Tesis Doctoral

IDENTIFICACION DE MARCADORES GENETICOS DE PREDISPOSICION A LA ARTERITIS DE
CELULAS GIGANTES.

Memoria presentada por la Licenciada en Biologia M2 Aurora Serrano Lopera para optar al grado

de Doctor por la Universidad de Granada.

Dirigida por: Javier Martin Ibanez, Profesor de Investigacidn en el Instituto de Parasitologia y
Biomedicina “Lépez-Neyra” CSIC, Granada y Miguel Angel Gonzélez-Gay Mantecdn, Jefe de

Seccidn del Servicio de Reumatologia del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (IFIMAV),

Santander.

}ﬁ ¥  GOBIERNO MINISTERIO
' "Q  DE ESPANA DE ECONOMIA

5y Y COMPETITIVIDAD CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

’ 'j:i,ﬁ

V. % (gr Universidad

de Granada

& ipbin

csic

Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez-Neyra,
IPBLN-CSIC
Granada, Mayo de 2014



Editor: Editorial de la Universidad de Granada
Autor: M? Aurora Serrano Lopera

D.L.: GR 2101-2014

ISBN: 978-84-9083-129-8



La doctoranda M2 Aurora Serrano Lopera y los directores de la tesis Javier Martin Ibaiiez
y Miguel Angel Gonzélez-Gay Mantecén garantizamos, al firmar esta tesis doctoral, que el trabajo
ha sido realizado por la doctoranda bajo la direccién de los directores de la tesis y hasta donde
nuestro conocimiento alcanza, en la realizacién del trabajo, se han respetado los derechos de

otros autores a ser citados, cuando se han utilizado sus resultados o publicaciones.

Asi mismo, la doctoranda M2 Aurora Serrano Lopera vy los directores de la tesis Javier
Martin Ibdfiez y Miguel Angel Gonzalez-Gay Mantecén garantizamos, al firmar esta tesis doctoral,
que las publicaciones presentadas no se han utilizado en la defensa de ninguna otra tesis en

Espafa u otro pais y que no seran utilizadas con tal propdsito.

Granada, 19 de Mayo de 2014

Director de la Tesis Director de la Tesis Doctoranda

-
wﬁu,firl f'(_%_:!(:_fuu I

Fdo.: Javier Martin Ibafez Fdo.: Miguel Angel Gonzélez-Gay Fdo.: M2 Aurora Serrano Lopera



ABREVIATURAS

AAV

ACG

ACR

ANCA

AR

AT

BCR

CCL5

CCR

CDh

cl

CcYy

DT1

EB

GW

Vasculitis asociadas a ANCA

Arteritis de células gigantes

Colegio Americano de Reumatologia (American College of

Rheumathology)

Anticuerpos citoplasmaticos antineutroéfilos

Artritis reumatoide

Arteritis de Takayasu

Receptor de la célula B

Ligando de quimioquina 5 con motivo C-C

Receptores de quimioquinas

Células dentriticas

Intervalo de confianza

Cola citoplasmatica

Diabetes Tipo 1

Enfermedad o sindrome de Behget

Granulomatosis de Wegener



GWAS

HLA

HSP

ICAM

IFN

IFNG

iNOS

I0D

IRF

Jak

KD

LD

LES

LPS

MCP

Estudio de asociacion del genoma completo (Genome-Wide

association studies)

Antigeno leucocitario humano (Human Leukoyite antigen)

Sindrome de Schonlein-Henoch o purpura

Molécula de adhesion intracelular

Interferon

Interferon gamma

Interleuquina

Oxido nitrico sintasa inducible

Enfermedad oclusiva irreversible

Factor regulador del interferdn

Kinasa Janus

Enfermedad de Kawasaki

Desequilibrio de ligamiento (Linkage disequilibrium)

Lupus eritematoso sistémico

Lipopolisacaridos

Proteinas quimio-atrayentes de monocitos



MHC

MMPs

NF-k

NK

NOS

OR

PAM

PAMPs

PCR

PDGF

PMR

RANTES

SCS

SNP

STAT

TCR

Complejo principal de histocompatibilidad (Major

Histocompatibility complex)

Metaloproteinasas de la matriz

Factor nuclear k3

Células Natural Killer

Oxido nitrico sintetasa

Odds ratio

Poliangeitis microscépica

Patrones moleculares asociados a patégenos (Pathogen-associated

molecular patterns)

Proteina C reactiva

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Polimialgia reumatica

Receptor de la quimioquina 5 motivo C-C (Regulated upon

Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted)

