor en AR (p=0.046), aunque el poder 

estadístico de esta comparación es bajo (Tabla 9). 

 

Tabla 10. Penetrancias y riesgos relativos con las series ampliadas DSC12 y LESC12 

1 Frecuencia de enfermedad en el genotipo indicado (cálculo en Materiales y Métodos). 2 Riesgos relativos entre 

los genotipos indicados en las series LESC12 y ARC1 frente a DSC12. 3γ medio, promedio de los valores γ 
calculados a partir de las razones entre los RR de los tres genotipos en AR: Yb � ccZ_deZ_Z_ ;  γ2 = 
√ccgg e Z_Z_;  Ya � ccddeZ_d y en LES:   γ2 =ccgg e Z_Z_;  Ya � ccddeZ_d 

 

En el caso de la asociación a LES, los resultados con las series ampliadas 

presentan algunas diferencias con los anteriores. En cuanto a frecuencias alélicas, el 

alelo 24CA sigue teniendo menor frecuencia en LES, pero la diferencia con controles 

es menor que en la serie inicial (Tabla 9). Por genotipos, la diferencia en las 

frecuencias del genotipo 2424 entre enfermas y controles deja de ser significativa, y 

sólo el genotipo XX muestra una frecuencia significativamente mayor en LES  que 

en controles (Figura 11). Esto supone que en las series ampliadas DSC12 y LESC12 se 

pierde la gran similitud que había en la asociación del MSCD40LG a LES y AR. En LES, la 

relación entre los RR para los tres genotipos se ajusta mejor ahora a un modelo dominante 

Series  Modelo  Penetrancia1 
 

Riesgo Relativo2 
  

 
 
 

 2424 (aa)  24X (Aa) XX (AA) 
 
24X → 2424 XX → 2424 XX → 24X Y[ 3 

LESC12  Recesivo  4,8 ' 10T_ 4,7 ' 10T_ 8,9 ' 10T_ 
 

0,97  1,84 1,89 1,87 

ARC1  Multiplicativo  3,8 ' 10Ta 6,9 ' 10Ta 1,2 ' 10TZ 
 

1,82 3,26 1,80 1,81 
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de penetrancia (Tabla 10) con el alelo 24CA como alelo dominante de carácter protector, 

reflejado en un RR similar para los genotipos 2424 y 24X y un mayor RR sólo para el 

genotipo XX.  

 

Por último, quisimos analizar la contribución de los alelos minoritarios que 

habíamos agrupado en la categoría “R” (todos aquellos menores de 21CA y mayores de 

27CA), y comparamos sus frecuencias en las series ampliadas (Figura 11, Tabla 9). En total, 

entre las series de sanos, LES y AR aparecen ocho alelos minoritarios diferentes, cuatro 

menores de 21CA y cuatro mayores de 27CA. El conjunto de estos alelos supone un 2% del 

total de alelos en la población sana, pero en pacientes tanto de LES como de AR aparecen 

con una frecuencia significativamente mayor (≈ 6%), similar en las dos enfermedades, con 

un RR de  3,22 en LES y 3,18 en AR (Tabla 9). Teniendo en cuenta sólo los alelos 

minoritarios largos (>27CA),  aparecen  5 alelos en ARC1 y  11 en LESC12, pero ninguno en 

DSC12. Esta diferencia resulta significativa en LES aunque debido a los bajos números el 

intervalo de confianza para la OR es muy amplio (p = 0,001; OR (IC95%) = 21,3 (1,25 - 

363,8)). Curiosamente esta mayor frecuencia de alelos >27CA también se observa en la serie 

de LES peninsulares comprada con la de controles (5/52 alelos en LESP1 vs 4/482 alelos en 

DSP12;  p=0,001;  OR (IC95%) = 5,70 (3,01-10,80)). En conjunto, encontramos que los alelos 

minoritarios del MSCD40LG se asocian tanto a AR como a LES, y que los alelos largos 

>27CA se asocian claramente a LES en dos series independientes. 

 

· MSCD40LG y estabilidad del mRNA  
 

A continuación quisimos determinar si el número de repeticiones CA en el 

MSCD40LG era el responsable de las diferencias en la estabilidad del mRNA y en  la 

expresión en superficie de CD40LG que habíamos observado previamente  en linfocitos T 

CD4+ activados in vitro y procedentes de individuos portadores de distintos alelos del 

MSCD40LG 98,132. Para ello, expresamos en una línea celular mRNAs quiméricos con una 

parte de la región 3’UTR del mRNA de CD40LG conteniendo diferentes alelos del 

MSCD40LG para medir la estabilidad del mRNA en función del alelo presente.   
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· Clonaje de variantes alélicas comunes del MSCD40LG en vectores de expresión  

Para ello, amplificamos mediante PCR (PCR 3’UTRCD40LG, Tabla 3) parte de la región 

3’UTR del gen (Figura 12) a partir de DNA genómico de individuos homozigotos para el 

alelo 24CA y otros tres alelos comunes (23CA, 26CA y 27CA). Los productos de PCR se 

clonaron en el vector de expresión en células de mamífero phMGFP a continuación de la 

secuencia codificante de la proteína verde fluorescente (GFP), generando las construcciones 

GFP-3UTR.CAn (Figura 12). La región 3’UTR de CD40LG clonada contiene, además del 

microsatélite, los elementos que modulan la estabilidad del mRNA de CD40LG, situados 

entre las dianas XbaI y HaeIII 94,104,105. Contiene además el final de la región 3’UTR hasta la 

diana ClaI, que se encuentra en el DNA genómico de CD40LG pasado el sitio de 

poliadenilación, a 186 pb. De esta forma en las construcciones generadas el mRNA que se 

transcribe utiliza la señal de poliadenilación propia del gen CD40LG, que sustituye en el 

clonaje a la señal SV40 Late que lleva el vector. Además de los plásmidos GFP-UTR.CAn, 

generamos una construcción adicional con una secuencia de 49 pares de bases insertada en 

la diana XbaI del vector phMGFP. Esta construcción (GFP-∆3UTR) serviría de control para 

comparar la caída de los mRNA GFP-3UTRCAn con un mRNA GFP sin la región 3’UTR de 

CD40LG insertada. 

 



 

 

 
Figura 12. Clonaje de la región 3’UT
entre las dianas de restricción XbaI y ClaI, en el extremo 3’UTR del gen de CD40LG obtenidas a 
partir de DNA genómico de diferentes individuos, generando así las construcciones GFP
3UTR.CAn con los alelos 23CA, 24CA, 26CA y 27CA del microsatélite. La secuencia 3’UTR de 
CD40LG queda situada justo a continuación de la secuencia codificante para la proteína verde 
fluorescente (GFP) y la fusión GFP
vector phMGFP (CMV I.E. 

 

 

Clonaje de la región 3’UTR del gen CD40LG. Las secuencias clonadas son las situadas 
entre las dianas de restricción XbaI y ClaI, en el extremo 3’UTR del gen de CD40LG obtenidas a 
partir de DNA genómico de diferentes individuos, generando así las construcciones GFP

alelos 23CA, 24CA, 26CA y 27CA del microsatélite. La secuencia 3’UTR de 
CD40LG queda situada justo a continuación de la secuencia codificante para la proteína verde 
fluorescente (GFP) y la fusión GFP-3UTR se expresa a través del promotor de citomegaloviru
vector phMGFP (CMV I.E. Enhancer/promoter).  
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Para conseguir células con expresión estable del DNA quimérico, insertamos la 

secuencia que codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa a continuación de un 

promotor del virus SV40 (SV40 Enhancer

resultantes, PCR GFP3UTR

constitutiva la fusión de GFP con la región 3’UTR de CD40LG y la resistencia al antibiótico 

G418, que permite el aislamiento de transf

 
 
 

Figura 13. Clonaje de la resistencia a neomicina en los vectores GFP
construcción GFP-3UTR.CAn con los alelos del MSCD40LG se insertó la secuencia de 1969 pb del 
vector pCI-neo que contienen la región codificante pa
(neor) que confiere resistencia al antibiótco G418. La resistencia queda insertada en la diana ClaI 
donde finaliza la secuencia 3’UTR de CD40LG clonada, justo a continuación de la fusión GFP
3’UTR.CAn. 

 

Se comprobó que las construcciones generadas contenían las secuencias insertadas 

mediante cortes con enzimas de restricción y análisis del tamaño de los fragmentos por 

electroforesis en geles de agarosa y también mediante PCR (PCRMSCD40LG, Tabla 3). 

Éstas PCR se hicieron de dos maneras, la primera igualando el número de copias iniciales 

del vector en la reacción de PCR al número de copias del gen presentes en 10 ng de DNA 

genómico (unas 1500 copias de cada juego cromosómico por ng de DNA genómico), 

equivalente a la cantidad que usábamos para los tipajes en los DNAs genómicos de 

controles y pacientes. De esta manera, el perfil de picos en la electroforesis de los productos 

Para conseguir células con expresión estable del DNA quimérico, insertamos la 

secuencia que codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa a continuación de un 

promotor del virus SV40 (SV40 Enhancer/Early Promoter) (Figura 13

PCR GFP3UTR.CAn-neo (en adelante GFP-3UTR.CAn), expresan de forma 

constitutiva la fusión de GFP con la región 3’UTR de CD40LG y la resistencia al antibiótico 

G418, que permite el aislamiento de transfectantes estables.  