Sindrome de Churg- Strauss

Polimorfismo de un solo nucleétido

Sefial transductora y activadora de la transcripcion

Receptor de la célula T



TGF

Th

TLRs

™

TNFAIP3

TNF-a

TRAF

VEGF

ViM

VSG

Factor de crecimiento tisular

Linfocitos T coadyuvantes

Receptores tipo toll

Dominio transmembrana

Proteina 3 inducida por el factor de necrosis tumoral alfa

Factor de necrdsis tumoral alfa

Factores asociados al receptor de la superfamilia del factor de

necrosis tumoral

Factor de crecimiento del endotelio vascular

Manifestaciones isquémicas visuales

Velocidad de sedimentacién globular



1. RESUMEN

2. INTRODUCCION
2.1 Definicion y epidemiologia de la arteritis de células gigantes.
2.2 Etiologia de la ACG
2.3 Aspectos clinicos de la enfermedad

2.4 Fisiopatologia y alteraciones de la respuesta inmune en la ACG

2.4.1 Cambios histoldgicos y mecanismos fisiopatoldgicos en la ACG.

2.4.2 La respuesta inmune en la ACG

2.5 Genética de la ACG

2.5.1 Asociaciones HLA

2.5.1.1 Asociaciones HLA de Clase Il
2.5.1.2 Asociaciones HLA de Clase |

2.5.2 Asociaciones con los genes que codifican citocinas
2.5.3 Asociaciones con moléculas implicadas en la funcién endotelial

2.5.4. Asociaciones con genes de la respuesta inmunitaria

2.6 Bases genéticas comunes en autoinmunidad

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

4. ANEXO PUBLICACIONES



5. DISCUSION

5.1. Genes estudiados asociados con ACG

5.1.1. NLRP1
5.1.2. PTPN22

5.2. Genes estudiados no asociados con ACG
5.2.1. ITGAM
5.2.2.CD226
5.2.3. TRAF6
5.2.4. CCR6

5.2.5. CSK

5.3. Perspectivas

6. CONCLUSIONES

7. BIBLIOGRAFIA



1. RESUMEN

La arteritis de células gigantes (ACG), también conocida como arteritis de la temporal o arteritis
de Horton, es una vasculitis granulomatosa que afecta a las arterias de mediano y gran calibre, en
particular aquellas derivadas del arco aértico con preferencia a afeccidn de ramas extracraneales
de la carétida externa. La ACG es la vasculitis mas frecuente en personas de edad avanzada y la
sufren principalmente las mujeres. También es mas frecuente en los paises occidentales,

especialmente en las poblaciones de ascendencia escandinava.

Es una enfermedad poligénica compleja de etiologia desconocida y hay evidencias que sugieren
que existe un fuerte componente genético para esta vasculitis. Asi, numerosos estudios han
puesto de manifiesto la asociacion de variantes genéticas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) de vias inflamatorias e inmunoldgicas en la susceptibilidad a la ACG. La
suma de varios polimorfismos desfavorables para el individuo, puede facilitar la aparicién de la
enfermedad, cuya manifestacion requiere a menudo la presencia de un marco ambiental propicio

para desarrollarse.

El descubrimiento de una asociacion entre un polimorfismo genético y la progresion de la
enfermedad podria ayudar a dilucidar la patogenia de la enfermedad, asi como a disefiar nuevas
dianas terapéuticas, facilitando el diagnostico e incluso predecir las caracteristicas clinicas que
presentard cada paciente. Asi que, el objetico principal de esta tesis doctoral fue la identificacion
de nuevos marcadores genéticos de predisposicion a la ACG. Para ello se siguié una estrategia
basada en estudios de asociacién caso-control y basdandonos en la existencia de un sustrato de
susceptibilidad compartido por distintas enfermedades autoinmunes se seleccionaron variantes
genéticas de riesgo en otras enfermedades autoinmunes. Con este fin, analizamos la influencia de
las siguientes variantes genéticas (ITGAM, CD226, TRAF6, CCR6, NLRP1, CSK y PTPN22). Los
resultados de nuestro estudio sugiere que los siguientes polimorfismos analizados: ITGAM
(rs1143679), CD226 (rs727088, rs34794968 y rs763361), TRAF6 (rs540386), CCR6 (rs3093024) y
CSK (rs1378942 y rs34933034) no juegan un papel importante en la patologia de la ACG. Este
trabajo también permitié detectar variantes genéticas que confieren predisposicion a la ACG. Asi
pues, hemos identificado NLRP1 como un nuevo gen de susceptibilidad a ACG, por tanto, se afiade
una pieza mas al rompecabezas genético que subyace en la patogénesis de esta compleja

enfermedad.



Tras nuestro estudio, también podemos concluir que el polimorfismo rs2476601/R620W del gen
PTPN22 confiere susceptibilidad a padecer ACG y aunque los mecanismos que subyacen a la
funcién de dicha variante génica no son aun claros, esta asociacion sugiere que debe de existir una
desregulacién de la sefalizacion del TCR que participa en los mecanismos fisiopatoldgicos de esta

vasculitis.