Clonaje de la resistencia a neomicina en los vectores GFP-3UTR.CAn.
3UTR.CAn con los alelos del MSCD40LG se insertó la secuencia de 1969 pb del 

neo que contienen la región codificante para la enzima neomicina fosfotransferasa 
) que confiere resistencia al antibiótco G418. La resistencia queda insertada en la diana ClaI 

donde finaliza la secuencia 3’UTR de CD40LG clonada, justo a continuación de la fusión GFP

ue las construcciones generadas contenían las secuencias insertadas 

mediante cortes con enzimas de restricción y análisis del tamaño de los fragmentos por 

electroforesis en geles de agarosa y también mediante PCR (PCRMSCD40LG, Tabla 3). 

on de dos maneras, la primera igualando el número de copias iniciales 

del vector en la reacción de PCR al número de copias del gen presentes en 10 ng de DNA 

genómico (unas 1500 copias de cada juego cromosómico por ng de DNA genómico), 

idad que usábamos para los tipajes en los DNAs genómicos de 

controles y pacientes. De esta manera, el perfil de picos en la electroforesis de los productos 
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Para conseguir células con expresión estable del DNA quimérico, insertamos la 

secuencia que codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa a continuación de un 

Figura 13). Los vectores 

3UTR.CAn), expresan de forma 

constitutiva la fusión de GFP con la región 3’UTR de CD40LG y la resistencia al antibiótico 

3UTR.CAn. En cada 
3UTR.CAn con los alelos del MSCD40LG se insertó la secuencia de 1969 pb del 

ra la enzima neomicina fosfotransferasa 
) que confiere resistencia al antibiótco G418. La resistencia queda insertada en la diana ClaI 

donde finaliza la secuencia 3’UTR de CD40LG clonada, justo a continuación de la fusión GFP-

ue las construcciones generadas contenían las secuencias insertadas 

mediante cortes con enzimas de restricción y análisis del tamaño de los fragmentos por 

electroforesis en geles de agarosa y también mediante PCR (PCRMSCD40LG, Tabla 3). 

on de dos maneras, la primera igualando el número de copias iniciales 

del vector en la reacción de PCR al número de copias del gen presentes en 10 ng de DNA 

genómico (unas 1500 copias de cada juego cromosómico por ng de DNA genómico), 

idad que usábamos para los tipajes en los DNAs genómicos de 

controles y pacientes. De esta manera, el perfil de picos en la electroforesis de los productos 
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de la PCR era comparable al de los tipajes que habíamos hecho a partir de muestras de 

DNA genómico de pacientes y controles (Figura 14). Cada PCR produce la banda del 

tamaño correspondiente al fragmento amplificado y bandas extra producidas por errores 

de la polimerasa al replicar las  repeticiones del dinucleótido CA del microsatélite, que 

generalmente tienen menor tamaño debido a la pérdida de repeticiones del dinucleótido, 

un fenómeno conocido y bien estudiado 149,150. La segunda forma consistió en utilizar las 

mismas condiciones de la de PCR MSCD40LG, pero partiendo de una gran cantidad de 

copias (≈0,01 ng/µl, unas 105-106 moléculas iniciales por microlitro en la reacción) y 

amplificando en pocos ciclos (10-12), con lo que se consigue una banda mayoritaria que se 

distingue claramente de las bandas extra producidas por error de la polimerasa (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 14. Tipajes del MSCD40LG en los 
vectores de expresión. En las distintas 
construcciones generadas se comprobó el 
alelo del microsatélite presente por PCR (PCR 
MSCD40LG) y electroforesis capilar. Se 
muestran los perfiles de electroforesis de los 
productos amplificados (picos azules) cuyo 
tamaño se calculó por comparación con un 
patrón de longitud conocida (picos naranjas). 
En los gráficos se muestra la longitud en pares 
de bases (eje X) frente a la intensidad de 
fluorescencia (eje Y). A la izquierda, imágenes 
de las PCR realizadas en pocos ciclos 
partiendo de gran número de copias iniciales, 
que dan un pico mayoritario claro. A la 
derecha, PCR con los DNA plasmídicos 
diluidos para tener un número de copias 
iniciales semejante al de las PCR con las que 
se tipan los DNA genómicos. Los tamaños de 
las bandas en los tipajes realizados de las dos 
maneras coincidían en todos los casos. 
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Para comprobar que la diferencia entre las distintas construcciones residía 

únicamente en el número de repeticiones CA del microsatélite, secuenciamos  la región 

3’UTR clonada en los plásmidos con las construcciones GFP-3UTRCAn usando el primer 

izquierdo de la PCR GFP-MSCD40LG (Tabla 3). Las secuencias obtenidas (Figura 15A) se 

compararon con la secuencia de referencia del DNA genómico de CD40LG (NG_007280.1) 

comprendida entre la secuencia poli-C y la diana Cla I. Aparte de las pocas 

indeterminaciones en las lecturas (“n” en las secuencias en Figura 15), todas las secuencias, 

hasta donde alcanzaban con buena resolución (en dos de los vectores la secuencia no 

alcanzaba hasta la diana Cla I, pero sí llegaba hasta pasado el microsatélite), eran idénticas 

a la de referencia (Figura 15B y C), y se diferenciaban sólo en la longitud del microsatélite, 

con la excepción de GFP-3UTRCA27, que tenía una citosina (C) menos que el resto en la 

secuencia poli-C, con (C)13 frente a (C)14 en el resto.  
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Figura 15. Secuenciación de los fragmentos de la región 3’UTR de CD40LG clonados en los 
vectores GFP-3UTR.CAn. (A) Se secuenciaron 100 ng /µl de cada vector a partir del primer izquierdo 
de la PCR GFP-MSCD40LG. En la parte superior se muestra la secuencia de referencia del DNA 
genómico de CD40LG (NG_00728.1). Debajo, las secuencias obtenidas en los vectores GFP-
3UTR.CAn con los alelos 23CA, 24CA, 26CA y 27CA. Están resaltadas las secuencias poli-C (en 
verde), CU-rich (en azul) y el microsatélite (en rojo). (B) y (C) Comparación de la secuencia de 
referencia con las secuencias para los vectores, con el programa EMBOSS merger. Las diferencias 
aparecen señaladas en rojo. 

 

Para verificar que la menor longitud de la poli-C en el vector GFP-3UTRCA27 no era  

debida a un error en la secuenciación, amplificamos mediante PCR la secuencia poli-C 

(PCR poli-C, Tabla 3) en los cuatro vectores, partiendo de ≈0,01 ng/µl de vector al igual que 

habíamos hecho en las PCR para el tipaje del microsatélite. Estas PCR confirmaron la 

longitud (C)13 en la secuencia poli-C del vector GFP-3UTR.CA27 (Figura 16). 
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Figura 16. Amplificación de la 
secuencia poli-C. En las distintas 
construcciones generadas se amplificó 
la región conteniendo la secuencia poli-
C (PCR poli-C, Tabla 3), en pocos ciclos  
y partiendo de un gran número de 
copias del vector. Los productos de 
PCR se resolvieron por electroforesis 
capilar, y a partir del tamaño estimado 
se calculó el número de repeticiones 
(C)n por comparación con el de la 
secuencia de referencia de CD40LG en 
Genbank. La construcción GFP-
3UTR.CA27 tenía una C menos que el 
resto. Se muestran los perfiles de 
electroforesis del fragmento 
amplificado (picos azules) señalando el 
tamaño en pares de bases (eje X).  
 

El número de repeticiones del dinucleótido (CA)n del microsatélite y el de citosinas 

(C)n de la poli-C obtenidos por secuenciación no coincidente con el calculado a partir del 

tamaño del fragmento amplificado por PCR, pero siempre se mantiene la diferencia de 

repeticiones (CA)n y (C)n entre los vectores (Tabla 11). Las secuencias y los tipajes en los 

vectores GFP-3UTR.CAn indican que las distintas construcciones GFP-3UTR.CAn tienen 

idéntica secuencia salvo por el número de repeticiones (CA)n, con la excepción de una C 

menos en la secuencia poli-C del vector GFP-3UTR.CA27 respecto al resto. 

 

 

 

 

 

Tabla 11. Número de repeticiones (CA)n en el MSCD40LG y (C)n en la 
secuencia poli-C en las construcciones. 

         Nº repeticiones CA Nº repeticiones C 

Construcción  PCR1  Secuenciación2  PCR3   Secuenciación 

GFP-3UTR.CA23 23 25 9 14 

GFP-3UTR.CA24 24 26 9 14 

GFP-3UTR.CA26 26 28 9 14 

GFP-3UTR.CA27 27 29 8 13 
1 Repeticiones calculadas a partir del tamaño de la banda amplificada con la  PCR 
MS40LG. 2 Número de repeticiones (CA)n o (C)n en las secuencias. 3 Repeticiones 
calculadas a partir del tamaño de la banda amplificada con la  PCR poli-C. 
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· Obtención de transfectantes estables de las construcciones GFP-3UTR.CAn 
 

Los vectores GFP-3UTR.CAn se transfectaron en la línea celular humana HEK293 y 

se cultivaron en presencia de 400 µg/ml del antibiótico G418. Tras aproximadamente una 

semana en presencia del antibiótico la mayoría de las células morían y aparecían algunas 

colonias de células resistentes, que habían integrado el vector en el genoma y expresaban la 

resistencia a G418. La expresión de la fusión GFP-3UTR.CAn se detectaba por microscopía 

de fluorescencia (Figura 17). En las placas de transfecciones se incluyeron pocillos con 

células no transfectadas como control de G418. En estos pocillos todas las células morían 

antes de dos semanas de cultivo con G418 (Figura 17A). Se aislaron varias colonias 

resistentes de cada vector transfectado, y se crecieron de forma independiente para 

establecer clones de células con las construcciones GFP-3UTR.CAn insertadas de forma 

estable (Figura 17B-J).  