Concluyendo, los avances llevados a cabo mediante la realizacidn del presente trabajo permiten
ampliar el conocimiento de la base genética de la ACG y sugieren rutas o procesos inmunoldgicos
gue pudieran estar alterados en esta vasculitis o en subfenotipos especificos, proporcionando
informacidn relevante tanto para posteriores estudios genéticos como para posteriores estudios
funcionales. No obstante, en un futuro consideramos que deberian realizarse estudios de
asociacién de genoma completo o GWASs, los cuales estan basados en la deteccidn y analisis de
marcadores genéticos a lo largo de todo el genoma con un nimero muy amplio de participantes y
que aportarian datos muy valiosos para ayudar a comprender y tratar la patologia de esta

enfermedad.



2. INTRODUCCION

2.1 Definicidn y epidemiologia de la arteritis de células gigantes.

La arteritis de células gigantes (ACG), se define como una vasculitis sistémica autoinmune cuya
caracteristica principal es la inflamacidn de los vasos sanguineos, manifestandose
predominantemente en las medianas y grandes arterias extracraneales asi como sus
correspondientes ramas, en especial las arterias temporales que se hallan sobre las sienes, por lo
gue la ACG también recibe el nombre de "arteritis temporal" [1, 2] . Se caracteriza por la
formacidén de granulomas y por la inflamacidn y lesidn de los vasos sanguineos, y puede resultar
en accidente cerebrovascular y ceguera [3]. Histolégicamente, se puede observar una disrupcion
de la ldmina elastica interna con infiltracidon de la pared arterial por células mononucleares con o

sin formacion de células gigantes [4].

La arteritis de células gigantes (ACG) fue descrita en 1890 por Jonathan Hutchinson como una
forma peculiar de “arteritis trombosante del anciano, con ocasional produccién de gangrena”.
Horton en 1932 describié la histopatologia tipica de la enfermedad y posteriormente otros
aspectos de sus manifestaciones clinicas y posibilidades terapéuticas, de ahi que a la enfermedad
también se la conozca con el nombre de arteritis de Horton [5, 6].

Las vasculitis de grandes vasos incluyen dos sindromes, la arteritis de Takayasu (AT) y la ACG, que
es la forma mas comun de vasculitis sistémica primaria caracterizadas por un cuadro inflamatorio
granulomatoso con frecuente presencia de células gigantes, que si bien son claramente

diferenciables entre si, comparten algunos hallazgos histopatolégicos y manifestaciones clinicas

[7].

Numerosos estudios han relacionado a la ACG con otros cuadros reumatoldgicos, sobre todo la
polimialgia reumatica (PMR), aunque las dos afecciones pueden producirse al mismo tiempo o por
separado, de hecho, entre un 5 % y un 15 % de los pacientes con PMR aislada, mas tarde tendrdn
un diagndstico de ACG. Ademas, alrededor del 50 % de los pacientes que padecen ACG tiene

sintomas de PMR [1, 8-10].



En cuanto a su epidemiologia, esta enfermedad afecta principalmente a personas de raza
caucdsica, mostrando un gradiente norte-sur marcado, es decir, una mayor frecuencia en el norte
con respecto al sur, llegdndose a alcanzar en las poblaciones de ascendencia escandinava la
incidencia mas alta. Ademas, ACG afecta predominantemente a mujeres, con una proporcion de
sexos en torno a 2-3:1. La incidencia de vasculitis en la poblacién general es pequefia, estimandose
en 17-18 casos por 100.000 habitantes. Se encuentran pocos pacientes en edades inferiores a los
50 anos, mientras que a partir de dicha edad, la incidencia va aumentando, de manera que, la
media de edad en el momento de la aparicién de la enfermedad, se situa alrededor de los 70 afios.
En las ultimas décadas, la incidencia en personas de 70 o mas afios ha aumentado de forma
progresiva lo que se atribuye al progresivo envejecimiento de la poblacién en paises occidentales y
a un mayor conocimiento y diagndstico de la enfermedad. Ademas, una serie de factores tales
como los factores de riesgo cardiovascular y el tabaquismo parecen incrementar el riesgo de

desarrollar ACG [2, 11, 12].



2.2 Etiologia de la ACG.

Aunque la causa de esta patologia se desconoce, se sabe que se trata de un desorden
multifactorial que se desencadena en individuos genéticamente predispuestos tras la exposicion a
determinados factores ambientales. En este sentido, la ACG, al igual que otras enfermedades
autoinmunes, es una enfermedad poligénica y varios genes se han asociados con susceptibilidad a
esta patologia. El papel aditivo de estos genes junto con las interacciones de determinados
factores ambientales puede influir en la susceptibilidad asi como en la severidad de la

enfermedad.

El hecho de que haya una mayor prevalencia de la enfermedad en individuos de origen caucasico
norte-europeo y la existencia de casos con agregacion familiar [13] ha hecho pensar en algin
factor genético para explicar la etiologia de la enfermedad [14]. Hay otras evidencias que indican
que los factores genéticos son de gran importancia; como un incremento en la prevalencia de los
antigenos HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DR5 y HLA-DRB1 [15-21] en pacientes con ACG, que dan
soporte a ésta idea sugeriendo que la patogénesis de las vaculitis sistemicas, como es el caso de la
ACG, puede puede estar determinada por multiples genes en conjunto con factores

medioambientales.

Hay otros estudios que han corroborado la existencia de una asociacion entre la ACG y genes que
estan implicados en las vias regulando la respuesta inmune e inflamatoria. En este sentido, se ha
descrito asociacidn de polimorfismos en genes como es el caso de TNFA, IFNG, IL-4, IL-6, IL-10,
ICAM-1, VEGF, eNOS, NLRP1 y PTPN22 entre otros, en la susceptibilidad y/o con diferentes
manifestaciones clinicas de la ACG, proporcionando asi mds evidencias de que la etiologia de la

ACG esta genéticamente determinada [22-26] .

Debido a las fluctuaciones estacionales, la variacién geografica, los patrones ciclicos y que la
incidencia sea mas alta en las grandes aglomeraciones urbanas, se ha sugerido a los factores
ambientales como posibles desencadenantes de esta vasculitis [1, 27] [28]. Y puesto que, la ACG
se presenta con sintomas de tipo sistémicos, tales como fiebre y malestar general, la etiologia

infecciosa ha sido sugerida en reiteradas ocasiones.

Inicialmente Horton y col intentaron, infructuosamente, aislar un microorganismo responsable de

la enfermedad a través del cultivo e inoculacidon en animales de material derivado de arterias con



la enfermedad. Desde entonces, han sido descritos como posibles causantes de la enfermedad
varios microorganismos, desde agentes virales a microorganismos bacterianos, por ejemplo, se ha
planteado la hipdtesis de la asociacién entre el virus parainfluenza tipo | y la enfermedad dada la
alta prevalencia de anticuerpos contra este virus en los pacientes con ACG [29]. Adicionalmente,
se describid una relacion temporal entre el pico de incidencia de esta patologia y epidemias de
parvovirus B19, Mycoplasma, el virus varicela-zoster y Chlamydia pneumoniae [1, 30-33]. En
consonacia con esto, el parvovirus B19 se ha relacionado con la patogénesis de otras vasculitis,
como la Granulomatosis de Wegener (GW) y la vasculitis cerebral en nifios [28].

Por otro lado, en otro estudio llevado a cabo, con la intencién de encontrar un patdégeno
candidato para explicar dicha etiologia, tras la secuenciacién del microbioma de pacientes, no

encontrando diferencias significativas entre casos y controles [34].

La enfermedad ha sido también relacionada epidemiolégicamente con el contacto con periquitos y

otros pajaros [35].

Por otra parte, el hecho de que la ACG sea mdas comun entre las mujeres que entre los hombres y
rara vez ocurra antes de los 50 afios se ha relacionado con las diferencias en el metabolismo de las
hormonas sexuales. La produccidn de estrégenos de las mujeres pre -menopausicas es ciclico, con
una tasa de secrecién mas alta que la de los hombres. Por otra parte, la menopausia implica un
importante cambio en el metabolismo de los estrégenos, y en estudios llevados a cabo se ha visto
que los estrogenos pueden estar implicados en el metabolismo de la pared del vaso. Por otra
parte, varios estudios sugieren que los estrégenos desempefian un papel importante en la
inmunologia. Esto hace pensar que el metabolismo de los estrogenos pueda desempefiar un papel

en el envejecimiento vascular y ACG [36].

A pesar del hecho de que factores ambientales como las infecciones pueden activar al sistema
inmunitario en un individuo susceptible a la ACG, hasta ahora sdlo existen casos episédicos de la
presencia de antigenos microbianos en la arteria temporal dafiada [32] y la evidencia de una
respuesta inmune en la pared vascular dirigida especificamente contra algin patégeno es escasa

aun [37].



2.3 Aspectos clinicos de la enfermedad.

Las manifestaciones clinicas de la ACG se producen por la inflamaciéon y reduccion progresiva de la
luz de las arterias de mediano y gran calibre afectadas [1]. La ACG suele ir acompaifada de
sintomas sistémicos claudicacion mandibular y alteraciones visuales [38]. El sintoma mas comun
qgue el paciente percibe es la cefalea [9, 39], por lo general en la zona de las sienes, aunque el
dolor de cabeza puede producirse en cualquier zona, incluidas las partes frontales, superiores y
posteriores del craneo. La mayoria de los pacientes reportan dolor constante en la region

temporal.