 

 Los alelos del MSCd4LG se volvieron a comprobar en los clones HEK293 con las 

construcciones GFP-3UTR.CAn insertadas. Para ello, se aisló RNA total, y se obtuvo cDNA 

mediante retrotranscripción. Se realizaron dos amplificaciones en estos cDNAs, la primera 

con la PCR GFP-MSCD40LG (tabla 3), que tiene un primer en el final de la secuencia 

codificante de la GFP y el otro pasado el MS (Figura 18). Con esta PCR comprobamos que el 

mRNA que expresaban las construcciones insertadas era el esperado. Alícuotas de los 

productos de PCR GFP-MSCD40LG purificados se amplificaron 10-12 ciclos adicionales con 

los primers para el tipaje del MS (PCR MSCD40LG), y se asignaron los alelos calculando el 

tamaño del producto de PCR por electroforesis capilar. En la Figura 18 se muestra un 

esquema de las PCR realizadas en las construcciones insertadas en los clones HEK293. En 

todos los clones, el alelo del MSCD40LG coincidía con el del vector introducido (Figura 19). 

Estos clones, una vez tipados, se utilizaron para medir la estabilidad de los mRNA GFP-

3UTR.CAn. 
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Figura 17. Imágenes de los cultivos de la línea HEK293 transfectada con los vectores GFP-
3UTR.CAn. (A) Células no transfectadas usadas como control del antibiótico G418, donde tras 8-10 
días morían todas las células. (B-D) Aparición de colonias resistentes al tratamiento con 400 µg/ml 
del antibiótico G418 en los pocillos con células transfectadas. (E-J) Imágenes del crecimiento de  
colonias resistentes aisladas para generar los clones GFP-3UTR.CAn. 

 

 

 



56 
 

 
 

Figura 18. Esquema de las PCR realizadas en las construcciones GFP-3UTR.CAn transfectadas 
en la línea HEK293. Está representada la porción de los vectores que contiene las construcciones 
GFP-3UTR.CAn con el promotor de citomegalovirus (CMV), el intrón artificial al comienzo de la 
secuencia transcrita a mRNA, la secuencia codificante de la GFP y el fragmento clonado de la 
región 3’UTR de CD40LG (entre Xba I y Cla I), donde se indica la situación del microsatélite. 
Superpuestas en el esquema están las parejas de primers de las PCR realizadas en estas 
construcciones. Para comprobar que los mRNA expresaban las construcciones completas y que 
los alelos del MSCD40LG se mantenían en los clones HEK293 se realizaron dos PCR seriadas a 
partir de cDNA (PCR GFP-MSCD40LG y PCR MSCD40LG, derecha). La PCR GFP3UTR se utilizó 
para medir la caída del mRNA GFP-3UTR.CAn en las cinéticas. 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Tipajes en los clones 
HEK293 GFP-3UTR.CAn. A 
partir de células HEK293 
transfectadas con las distintas 
construcciones GFP-3UTR.CAn 
se seleccionaron dos clones 
portadores de cada uno de los 
alelos: 23CA (118 pb), 24CA (120 
pb), 26CA (124 pb) y 27 CA (126 
pb). En ellos se volvió a tipar el 
MSCD40LG para comprobar 
que se mantenía el alelo 
introducido. Se muestran los 
perfiles de electroforesis de los 
fragmentos amplificados en 
cada clon (picos azules) y el 
patrón de tamaño (picos 
naranjas) añadido a cada 
muestra. En el eje X se señala la 
longitud en pares de bases. En 
todos los casos el alelo obtenido 
en ambos clones se correspondía 
con el esperado. 
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· Cinéticas de caída de los mRNA GFP-3UTR.CAn  
 

Para medir la estabilidad de los mRNA GFP-3UTR.CAn en función del alelo del 

MSCD40LG presente, se utilizaron dos clones de HEK293 transfectados con cada uno 

de los alelos. Las células se cultivaron en placas de 24 pocillos en medio completo y se 

crecieron hasta llegar a una confluencia aproximada del 90%. Para parar la transcripción se 

añadió actinomicina D (Act-D) a 10 ug/ml, y se recogieron muestras a los 0, 30 60 y 90 

min de tratamiento. A partir de estas muestras se aisló el RNA total. Una alícuota de 600 

ng de cada muestra se retrotranscribieron para obtener cDNA. Todas las reacciones 

incluían como controles negativos muestras sin retrotranscriptasa en la mezcla, para 

descartar amplificación a partir de DNA genómico. Las muestras de cDNA se amplificaron 

mediante PCR a tiempo real en placas de 384 pocillos. Además de amplificar el cDNA GFP-

3UTR.CAn de las construcciones insertadas, se amplificaron los cDNAs de otros dos genes 

expresados por HEK293, GADPH, como gen de referencia de expresión estable para 

controlar las variaciones en las distintas etapas del ensayo, y de c-fos, que tiene un mRNA 

de vida media corta, como control del ensayo de caída del mRNA. 

Las PCR GFP3UTR, GADPH y c-fos se realizaron en pocillos independientes. 

Se hicieron dos cinéticas de Act-D por cada clon, al menos dos RT por muestra de 

cada cinética, y al menos dos PCR con duplicados por cada muestra de RT. En 

repetidas ocasiones no se obtuvo ningún producto de PCR a partir del clon C1 

(GFP-3UTR.CA23), y se descartó para el análisis posterior de las cinéticas por lo que 

los resultados para este alelo provienen de un solo clon. Para construir rectas patrón 

con las que transformar los valores de umbral de ciclo (Ct) obtenidos en las PCR 

cuantitativas (qPCR) en valores de logaritmo del número de moléculas se hicieron 

diluciones seriadas (½) a partir de muestras de cDNA obtenidas en el tiempo inicial (t0) de 

las cinéticas con Act-D. Como las cantidades de moléculas al inicio de las cinéticas (t0) son 

desconocidas, se eligió un valor arbitrario de logaritmo de moléculas de partida y se asignó 

a cada punto de la recta un valor en función de la dilución con respecto a ese valor de 

partida. Las pendientes de todas las rectas patrón obtenidas para cada PCR (GFP-

3UTR.CAn, GADPH y c-fos) se compararon en función del alelo, clon, RT, cinética o placa 

de la que procedían. No había correlación con ninguno de estos parámetros, y tanto las 

pendientes como los valores de corte con el eje de ordenadas seguían una distribución 



 

normal, por lo que construimos rectas patrón con los valores promedio de pendiente y 

corte con el eje de ordenadas de todas las rectas de cada PCR (

rectas patrón “medias” (GFP

de Ct obtenidos en las PCR en valores de logaritmo del número de moléculas de  mRNA 

(log molec). 

 

 
Figura 20. Rectas patrón de la 
logaritmo de moléculas. (A) Rectas patrón de las placas de PCR para la 
valores de la recta media (en 
pendientes ni los valores de corte con el eje Y de las rectas correlacionaban con las variables clon, 
cinética, RT o placa. Lo mismo ocurría en las
patrón medias de igual manera.

 

construimos rectas patrón con los valores promedio de pendiente y 

corte con el eje de ordenadas de todas las rectas de cada PCR (Figura 20

rectas patrón “medias” (GFP-3UTR.CAn, GADPH y c-fos) transformamos todos los valores 

en las PCR en valores de logaritmo del número de moléculas de  mRNA 

 

Rectas patrón de la PCR GFP3UTR para la transformación de valores de Ct en 
. (A) Rectas patrón de las placas de PCR para la PCR GFP3UTR

valores de la recta media (en verde) empleada para transformar todos los valores de Ct. (B) Ni las 
pendientes ni los valores de corte con el eje Y de las rectas correlacionaban con las variables clon, 
cinética, RT o placa. Lo mismo ocurría en las PCR GADPH y c-fos, en las que se calcularon rectas 
patrón medias de igual manera. 
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construimos rectas patrón con los valores promedio de pendiente y 

Figura 20). Con estas tres 

fos) transformamos todos los valores 

en las PCR en valores de logaritmo del número de moléculas de  mRNA 

 

para la transformación de valores de Ct en 
PCR GFP3UTR, con los 

) empleada para transformar todos los valores de Ct. (B) Ni las 
pendientes ni los valores de corte con el eje Y de las rectas correlacionaban con las variables clon, 

fos, en las que se calcularon rectas 
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Los valores de log molec se clasificaron en función del alelo del microsatélite y del 

tiempo de tratamiento con Act-D para estimar la cantidad de mRNA a cada tiempo y 

calcular su vida media. Para corregir las variaciones en el ensayo, los valores individuales 

de log molec PCR GFP3UTR.CAn y c-fos en cada muestra se corrigieron con el valor de log 

molec GADPH correspondiente de la siguiente manera: 

 

 jk( lkjmn  opq+3r&s.tuv 
 1000 lkjmn  ouwqx  � HyzL {zy|} ~�� + 3��c. ��� –  �zL {zy|}  ~����I 3 3 

 

El cálculo es equivalente a expresar el número de moléculas de mRNA GFP-

3UTR.CAn (o c-fos) por cada 1000 moléculas de mRNA GADPH, pero operando con los 

valores en logaritmos. Los valores corregidos se agrupaban en función del clon y/o la 

cinética de donde procedían (Figura 21). Además, en el caso de GFP-3UTRCAn estas 

diferencias parecían reflejar diferencias reales, ya que en los cultivos de los clones HEK293 

GFP-3UTRCAn también se apreciaban diferencias de brillo de la proteína GFP entre clones 

con la misma construcción insertada, e incluso en un mismo clon dependiendo del estado 

de crecimiento en el pocillo, lo que podría explicar las diferencias entre las dos cinéticas en 

un mismo clon. Para poder comparar las pendientes de caída de los distintos alelos entre sí 

se trasladaron todos los valores de cada serie (t0 a t90 para cada clon en una cinética 

concreta), de forma que en el tiempo inicial (t0) la cantidad media de moléculas fuera log 

molec = 3, tanto para GFP-3UTR.CAn como para c-fos: 

 

�k�l jk( lkjmn opqTar&s.tuv
bXXX ouwqx  �   jk( lkjmn opqTar&s.tuv

bXXX ouwqx  + ��njkv,nMvé�Mn� �  jk( lkjmn opqTar&s.tuv
bXXX ouwqx ) +3 

 

 Esta normalización agrupa de forma homogénea los valores a cada tiempo de la 

cinética, sin afectar al valor de la pendiente de la recta calculada con la media de los valores 

a cada tiempo. En la  Figura 21 se muestran los valores de las caídas de los mRNA PCR 

GFP3UTR.CAn y c-fos para los clones con el alelo 24 alelo del MSCD40LG antes y después 

de su normalización.  
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Figura 21. Normalización de los valores log molec GFP-3UTR.CAn y c-fos. Los valores de log 
molec GFP-3UTR.CAn y c-fos  (corregidos con el mRNA control GADPH) se agrupaban en 
función del clon y/o la cinética de procedencia. Para igualar el origen de todas las series se 
normalizaron los valores de cada una de forma que a tiempo t0 todas las series tuvieran la misma 
media (log molec = 3). Las gráficas muestran los valores previos a la normalización para los 
mRNA GFP-3UTR.CAn (A) y c-fos (C) del alelo 24CA y después de su normalización (B, D). En 
los mRNA GFP-3UTR.CAn se aprecia claramente la diferencia entre los dos clones con el alelo 24CA 
(X2 y 2C2).  Sse apreciaban también diferencias entre las dos cinéticas realizadas en cada clon (X2,1 
y X2,2). En las gráficas aparecen las ecuaciones de las rectas GFP-3UTR.CAn y c-fos, que se 
mantienen tras la normalización. 

 

 

· Comparación de la estabilidad del mRNA en función del alelo del MSCD40LG 

 

Los valores normalizados de log molec GFP-3UTR y c-fos  se utilizaron para calcular 

las rectas de caída para cada alelo mediante regresión lineal. Como era de esperar, las 

pendientes de caída de las rectas c-fos son parecidas en todos los alelos (Figura 22). En 

comparación, las caídas de los mRNA GFP-3UTR.CAn tienen mayores diferencias entre sí. En 

general, los tiempos de vida media (t ½) de los mRNA GFP-3UTR.CAn oscilan entre 114 y 392 
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min, menores que el mRNA control GFP-Δ3UTR, que no tiene una caída apreciable en los 90 

min de las cinéticas, lo que indica que la región 3’UTR de CD40LG clonada en las 

construcciones actúa como un elemento que desestabiliza los mRNA. Llama la atención la 

recta de GFP-3UTR.CA23, que tiene la menor caída con una pendiente incluso ligeramente 

positiva. 

Las rectas GFP-3UTR.CAn y c-fos para los distintos alelos se compararon mediante 

el  estadístico F (Extra Sum of Squares F test) que estima la probabilidad de los datos bajo la 

hipótesis nula de igualdad de pendientes entre los diferentes alelos frente a la hipótesis 

alternativa de pendientes distintas para cada alelo. En la Tabla 11 se recogen los parámetros 

de las rectas c-fos y GFP-3UTR.CAn, con el cálculo de la vida media (t ½), y las 

comparaciones entre los distintos alelos.  

 

Figura 22. Rectas de caída de los mRNA GFP-3UTR.CAn y c-fos. Caída de los mRNA GFP-
3UTR.CAn (A) y c-fos (B) en log molec frente al tiempo tras la parada de la transcripción con Act-D 
en función del alelo del MSCD40LG. 
 
 

Las rectas de caída del mRNA de control c-fos son muy  homogéneas, con t ½ entre 38 

y 49 min, salvo para el alelo 23CA (83 min). Esta última se aparta del resto, aunque incluida 

en el conjunto total de rectas c-fos no produce diferencias estadísticamente significativas. 

En conjunto, las rectas c-fos indican una buena homogeneidad en el ensayo entre las 

distintas construcciones. 
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1 Vida media (- log2 / Pendiente). 2 En negrita valores p <0,05 

  

 En cuanto a las rectas de caída del mRNA PCR GFP3UTR.CAn, la comparación del 

conjunto de rectas (excluyendo el control GFP-∆3UTR) indica que las caídas no son 

homogéneas. Nuevamente la recta del alelo 23CA se aparta claramente del resto, y no se 

aprecia caída a lo largo de los 90 min de la cinética (la recta tiene una pendiente incluso 

ligeramente positiva). Este resultado, unido una caída de c-fos que también se aparta del 

resto en este alelo, y al hecho de que solo pudieron analizar los datos de un clon con el alelo 

23CA (por la eliminación del clon C1), lleva a poner en duda la fiabilidad de este resultado. 

Respecto al resto de alelos, la comparación de los alelos 24CA, 26CA y 27CA de nuevo 

indica que las caídas no son homogéneas (p = 0,02). Comparando estos tres alelos dos a 

dos, sólo la diferencia entre 24CA y 26CA resulta estadísticamente significativa, aunque las 

comparaciones 24CA, 27CA y 26CA, 27CA se acercan a la significación (p = 0,06 y p = 0,07 

respectivamente). En todas estas comparaciones, las rectas c-fos resultan homogéneas 

Tabla 11. Comparación de rectas c-fos y GFP-3UTR.CAn en función del alelo de MSCD40LG 

Rectas c-fos 

 
GFP-∆3UTR GFP-3UTR.CA23 GFP-3UTR.CA24 GFP-3UTR.CA26 GFP-3UTR.CA27 

Corte con eje de ordenadas 2,967 2,943 3 3,02 2,972 

Pendiente -0,00733 -0,003626 -0,006245 -0,008005 -0,006204 

t ½  (min)1 41 83 48 38 49 

p ∆3UTR,23CA,24CA,26CA,27CA 0,515 
   p 23CA,24CA,26CA,27CA 0,161 
   p 24CA,26CA,27CA 

 
0,303 

   p 24CA,26CA 
 

0,239 
   p 24CA,27CA 

 
0,977 

   p 26CA,27CA 
 

0,243 
   

Rectas GFP-3UTR.CAn 

GFP-∆3UTR GFP-3UTR.CA23 GFP-3UTR.CA24 GFP-3UTR.CA26 GFP-3UTR.CA27 

Corte con eje de ordenadas 3,001 2,983 2,992 2,999 2,998 

Pendiente -0,0003996 0,000485 -0,002645 -0,000767 -0,001887 

t ½  (min)1 753 - 114 392 160 

p 23CA,24CA,26CA,27CA   0,00042 

   p 24CA,26CA,27CA 0,0198 

p 24CA,26CA 0,0268 

p 24CA,27CA 0,0631 

p 26CA,27CA 0,0707 
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(Tabla 11), lo que indica que las diferencias entre las caídas del mRNA GFP-3UTR.CAn se 

deben a la diferencia en el alelo del MSCD40LG que llevan las construcciones.  

 En conjunto, estos resultados indican que el MSCD40LG actúa de forma autónoma 

como un elemento que afecta a la estabilidad del mRNA de forma dependiente del número 

de repeticiones (CA)n presentes, aunque no permiten determinar con precisión la magnitud 

de las diferencias en la estabilidad en función del alelo.  