Los sintomas mds generalizados como la fatiga, la pérdida de apetito, la pérdida de peso o una
sensacion de gripe son también muy comunes. Al masticar, también, puede sentirse dolor en la
mandibula. En algunas ocasiones, la Unica sefal de la ACG es una fiebre sin explicacion. Pueden

manifestarse sintomas menos frecuentes, como dolor en el rostro, la lengua o la garganta.

Otra de las caracteristicas clinicas mas frecuentes en pacientes de ACG es manifestar PMR [10].
Teniendo esto en consideracién se considerard que los pacientes con ACG tienen PMR si
presentan los siguientes sintomas: dolor de cabeza bilateral severo, dolor en la nuca, en los
hombros y en la cintura pélvica, asociados con rigidez matinal. Asi que, es recomendable que los
pacientes con PMR, informen a su médico de inmediato sobre cualquier sintoma relacionado con

un dolor de cabeza nuevo, cambios en la visién o dolor en la mandibula.

Por otra parte los pacientes pueden presentar complicaciones isquémicas visuales si experimentan
pérdida transitoria de vision (amaurosis fugax), diplopia o la pérdida visual permanente. En este
sentido, si los pacientes con ACG sufren al menos una de las siguientes complicaciones: algun tipo
de manifestacién visual, ictus y/o ataques isquémicos transitorios, claudicacion mandibular, o
estenosis de alguna arteria mediana o grande arteria de las extremidades con signos evidentes de

manifestacion oclusiva; se considerara que los pacientes tienen complicaciones severas.

La pérdida de visidn es una de las mas temidas complicaciones isquémicas de la ACG que ocurre en
aproximadamente el 10-20% de los pacientes [40], pudiéndose encontrar con los siguientes

problemas visuales: visidn borrosa temporal, visidn doble y ceguera. La pérdida permanente de la



vista a causa de la ACG puede sobrevenir de repente, pero el tratamiento adecuado puede
prevenir esta complicacién. De hecho, si la visidon se halla intacta al momento de comenzar el
tratamiento, el riesgo de una pérdida futura es sélo del 1% o menor.

Con menor frecuencia pueden producirse eventos isquémicos cerebrales, especialmente en el
territorio vertebrobasilar [41]. Las alteraciones visuales transitorias estdn presentes en
aproximadamente el 15% de los pacientes y la pérdida completa de visiéon en el 13%. La
trombocitosis presente en algunos de estos pacientes ha sido considerada como un posible factor
de riesgo para el desarrollo de estas complicaciones [42]. Por otra parte, la existencia de anemia
ha sido asociada con un menor riesgo de manifestaciones clinicas visuales severas [43].

La amaurosis fugax constituye un predictor de lesiones oculares mas graves, que debe ser tenido
en cuenta [44]. Algunos pacientes pueden presentar como primera manifestacion de este proceso
un accidente vascular cerebral, que suele afectar con mayor frecuencia a los vasos sanguineos del
territorio vertebro-basilar y por lo tanto dar sintomas en forma de desequilibrio, inestabilidad en
la marcha y déficit motor [45]. La ACG se asocia, ademas, a un riesgo aumentado de aneurismas de
aorta toracica y abdominal y diseccién adrtica, debido al desarrollo de aortitis que suele ocurrir
generalmente después de varios afios del diagnostico de la ACG. Siendo los aneurismas de aorta
toracica 17 veces mas frecuentes en los pacientes con ACG que en la poblacion en general [46].La
elevacién de la velocidad de sedimentacién globular (VSG) es casi constante en la ACG, si bien
ocasionalmente puede ser normal o estar sélo ligeramente elevada. Ademds del aumento de la
VSG vy la proteina C reactiva (PCR), la anemia normocitica normocrémica, leucocitosis y / o
trombocitosis, y un aumento en las proteinas de fase aguda en la electroforesis de albumina de

suero son indicadores de la inflamacidn sistémica [37].

Al igual que ocurre con otras enfermedades autoinmunes, el diagndstico suele ser complejo, ya
que la aparicion de la enfermedad puede enmarcarse como un proceso secundario dentro del
cuadro clinico de otras enfermedades, frecuentemente infecciosas o autoinmunes vy
predominantemente cutdneas involucrando pequefios vasos, 0 mas raramente éste es primario,

no asociado a otras enfermedades.

No existe un simple andlisis de sangre ni otra forma no invasiva para confirmar el diagndstico de
ACG. Los niveles elevados de marcadores inflamatorios, como la tasa de sedimentacion de

eritrocitos, o un anadlisis de sangre que mide la inflamacion, los cuales son altos en la mayoria de



las personas que padece ACG. Pero, dado que otras enfermedades también pueden elevar estos

indices, los médicos no pueden confiar en este dato como prueba de ACG.