 

·MSCD40LG, estructura secundaria del mRNA y estabilidad del mRNA 

 Para tratar de explorar posibles mecanismos mediante los cuales el MSCD40LG 

pudiera ejercer un efecto en la estabilidad del mRNA generamos predicciones de las 

estructuras secundarias de la región 3’UTR de CD40LG clonada en las construcciones GFP-

3UTR.CAn, y buscamos en la secuencia del mRNA potenciales dianas para las proteinas 

PTB y hnRNPL, que forman parte del complejo regulador que se une a la región donde se 

sitúa el MSCD40LG (Complex II, Figura 5). Las predicciones de las estructuras fueron 

hechas con el programa mFold 140 que calcula una estructura óptima con el mayor descenso 

en energía interna (∆G) y un conjunto de estructuras subóptimas con ∆G mayores que la 

estructura óptima hasta un límite definido. El conjunto de estructuras se representa en un 

gráfico llamado Energy Plot en el que ambos ejes X e Y representan la secuencia de bases del 

RNA. Cada punto del Energy Plot representa un par de bases (Xi,Yj) con una gradación de 

colores en función de la energía libre del plegamiento en el que se encuentran 

representados, con los pares de bases de la estructura óptima representados en solitario en 

el triángulo de la parte inferior de la diagonal del gráfico. Relacionados con el Energy Plot el 

programa ofrece tres parámetros (p-num, h-num y s-num) que describen la propensión de 

cada base a aparearse con el resto de bases de la secuencia. El valor p-num indica el número 

de bases diferentes con que cada base concreta se encuentra apareada en los plegamientos 

representados, h-num es el promedio de valores p-num en las bases que forman una hélice 

determinada y s-num indica la frecuencia con que cada base se encuentra desapareada. Las 

predicciones de la estructura secundaria con una buena definición según estos parámetros 

tienen más probabilidad de coincidir con la estructura real cuando se comparan las 

predicciones con los de moléculas de RNA de estructura conocida 151. Por tanto, estos 

parámetros ayudan a valorar la probabilidad de que una estructura generada sea parecida 

a la real.  
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La predicción de la estructura de GFP-3UTR.CA24 desde XbaI hasta la cola de poli-

A (con 50 adeninas añadidas al final de la secuencia) se muestra en la Figura 24 A como 

representativa de las estructuras GFP-3UTR.CAn, junto con el Energy Plot y dos gráficas 

que representan los valores de p-num y s-num (eje Y) para cada base en la secuencia de 

bases (eje X), en paralelo a la representación en el Energy Plot (Figura 24 B). Según el Energy 

Plot la región con mejor definición dentro de esta secuencia está entre las bases 200 y 380 

(delimitada por el cuadrado rojo). De forma correspondiente la gráfica de p-num tiene 

valores bajos en esa zona (marcada con flecha roja de doble punta). Esta región abarca en la 

estructura óptima (Figura 24 A) desde 16 bases antes del comienzo del MSCD40LG hasta 

131 bases pasado éste, e incluye el MSCD40LG y un stem largo situado justo a continuación 

(MSCD40LG y el stem señalados en azul y gris en las gráficas p-num y s-num). Las regiones 

anterior y posterior a ésta tienen peor definición, y se reflejan en el Energy Plot en las dos 

zonas con mayor densidad de apareamientos de bases en las estructuras subóptimas  

(círculos en el Energy Plot de la Figura 24 B). La gráfica s-num (con la secuencia poli-C 

resaltada en verde y el MSCD40LG en azul) indica que tanto la secuencia poli-C como el 

MSCD40LG se encuentran casi en toda su longitud en forma de hebra sencilla en el 100% 

de ocasiones en los distintos plegamientos (s-num=1). 
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Figura 24. Estructura secundaria de la región 3’UTR del mRNA de CD40LG clonada en GFP-
3UTR.CA24. Predicciones de estructuras secundarias generadas en mFold a partir de la secuencia 
del mRNA GFP-3UTR.CA24 entre XbaI y la cola de poli-A, con 50 adeninas añadidas al extremo 
3’ para formar una cola de poli-A (naranja). (A) La estructura óptima donde están señaladas la 
secuencia poli-C (verde) y el MSCD40LG (azul). Las flechas indican la dirección de la secuencia 
de 5’ a  3’.  (B) Energy Plot (arriba) y gráficas con los parámetros p-num y s-num a lo largo de la 
secuencia (ejes X en las gráficas, en paralelo al eje horizontal en la parte superior del Energy Plot). 
En este último se señalan las regiones con mejor (cuadrado rojo) y peor (círculos negros) 
definición según estos parámetros. 

 

Al igual que la estructura con la secuencia del alelo 24CA de la Figura 24, 

generamos estructuras con las secuencias que contenían los otros tres alelos de las 

construcciones GFP-3UTR.CAn (Figura 25). Estas son prácticamente idénticas (se muestra 

por comparación la estructura del mRNA GFP∆3UTR). Esto no apoya la idea de que  

variaciones  importantes en la estructura del mRNA GFP-3UTR.CA23 puedan ser la causa 

de  la falta de caída que muestran los resultados de la cinética. 
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Figura 25. Estructuras secundarias de los mRNA GFP-3UTR.CAn. Las estructuras fueron 
generadas en el programa mFold con la secuencia 3’UTR de CD40LG clonada en las 
construcciones GFP-3UTR.CAn, más 50 adeninas añadidas al final como cola de poli-A (Figura 
24). Las estructuras mostradas son las calculadas por mFold como óptimas (con el mayor 
descenso en energía interna (∆G) en el plegamiento) para las secuencias con los alelos clonados 
del MSCD40LG para los ensayos de estabilidad del mRNA. El número de nucleótidos (C)n en la 
secuencia poli-C y de dinucleótidos (CA)n en el MSCD40LG está basado en los datos de 
secuenciación (Tabla 11). 

 

 

Además de las estructuras generadas a partir de las secuencias con los alelos del 

MSCD40LG que llevaban las construcciones GFP-3UTR.CAn, generamos estructuras en las 

mismas condiciones con secuencias con números muy altos o muy bajos de repeticiones 

(CA)n, para explorar la resistencia de la configuración desapareada del MSCD40LG y de la 

estructura donde se encuentra al cambio en la longitud del MSCD40LG (Figura 26). Las 

estructuras con 14CA y 33CA se corresponden con los alelos más corto y largo que 

habíamos encontrado en las muestras de DNA tipadas para los estudios de asociación. 

Éstas se mantienen idénticas a las generadas con los alelos de las construcciones GFP-

3UTR.CAn, con el MSCD40LG formando un loop más o menos amplio según el número de 

repeticiones (CA)n. Ampliando aún más el rango de longitudes, el aumento hasta 40CA 

sigue produciendo idéntica estructura, mientras que disminuyendo la longitud a 6CA la 
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estructura óptima cambia (aunque la segunda estructura con menor ∆G (recuadro 6CA S2) 

es nuevamente idéntica al resto).    

 

Figura 26. Resistencia de la estructura donde se encuentra el MSCD40LG al cambio en el número 
de repeticiones (CA)n. Disminuyendo la longitud a 6CA la estructura óptima cambia, aunque 3 de 
las 6 repeticiones CA siguen estando desapareadas. La segunda estructura con menor ∆G (6CA S2) 
es idéntica al resto. 

 

 

Las estructuras generadas para las construcciones GFP-3UTR.CAn que aparecen en 

las figuras 23 a 25 están obtenidas mostrando posibles plegamientos con un ∆G como 

máximo un 5% mayor que el ∆G de la estructura óptima (el porcentaje se maneja con un 

parámetro llamado percent suboptimality, que varía la diferencia en el ∆G del plegamiento 

respecto a la estructura óptima de los plegamientos que son incluidos en el Energy Plot 

hasta un límite de 12 kcal mol 140.  En estas secuencias, el 5% del ∆G óptimo supone 

plegamientos a una distancia máxima de unas 4 kcal/mol del ∆G óptimo (de unas -75 

kcal/mol). Relajando este parámetro al 25% se incluyen todas las estructuras hasta la 

diferencia máxima de 12 kcal/mol, y las estructuras generadas con las secuencias GFP-

3UTR entre XbaI y la cola de poli-A pasan de 7 a 14. Con estas condiciones el MSCD40LG 

sigue apareciendo prácticamente en toda su longitud en hebra sencilla en el 100% de las 

estructuras generadas. El MSCD40LG también aparece en forma de hebra sencilla las 
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predicciones de estructuras obtenidas a partir de las secuencias completas del mRNA de 

CD40LG. Todos estos datos indican que hay una alta probabilidad de que el MSCD40LG se 

encuentre desapareado prácticamente en su totalidad en la estructura del mRNA formando 

un loop amplio, accesible para la unión de proteínas reguladoras. 

 

·MSCD40LG y procesamiento del pre-mRNA 
 

Durante la preparación de los ensayos de caída del mRNA, tras la obtención de los 

clones de la línea HEK293 con las construcciones GFP-3UTR.CAn y antes de realizar las 

cinéticas de caída del mRNA, hicimos pruebas de las tres PCR (GFP-3UTR.CAn, GADPH y 

c-fos) con las que íbamos a realizar las medidas de los mRNA GFP-3UTR.CAn, GADPH y 

c-fos. Aislamos RNA de células de los clones HEK293 en cultivo y tras tratar con 

actinomicina D a diferentes tiempos y comprobamos en geles de agarosa que las tres PCR 

daban una banda única del tamaño esperado. Así fue en todos los clones para las PCR 

GADPH y c-fos. En la PCR GFP3UTR que medía los c-DNA GFP-3UTR.CAn y GFP-∆3UTR, 

aparecía una banda en las PCR realizadas sobre los c-DNA GFP-3UTR.CAn, de tamaño 

correspondiente a la PCR sobre la secuencia del mRNA sin el intrón artificial que lleva en el 

extremo 5’ transcrito, es decir, sobre la secuencia correspondiente al mRNA maduro, que ha 

perdido el intrón artificial por splicing en el procesamiento en el núcleo (Figura 27).  