El primer paso y la clave para sospechar la posibilidad de una ACG y/o PMR, dado que existen
diversas formas clinicas de presentacion, es la historia clinica. Las manifestaciones clinicas que nos
deben hacer sospechar una ACG en un paciente de 50 afios 0 mas, se representan en la Tabla 1.

En la historia clinica, se ha de recoger, la presencia de factores de riesgo vascular cldsicos
(Hipertensidn, diabetes mellitus, dislipemia, tabaquismo) ya que estos representan una influencia
negativa en el desarrollo de manifestaciones isquémicas severas en estos pacientes, asi como la

cronologia y tiempo de evolucidn de las manifestaciones clinicas.

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de sospecha de ACG

Paciente mayor de 50 afios con:

e Cefalea de inicio reciente o cambio de caracteristicas de cefalea previa. Localizacion uni o

bilateral en zona temporal u occipital.
e Claudicacién mandibular. (Dolor a la masticacién que mejora al parar).

e Alteraciones visuales. (amaurosis fugax, ceguera uni o bilateral con o sin amaurosis
previas, ptosis palpebral, oftalmoplejia, diplopia, escotomas centelleantes, hemianopsia,

cuadrantanopsia, vision borrosa).
e C(linica de polimialgia reumatica (dolor y rigidez en cintura escapular o pelviana o cuello)

con sintomatologia craneal o audiovestibular.

Otros:

e Sindrome febril de origen desconocido.
e Sindrome constitucional.

e Sindrome depresivo en paciente sin antecedentes psiquiatricos con reactantes de fase

aguda.

e Otalgia/odinofagia de causa incierta.



e Vértigo/hipoacusia.

e Clinica de afectacién vascular en pacientes sin factores de riesgo vascular, sobre todo a
nivel femoral, subclavio o axilar (ausencia de pulsos o asimetrias de presion arterial, soplos

carotideos o en fosa infraclavicular, claudicacidon de extremidades).

Debe realizarse una exploracién fisica completa, dado que se trata de una enfermedad sistémica.
En dicho examen clinico, se incluye la exploracidn detallada y minuciosa de la arteria temporal, la
auscultacién de las arterias, incluyendo las arterias subclavias y la arteria axilar, y la medicion de la

presion arterial bilateral con el fin de buscar cualquier estenosis vascular unilateral [47] y en

general, la exploracidn cardiovascular, neuroldgica y oftalmolédgica. Ademas deben de hacerse las
siguientes pruebas de laboratorio: Analitica general (Hemograma, VSG y PCR), bioquimica
estandar (glucosa, urea, creatinina, ionograma, calcio, fésforo, GOT, GPT, fosfatasa alcalina, GGT,
bilirrubina, LDH, CPK, colesterol, proteinas totales, albumina, proteinograma), coagulacion (TP y
TTPA) y estudio basico de orina (proteinas, hematuria). En el suero de aproximadamente el 90 %
de los pacientes no tratados con ACG se encuentran autoanticuerpos antiferritina. Aunque, su

presencia no constituye una prueba de la ACG ya que estos autoanticuerpos antiferritina también

se encuentran en otras enfermedades inflamatorias / reumaticas.

Las alteraciones analiticas que pueden estar presentes en la ACG, y que basicamente indican

proceso inflamatorio-reactante de fase aguda, se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Alteraciones analiticas en ACG

e VSG2a50mm/h (5-10% de pacientes pueden tener VSG normal al diagndstico).
e Anemia normocitica normocrémica

e Aumento de otros reactantes de fase aguda (PCR, fibrindgeno, a-2-globulinas)

e Descenso de albumina plasmatica

e Aumento moderado de enzimas hepaticas, especialmente fosfatasa alcalina y GGT.



Un estudio inmunoldgico puede ser util para descartar otros procesos (ANAs, ANCA, factor

reumatoide). También es recomendable realizar un electrocardiograma y una radiografia de térax.

Excepto por los hallazgos histopatoldgicos, no existe ningun signo ni sintoma, ni hallazgo de
laboratorio especifico para el diagndstico de ACG. Para la confirmacion del diagndstico se realizara
una biopsia de aquella arteria temporal en la que existen sintomas clinicos o signos de alteracién

en la exploracion fisica [48].

La biopsia de arteria temporal estaria indicada en aquellos pacientes con sospecha de ACG es
decir: Pacientes con 50 afios o mas con VSG elevada (>50mm/h) y alguno de los criterios

presentes en la tabla 3.

Tabla 3. Indicaciones de biopsia de arteria temporal.