 

Figura 27. PCR GFP3UTR realizada en los cDNAs de los clones HEK293 con distintas 
construcciones GFP-3UTR.CAn y GFP∆3UTR. (A) En la primera calle se muestra el patrón de tamaño, 
con la banda de 500 pb más intensa que el resto y bandas sucesivas con diferencia de 100 pb. En el resto de 
las calles se muestra el producto de las PCR GFP3UTR en los clones D1 (GFP-Δ3UTR), A3 y B1 (los dos GFP-
3UTR.CA27). (B) En la primera calle se muestra el patrón de tamaño, en la segunda el patrón de tamaño 
mezclado con el producto de la PCR GFP3UTR del clon D1 y en las siguientes la PCR GFP3UTR en los 
clones D1, A3, B1 y 2C2 (GFP-3UTR.CA24) tras 0 min (t0) ó 90 min (t90) de tratamiento con Act-D. Las 
flechas superior e inferior corresponden al tamaño esperado de la PCR sobre la secuencia con y sin intrón 
(293 y 161 pb respectivamente). 
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Sin embargo, en las PCR GFP3UTR realizadas sobre los c-DNAs de la construcción GFP-

∆3UTR aparecían dos bandas, de intensidad similar y con tamaños que se correspondían 

con los esperados para las PCR realizadas sobre la secuencia de mRNA GFP-∆3UTR con y 

sin el intrón artificial (Figura 27). Esto supone que el c-DNA tenía copias de los pre-mRNAs 

GFP-∆3UTR (secuencia con el intrón) y del mRNA maduro (sin el intrón). Las tres RNP 

descritas que se unen a la región 3’UTR de CD40LG en los mRNA GFP-3UTR.CAn 

(Nucleolin, PTB y hnRNPL) se sabe que participan en varias funciones relacionadas con el 

procesamiento y la regulación de la expresión de mRNA. Dado que en las células en cultivo 

el mRNA GFP-3UTR.CAn se transcribe de forma contínua, la presencia de una de pre-

mRNA GFP-∆3UTR en equilibrio con una cantidad similar de mRNA procesado, mientras 

que en los mRNA GFP-3UTR.CAn no aparece una cantidad apreciable de pre-mRNA, 

sugiere que la velocidad de  procesamiento del mRNA GFP-3UTR.CAn aumenta de forma 

apreciable con la presencia de la región 3’UTR de CD40LG clonada en estas construcciones. 
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El componente genético que define la predisposición a desarrollar enfermedades 

autoinmunes como LES o AR es complejo, está compuesto de múltiples factores con escasa 

penetrancia y aún no está completamente definido a pesar del gran esfuerzo que se ha 

dedicado a esta tarea desde hace varias décadas. Estudios realizados en nuestro laboratorio 

describieron asociación del MSCD40LG a LES y AR, en la que en ambas enfermedades el 

alelo mayoritario en la población (24CA) se encontraba con menor frecuencia en pacientes 

que en controles. Además, linfocitos T CD4 de individuos con alelos 24CA tenían una 

expresión diferente CD40LG que aquellos con alelos diferentes, lo que apoyaba la idea de 

que el MSCD40LG puede representar una variante causal en la predisposición genética a 

desarrollar estas enfermedades. En este trabajo hemos mostrado que la asociación del 

MSCD40LG descrita en los trabajos anteriores tenía gran similitud y se ajustaba a un 

modelo codominante donde el alelo 24CA confiere un menor riesgo en función de la 

presencia de 0,1 o 2 copias. Hemos revisado la asociación del MSCD40LG a LES y AR tras 

la inclusión de nuevas muestras de controles sanos y pacientes de LES. Además, hemos 

realizado un ensayo para tratar de ver si las variantes alélicas comunes del MSCD40LG 

influyen en la estabilidad del mRNA de este gen.  

Los resultados de este trabajo en cuanto a la asociación marcada por el alelo 24CA 

frente al resto confirman en lo esencial lo descrito en los trabajos previos, con el alelo 24CA 

como alelo que confiere menor riesgo. Los resultados de asociación a AR son muy 

parecidos, como es de esperar ya que sólo ha cambiado respecto al estudio inicial el 

incremento en la serie de controles con la inclusión de la serie DSC2. El aumento de la serie 

de controles se traduce en un aumento del poder estadístico en las comparaciones, y en un 

ajuste más claro a un modelo de penetrancia multiplicativo. En cuanto a los resultados de 

asociación a LES, en la pequeña serie nueva de LES peninsulares la asociación se replica 

respecto al estudio inicial en población canaria. En población canaria presentan mayores 

diferencias con los anteriores con la inclusión de las nuevas muestras de pacientes de LES 

como de controles. Se mantiene la asociación marcada por el alelo 24CA como alelo de 

menor riesgo, pero en los genotipos construidos agrupando el alelo 24CA frente al resto de 

alelos (2424, 24X y XX), hay un RR similar para los genotipos 2424 y 24X, y mayor para el 

genotipo XX, lo cual implica dominancia del alelo 24CA. A pesar de que según los 

resultados de este trabajo la asociación del alelo 2CA a AR y LES se ajusta de forma clara a 

modelos diferentes de penetrancia, los tamaños muestrales no permiten distinguir con 

precisión si esa diferencia es real, ya que las series de LES y AR son homogéneas cuando se 

comparan las frecuencias de los genotipos 2424, 24X, XX, por lo que estadísticamente las 
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series ARC1 y LESC12 podrían surgir de unas frecuencias genotípicas comunes. Lo mismo 

sucede con las series LESC1 y LESC2, que resultan estadísticamente homogéneas aunque 

en LESC2 se aprecia una mayor frecuencia de genotipos 2424 que conduce al cambio en el 

modelo de penetrancia al que se ajusta la asociación en la serie ampliada LESC12. La 

limitación del tamaño muestras impide distinguir si otras causas aparte de la distribución 

en el muestreo pueden estar detrás de estas diferencias. La medida del exceso de 

homozigotos se utiliza para comprobar si una población se encuentra en equilibrio de 

Hardy-Weinberg. En una muestra de pacientes de una enfermedad, un marcador asociado se 

encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg cuando la asociación sigue un modelo 

multiplicativo 145. Este es el caso de las series ARC1 y LESC1, pero no de LESC2, que tiene 

una mayor frecuencia de homozigotos de lo esperado bajo equilibro de Hardy-Weinberg. 

Una causa que puede estar detrás de un aumento de homozigotos sobre lo esperado es la 

presencia de consanguineidad en la muestra. Aunque las pacientes de LES de las series 

LESC1 y LESC2 no están emparentadas en principio, hay una mayor probabilidad de 

compartir haplotipos con una ancestría común entre pacientes de una enfermedad con un 

componente hereditario que entre la población sana (REF: Am. J. Hum. Genet. 2000, 

67:258), que es más mayor cuanto menor es la incidencia de la enfermedad, mayor la 

asociación familiar y menor es la población. Por otro lado, al tratarse de un marcador 

asociado a enfermedad, el aumento de homozigotos podría deberse a que, como muestran 

los resultados, la asociación a LES no se rija por un modelo multiplicativo. La limitación en 

la capacidad de discriminación debida al tamaño muestral impide determinar con precisión 

la posible contribución de estos fenómenos al resultado y si el alelo 24CA se comporta 

como alelo dominante en LES a diferencia de en AR.  

Además de la asociación marcada por el alelo 24CA, en este trabajo describimos que 

los alelos minoritarios (<21CA y >27CA) agrupados confieren un mayor RR que el conjunto 

de alelos distintos del 24CA. Este RR es similar para AR y LES en el conjunto de alelos 

minoritarios, aunque en LES parecen estar especialmente representados los alelos largos 

(>27CA). Los alelos X (distintos del alelo 24CA) siguen mostrando asociación sin tener en 

cuenta a los alelos minoritarios, lo que indica que estos últimos no son los responsables de 

toda la asociación. En conjunto los resultados parecen indicar que el riesgo conferido por 

alelos diferentes al 24CA no es homogéneo, aunque no es posible comparar de forma fiable 

el RR conferido por alelos individuales, que tienen una baja frecuencia.      
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Posiblemente la principal limitación a la fiabilidad de la asociación del MSCD40LG 

que hemos encontrado esté en la falta de réplica en estudios independientes, aparte de la 

pequeña serie de LES peninsulares que describimos en este trabajo, que replica la 

asociación del alelo 24CA aunque con un tamaño escaso, y de los mencionados en la 

introducción 129,130. En los años 90 aparecieron los primeros estudios de asociación de 

marcadores a lo largo del genoma completo a diversas enfermedades, entre las que se 

encuentran el LES y la AR (GWAS, Genome Wide Association Studies). Los primeros GWAS 

utilizaban microsatélites como marcadores, aunque pocos de ellos incluían los cromosomas 

sexuales, y en ninguno que sepamos el MSCD40LG formaba parte de los marcadores en el 

cromosoma X. Los marcadores asociados encontrados en estos primeros GWAS fallaban 

con gran frecuencia en ser replicados en estudios independientes 152,153. La limitación en el 

tamaño muestral unida a la débil fuerza de la asociación de las variantes individuales que 

componen la predisposición genética en estas enfermedades parecía ser la causa principal 

de la falta de reproducibilidad en los estudios de asociación genética. Para solventar esta 

limitación, grandes consorcios (como NARAC y BRASS en EEUU, EIRA en Suecia o WTCC 

en Reino Unido) crearon colecciones con un elevado número de muestras de controles y 

pacientes de diversas enfermedades. En paralelo, los microsatélites fueron sustituidos como 

marcadores por polimorfismos de cambio de base (SNP Single Nucleotide Polymorphims), que 

aunque menos informativos uno a uno por su menor variedad alélica, son mucho más 

numerosos que los microsatélites y han permitido la selección de un gran número de ellos 

(105-106) a lo largo del genoma completo, disminuyendo en gran medida la distancia entre 

marcadores y por tanto la distancia teórica entre un marcador asociado y genes candidatos 

cercanos, lo que aumenta el poder de detección de asociaciones de carácter débil. Una 

recopilación de estos estudios GWAS de asociación a numerosas enfermedades y caracteres 

fenotípicos se encuentra en el NHGRI GWAS Catalog (www.genome.gov/gwastudies). Los 

estudios GWAS de asociación a enfermedades autoinmunes han ido creciendo en número, 

y a su vez manejando muestras de controles y pacientes cada vez mayores, alcanzado 

tamaños del orden de 103-104 individuos. Los grandes tamaños muestrales, junto con la 

réplica de GWAS en muestras independientes y el desarrollo de criterios comunes de 

análisis estadístico de la asociación han llevado a la identificación de decenas de 

marcadores asociados a enfermedades como LES o AR 154. En los estudios GWAS 

publicados no se ha encontrado ningún SNP en el gen CD40LG asociado a AR ni a LES. 

Este hecho no desmiente la asociación del MS40LG encontrada por nosotros, ya que no está 

descrita la estructura haplotípica de las variantes de SNPs junto con las del MS y no se 
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conoce la distribución de las variantes del MS en relación a los haplotipos formados por los 

SNPs 155.  

A pesar de que los estudios GWAS tienen una gran capacidad de detección de 

asociación, y han revelado un buen número de variantes comunes con asociación débil a 

enfermedades autoinmunes el componente hereditario de enfermedades autoinmunes 

sigue estando definido de forma incompleta 156 y se ha estimado que el total de variantes 

asociadas a este tipo de enfermedades con un componente genético complejo podría estar 

en el orden de 102-103 157. Para completar en la medida de lo posible el cuadro de la 

asociación genética a enfermedades autoinmunes será necesario identificar con precisión el 

mayor número posible de variantes asociadas y la magnitud de su efecto en la probabilidad 

de desarrollar enfermedad, variantes que además de SNPs consisten en otros tipos como 

son microsatélites 158 , CNVs (Copy Number Variants), delecciones, inversiones, etc, y que 

incluyen tanto las variantes comunes, que son las representadas en los GWAS, como 

variantes raras con escasa frecuencia. Un nivel adicional de complejidad lo componen las 

posibles interacciones entre variantes situadas en distintos genes que hoy en día 

representan un gran reto para su detección dado el gran número de potenciales 

interacciones, y requieren del desarrollo de herramientas informáticas con una gran 

capacidad de cálculo, desarrollo que en algún caso ha conseguido la identificación de 

epistasia entre varios marcadores 159.  

Hasta el momento, una gran parte de los SNP asociados a enfermedad detectados en 

los GWAS se sitúan en regiones intergénicas o intrónicas de función desconocida 160161. 

Aunque esto no significa que no tengan funcionalidad, ya que aún falta mucho por conocer 

acerca de la regulación de la expresión génica y el papel que las secuencias no codificantes 

juegan en ésta, se presupone que algunas de las variantes asociadas son “acompañantes” de 

variantes causales, ligadas a ellas por su cercanía en el genoma. En este sentido, y dada la 

complejidad de la tarea de averiguar cómo funciona la composición genética en la 

predisposición a enfermedad, es importante encontrar las variantes causales y poder 

describir cómo éstas afectan a la expresión génica, de forma que pueda explicarse el 

mecanismo mediante el cual modifican en una pequeña cantidad la probabilidad de 

desarrollar enfermedad. 

La asociación del MS40LG a AR y LES vista en nuestros trabajos resulta interesante 

por la situación del microsatélite en la región 3’UTR del mRNA, en una zona importante 

para la regulación de la expresión transitoria que se da en linfocitos T en respuesta a la 
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activación a través del receptor de antígeno. Dada la situación del microsatélite en esta 

región importante para la regulación de la estabilidad del mRNA y que el control de la 

estabilidad forma parte de la regulación de la expresión de este gen, pensamos que las 

variantes alélicas del MS40LG podrían tener un significado funcional a través de un efecto 

diferencial en la estabilidad del mRNA, que podría formar la base de la asociación genética 

a AR y LES que habíamos encontrado. En los trabajos previos vimos diferencias en la 

expresión de CD40LG en la superficie de linfocitos T CD4 activados in vitro con PHA o 

anticuerpos anti CD3 y CD28 98,132, y también diferencias en la estabilidad del mRNA entre 

muestras homozigotas para el alelo 24CA y portadoras de alelos diferentes. Para aislar el 

efecto que pudiera tener el MS40LG en la estabilidad del mRNA y tratar de definirlo con 

mayor precisión, clonamos en vectores de expresión la secuencia de la región 3’UTR de 

CD40LG que regula la estabilidad del mRNA, región que contiene también el MSCD40LG, 

de forma que las construcciones sólo difierían entre sí en el alelo del microsatélite. 

Insertamos éstas de forma estable en una línea celular para tratar de conseguir un sistema 

homogéneo donde medir las diferencias en la estabilidad de los mRNA en función de los 

diferentes alelos.  

De acuerdo con los resultados del presente trabajo la diferencia en la longitud entre 

variantes alélicas comunes de 24CA, 26CA y 27CA del MSCD40LG es suficiente para variar 

la estabilidad de un mRNA que contiene la región 3’UTR del mRNA CD40LG. Al contrario 

de lo que habíamos visto en un estudio anterior 98, según los resultados de este trabajo el 

alelo 24CA es el que confiere menor estabilidad a los mRNA GFP-3UTR.CAn. Aunque 

diferencias importantes  entre los dos trabajos que hay que tener en cuenta, el resultado en 

sentido contrario a lo que habíamos visto previamente parece en principio difícil de 

conciliar. La medida de estabilidad en función de los alelos del MSCD40LG en este trabajo 

tiene la ventaja de estar realizada en un sistema homogéneo donde los mRNA se expresan 

en una misma línea celular de forma constitutiva, de forma que es de esperar que el mRNA 

GFP-3UTR.CAn se encuentre en equilibrio y la medida del t ½ de los mRNA no esté 

influida por posibles variaciones en el tiempo de estabilización del mRNA de CD40LDG en 

el curso de la activación de linfocitos T, diferencias que pueden darse entre muestras de 

diferentes individuos. En este sentido el ensayo realizado en este trabajo podría en 

principio tener mayor capacidad para aislar el efecto del MSCD40LG en la estabilidad del 

mRNA, y comparar mejor el efecto de los alelos individuales en el caso de los alelos 

distintos al 24CA.  
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Por otro lado, el ensayo mediante el clonaje de una parte del gen en una línea celular 

obviamente supone la expresión de la región 3’UTR del mRNA de CD40LG fuera de su 

contexto natural en la molécula nativa de mRNA de CD40LG y del tipo celular donde se 

expresa de forma normal, y no podemos asegurar que alguno de los factores que afecten a 

la regulación de la expresión del mRNA CD40LG, que son muy numerosos teniendo en 

cuenta todos los procesos que ocurren desde su transcripción hasta su degradación final, 

estén presentes de forma específica en linfocitos T activados pero no en la línea HEK293 

donde hemos realizado los ensayos. En relación con esto, las RNPs PTB, Nucleolin y 

hnRNPL, que se unen a la región 3’UTR del mRNA de CD40LG, se expresan en todas las 

células y están también en la línea HEK293. En ensayos similares al realizado en este 

trabajo, un mRNA con la región 3’UTR de CD40LG clonada junto a la luciferasa reduce la 

expresión de ésta en igual proporción en la línea celular Jurkat D1.1, que proviene de una 

leucemia T  (LT CD4+) y en la línea celular HeLa, proveniente de un tumor de cuello del 

útero, lo que indica que la maquinaria que controla la expresión y el recambio de mRNA 

parece estar conservada en los diferentes tipos celulares. Parece, por tanto, que el ensayo en 

la línea HEK293 es válido para medir el cambio en la estabilidad del mRNA en función del 

alelo del MSCD40LG,aunque obviamente las diferencias encontradas entre los alelos del 

MSCD40LG, aunque puedan dar una medida del efecto de las variantes alélicas comunes 

en la estabilidad del mRNA, no son directamente trasladables a las que pueda haber en el 

mRNA CD40LG completo. 