Pacientes de 50 afios con VSG =50 mm/h con alguno de siguientes criterios:

e Cefalea de aparicién reciente o de caracteristicas diferentes a las habituales o aparicién de

algias faciales atipicas a nivel cervical u occipital.
e Claudicacién mandibular

e Alteraciones visuales de aparicidon aguda que sugieren origen isquémico (amaurosis fugax,

ceguera uni o bilateral, diplopia, vision borrosa).

e Hipersensibilidad, engrosamiento o ausencia de pulso de la arteria temporal (palpacion

patoldgica de arteria temporal).
e Anemia normocitica normocrémica (una vez descartadas otras causas).
e Sindrome febril prolongado (una vez descartadas otras causas).

e Sindrome constituticional (astenia, anorexia y pérdida del 10% de peso habitual, tras

descartar otras causas).

e Polimialgia reumatica con sintomas craneales, clinica audiovestibular, clinica sistémica

severa o que no responde a tratamiento corticoideo.



En resume, el diagndstico de ACG se basa en los sintomas clinicos, los marcadores inflamatorios,
datos de laboratorio y la existencia de inflamaciéon en la biopsia de la arteria temporal. La
presencia de inflamacion en la pared del vaso es la prueba definitiva de la vasculitis y por lo tanto
se considera como el estandar de oro de diagndstico en la ACG. Asi que, aunque los parametros
histoldgicos pueden servir como marcadores de prondstico, para la confirmacion del diagnéstico
de ACG se requiere la realizacion de una biopsia de la arteria temporal, para comprobar si existe
inflamacidn de la arteria. La biopsia o extraccidén quirdrgica de una pequeiia porcion de la arteria
temporal es una técnica sencilla, que se realiza con anestesia local, es poco costosa y con escasas
o nulas complicaciones. En ocasiones la biopsia puede ser negativa (hasta 10-15% de biopsias en
ACG son negativas, sin embargo, una biopsia de arteria temporal normal no excluye el diagndstico
de ACG, ya que la afectacidn de la arteria temporal puede ser segmentaria o presentar un patrén
irregular de la inflamacién en la pared de la arteria. Los falsos negativos se pueden minimizar si se
toma una muestra de al menos 2 centimetros, y si el resultado inicial es negativo realizando
biopsia de la arteria temporal contralateral. La realizacién de biopsia de arteria temporal
contralateral solo ha demostrado un aumento de entre 1%-5% de diagndsticos por lo que su
realizacion deberd individualizarse. En contraposicion, la presencia de biopsia de arteria temporal

positiva confirma el diagndstico [48].

El American College of Rheumatology (ACR) definié en 1990 unos criterios para la clasificacion de
la ACG (Tabla 4). La presencia de 3 de estos 5 criterios tiene una sensibilidad y una especificidad
para el diagndstico de ACG del 93 y 91%, respectivamente. Estos criterios de la ACR han sido
validados en Espafia. No obstante, estos criterios se realizaron para diferenciar unas vasculitis de
otras y no pueden considerarse criterios diagndsticos. Por ello la mayoria de los autores aceptan

que la biopsia de arteria temporal debe realizarse para confirmar el diagndstico [49].

Se define como ACG con biopsia negativa a aquellos pacientes con biopsia temporal negativa y
que clinicamente podrian diagnosticarse de ACG, para lo cual seria necesario que cumplieran 3 o
mas, de los 5 criterios clasicos de clasificacion de la ACR (Tabla 4) y que no presenten en ese

momento ni en el afio siguiente, ningln otro proceso que pudiera explicar los sintomas.



Tabla 4. Criterios de clasificacion del Colegio Americano de Reumatologia para la arteritis de

células gigantes

Edad > 50 ainos Desarrollo de sintomas o signos después de la edad de 50 afios

Cefalea de reciente
Dolor de cabeza de reciente comienzo o de caracteristicas nuevas

comienzo
Alteraciones de la Dolor a la palpacion, descenso del pulso de las arterias temporales no
arteria temporal relacionado con arteriosclerosis de las arterias carotideas

VSG =50 mm/12 h Determinada por el método de Westergren

Mostrando vasculitis caracterizada por un predominio de células
Biopsia de arteria

mononucleares o inflamacién granulomatosa, generalmente con células
temporal anormal

gigantes multinucleadas

Para la clasificacidon de un paciente como ACG, debe reunir al menos 3 de los 5 criterios

(sensibilidad: 93,5%; especifidad: 91,2%).

En cuanto al tratamiento, la ACG responde muy bien al tratamiento con corticoides, administrados
inicialmente en dosis Unica diaria o mejor en 3 dosis al dia. Generalmente, de 40 a 60 mg al dia de
prednisona o equivalente es suficiente en la mayoria de los enfermos. La mayor parte de los
enfermos precisa tratamiento durante 1 o 2 afos, aunque en algunos casos es necesario

prolongarlo durante mas tiempo [41].