En los ensayos de estabilidad del mRNA realizados en este trabajo, aunque las 

medidas de la caída de los mRNA no han conseguido gran precisión, los t ½ de los mRNA 

control de c-fos son bastante similares, y la variabilidad en esta medida da una idea de la 

reproducibilidad del ensayo. Los t ½ de los mRNA GFP-3UTR.CAn tienen diferencias 

notablemente mayores, lo que indica un efecto de las variantes alélicas del MSCD40LG por 

encima de la variabilidad del ensayo que estima la medida de los m-RNAs c-fos, y apoya la 

idea de que el número de repeticiones (CA)n del MSCD40LG afecta a la estabilidad del 

mRNA. El mRNA control GFP-∆3UTR tiene una gran estabilidad, y la región 3’UTR de 

CD40LG clonada en los mRNA mRNAGFP-3UTR.CAn, con la excepción del alelo 23CA, 

cuyo resultado parece anómalo, reduce la estabilidad del mRNA al igual que en otros 

trabajos que han utilizado sistemas similares con la región 3’UTR de CD40LG 93. Los 

tiempos medios obtenidos, con un rango de 114-390 min, también son similares a los 

encontrados en estudios con un diseño similar en líneas celulares, y están en el orden de los 

t ½ que se encuentra en linfocitos T activados cuando el mRNA de CD40LG se estabiliza 
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(Tabla 2). El complejo de proteínas que se une a la región donde se sitúa el MSCD40LG 

(Complex II, Figura 5) se une al mRNA de CD40LG en su fase estable, por lo que el mRNA 

estabilizado parece el más idóneo para medir el efecto del MSCD40LG en la estabilidad. El 

hecho de que el alelo 24CA sea según los resultados de este trabajo el de menor estabilidad 

encaja con la menor expresión de CD40LG en la superficie de linfocitos T CD4+ con alelos 

24CA frente a alelos distintos que vimos en nuestros trabajos previos, suponiendo igualdad 

en la velocidad de transcripción y una relación directa entre la cantidad de mRNA y la de 

proteína producida, relación que se encuentra de forma general 162. Esto sucede en la línea 

Jurkat D1.1, en la que la disminución de la expresión de PTB mediante RNAs de 

interferencia disminuye la estabilidad del mRNA de CD40LG, y en paralelo la cantidad de 

mRNA y de proteína en la superficie 163. En nuestro trabajo previo, encontrábamos un 

número de moléculas de mRNA que era menor en las muestras con el alelo 24CA, tanto a 

6h como a 24h tras activación de los LT. Sin embargo, comparando las 6h con las 24h, tanto 

en muestras 24CA como con alelos distintos tras 6h, con el mRNA inestable, había más 

cantidad de mRNA CD40LG que a 24h. La mayor cantidad de mRNA de CD40LG en 

linfocitos T a tiempos cortos tras la activación, cuando el mRNA se encuentra en la fase 

inestable, se ha descrito en otros trabajos 164. Esto parece en principio chocar con una 

correlación directa entre la cantidad de mRNA y de proteína, pero teniendo en cuenta que 

la expresión de CD40LG se inicia con la activación del LT, la menor cantidad de proteína a 

6h que a 24h puede deberse al lapso de tiempo que transcurre entre a transcripción del 

mRNA, la traducción a proteína y el transporte de ésta a la membrana. Este tipo de 

correlación con retardo entre la cantidad de mRNA y de proteína se da en un gran número 

de genes 165.  

 En cuanto al posible mecanismo mediante el cual el número de repeticiones (CA)n 

del MSCD40LG puede modificar la estabilidad del mRNA, el conocimiento que se ha 

obtenido en los últimos años acerca de la RNP hnRNPL sitúa a ésta como la candidata más 

probable para conectar diferencias en la longitud del MSCD40LG con cambios en la 

estabilidad del mRNA. Las predicciones de la estructura secundaria de la región 3’UTR de 

CD40LG que se muestran en este trabajo indican que con gran probabilidad la secuencia 

del MSCD40LG se encuentra en el mRNA de CD40LG desapareada en casi toda su 

longitud, formando un loop amplio que la hace accesible a la unión de proteínas 

reguladoras. hnRNPL se une a RNA en forma de cadena sencilla, pero no de doble cadena 

166, y con gran afinidad a repeticiones (CA)n 167,168. El mRNA de CD40LG se encuentra entre 

los mRNA más representados entre los que se unen a esta RNP en linfocitos T activados 168. 
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Se ha descrito cómo hnRNPL tiene un papel en la regulación de la estabilidad de algunos 

mRNA a través de la unión a repeticiones (CA)n 169, regulando la expresión de genes 

importantes para la función inmune como bcl-2 170 o VEGF 171. En el mRNA de CD40LG 

hnRNPL forma, junto con nucleolin y PTB, un complejo que aparece unido al mRNA 

cuando se encuentra en la fase estable. Se ha descrito (Hahm et al., 1998) la unión entre PTB 

y hnRNPL, y los dominios de PTB necesarios para esta unión 172 no se encuentran en la 

isoforma PTB-T, que se asocia con el mRNA de CD40LG en la fase inestable 93. Esto apunta 

a la interacción entre PTB y hnRNPL en la regulación de la estabilidad del mRNA, 

interacción que se ha descrito en el mRNA de CD40LG de ratón 94.  

Aunque con los datos de los que disponemos en este momento no es posible afirmar 

que el en la expresión de CD40LG que hemos visto en función de las variantes alélicas del 

MSCD40LG puedan dar lugar a cambios en la probabilidad de desarrollar AR o LES, los 

resultados de este trabajo y de los anteriores realizados en nuestro laboratorio apuntan en 

esa dirección. Cambios en la función mediada por hnRNPL mediados por una interacción 

diferencial en función del número de repeticiones (CA)n de un microsatélite se han descrito 

en otros genes 169.  Teniendo en cuenta la probable disposición en un loop desapareado del 

MSCD40LG en un rango amplio de repeticiones (CA)n, cambios en la afinidad por hnRNPL 

podrían ser la base del mecanismo de acción del MSCD40LG en la expresión del mRNA 

CD40LG. La cepa murina congénica FVB proporciona un ejemplo de cómo la un fenómeno 

así puede darse 173. Esta cepa expresa aproximadamente la mitad de integrina α2β1  en la 

superficie de las plaquetas que otras cepas como C57/BL6, Balb/c, C3H/He o 129/sv, que 

tienen una expresión muy parecida entre ellas. La causa de la menor expresión de la 

integrina α2β1 en la cepa FVB reside en un microsatélite (CA)n situado en el gen de la 

integrina α2 en el intrón 1. La cepa FVB tiene 6 repeticiones CA frente a 21 repeticiones en 

el resto de cepas, y esta diferencia lleva a una menor afinidad por hnRNPL, que reduce la 

cantidad de mRNA maduro productivo por una alteración en el splicing del pre-mRNA.   

Por último, hnRNPL tiene varias funciones en el procesamiento de pre-mRNAs en el 

núcleo. Regula de esta forma la expresión de genes importantes en el desarrollo y función 

de linfocitos T como CD45 174. La diferente proporción entre pre-mRNA y mRNA maduro 

de los mRNAs GFP∆3UTR y GFP-3UTR.CAn que hemos visto en este trabajo apuntan a 

que la región 3’UTR del gen CD40LG podría tener un papel en el procesamiento del pre-

mRNA, aumentando la eficiencia del mismo, probablemente a través de la unión a hnRNPL 

al MSCD40LG.  
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  Aún queda mucho por hacer para poder definir con precisión la regulación de la 

expresión de C40LG, cómo las variantes alélicas del MSCD40LG pueden modificar la 

expresión de este gen en el contexto del desarrollo de linfocitos T en el timo o en la 

respuesta inmune, y cómo el cambio en la expresión en función de las variantes alélicas 

puede llevar a un cambio en la probabilidad de desarrollar una enfermedad autoinmune 

como LES o AR.  
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1- El microsatélite del gen CD40LG muestra, de acuerdo con nuestros resultados 

previos, asociación genética a artritis reumatoide y a lupus eritematoso sistémico en 

mujeres en población canaria, con el alelo mayoritario 24CA como el alelo de menor 

riesgo comparado con el resto de alelos. 

 

2- Considerando la presencia de dos, uno o ningún alelo 24CA, a diferencia de 

nuestros resultados previos, la asociación genotípica no parece ajustarse al mismo 

modelo de penetrancia en artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico. 

 

3- Los alelos minoritarios del microsatélite, considerados en un único grupo, aparecen 

con  mayor frecuencia tanto en enfermas de artritis como de lupus eritematoso 

sistémico, con un riesgo relativo similar en las dos enfermedades, mayor que el 

conferido por las variantes comunes. 

 

4- Los ensayos cinéticos de caída del mRNA indican que la longitud del dinucleótido 

(CA)n que forma el microsatélite de CD40LG afecta de modo directo a la estabilidad 

del RNA mensajero. 

 

5- El análisis de la estructura secundaria del microsatélite de CD40LG indica que éste 

se encuentra con gran probabilidad desapareado, formando una diana para la 

ribonucleoproteina hnRNPL, cuya afinidad variable en función de las repeticiones 

(CA)n podría ser la base del cambio en la estabilidad del mRNA. 

 

6- El microsatélite de CD40LG podría tener un papel en el procesamiento del pre-

mRNA de CD40LG a través de la interacción con la ribonucleoproteína hnRNPL.  
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