2.4 Fisiopatologia de la ACG

La ACG se caracteriza por la inflamacién en la pared arterial que conduce a cambios estructurales
gue reducen el flujo sanguineo y provocan hiperplasia de la intima y obstruccién del lumen
provocando las manifestaciones isquémicas de los tejidos suministrados por la arteria. A pesar
de que la fisiopatologia de la GCA aln es poco conocida, se sabe que después de la activacién de
las células dendriticas, en la frontera de la adventicia y la media de las arterias de mediano y gran
calibre, los linfocitos T CD4 + se activan y se someten a expansion clonal y se diferencian en
células Th17 y células T helper (Th1). Las células Th17 producen interleucina 17 (IL - 17 ) como se
puede observar en la figura 1, que puede inducir la produccién de citoquinas por los macréfagos y
los fibroblastos y son responsables de las manifestaciones sistémicas de la enfermedad. Por otro
lado, las Thl producen interferén y (IFN-y) que conduce a la diferenciacion y la migracion de los
macréfagos resultando en la formaciéon de células gigantes multinucleadas que forman
granulomas vy finalmente, tanto las células T como los macréfagos producen citocinas pro-
inflamatorias que contribuyen a la inflamacién de la pared arterial y la oclusion de los vasos [18,

50, 51]
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Figura 1. El grupo de citocinas IL-6 /IL -17 en la arteritis de células gigantes. IL-1B, IL-6, IL-23 e IL- 21 cambian
la diferenciacion de las células T hacia el linaje Th17. Las células Th1l7 producen una gran cantidad de
citocinas que regulan los efectos inflamatorios locales y sistémicos en la ACG. Figura adaptada de Weyand el
al. Nat. Rev. Rheumatol. 2013; 9, 731-740.

Como se puede observar en la figura 2, las arterias temporales de pacientes con ACG tienen
infiltrados de células gigantes multinucleadas situados en las proximidades de la lamina eldstica
interna fragmentada mientras que las células CD4+ y macrdfagos se organizan en los

granulomasy por el contrario las células CD8 +y los neutroéfilos son escasos [52] .
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Figura 2. Immunopatofisiologia de grandes vasos en la arteritis de células gigantes.

1. En arterias normales, Células dendriticas (CD) inmaduras, en la frontera adventicia-media, son los
centinelas inmunes de la pared del vaso. 2. En ACG, su maduracion y activacion (por un instigador
desconocido) conduce al reclutamiento de las células T CD4+ en la pared del vaso. 3. Las células T CD4 + son
capaces de diferenciarse en: Th17, que es responsable de las manifestaciones sistémicas de la enfermedad,
o Thl. 4. Las células Thl junto con IFN-y conducen a la activacidon de los macréfagos, la formacion del
granuloma y la destruccidn de la integridad estructural de la pared del vaso a través de la secrecion de MMP
y de ROS. Figura adaptada de Panagiota B. et al. Medicine; Immunology, Allergology and Rheumatology,
libro editado por Lazaros I. Sakkas y Christina Katsiari, 2013.

2.4.1. Cambios histoldgicos y mecanismos fisiopatoldgicos en la ACG.

Las lesiones histopatoldgicas involucran a todas las capas de la pared arterial y se asocian con
células gigantes multinucleadas , ldmina eldstica fragmentada e infiltrados celulares incluyendo los
linfocitos Ty los macréfagos . Asi que, histolégicamente la ACG se caracteriza por una inflamacién
granulomatosa que afecta a todas las capas de las arterias medianas y grandes que tienen lamina
eldstica interna [53]. Los hallazgos histopatoldgicos e inmunohistoquimicos sugieren la presencia
de una reaccién inmune celular. Elinfiltrado celular estd compuesto de linfocitos T helper, células
plasmaticas y macréfagos aunque, pueden encontrarse también histiocitos, células gigantes,

eosindfilos y fibroblastos [54].



La oclusion del lumen, se debe a la hiperplasia de la intima desencadenado por la migracion vy
proliferacién de miofibroblastos y al subsecuente engrosamiento mural [55]. La enfermedad tiene
un curso temporal y espacial variado, por lo que los segmentos de las regiones adyacentes a las
zonas no afectadas de inflamacién son comunes, lo que puede tener relevancia para el diagnéstico

en el 10% de los casos [56].

2.4.2. Larespuestainmune en la ACG

En la ACG, tanto el sistema inmune innato como el adaptativo, resultan implicados [37]. La
respuesta de fase aguda mediada por el sistema inmune innato es responsable del componente

inflamatorio sistémico de la enfermedad.

La adventicia arterial de mediano y de gran tamario es el sitio de la lesion inmunolégica primaria
[55] puesto que en las arterias, sélo la capa adventicia es vascularizada con una red capilar (la vasa
vasorum), mientras que las capas intimas y media son avasculares. A través de la vasa vasorum, las
células T y los macréfagos tienen acceso a la pared arterial. No obstante, la fuerza del flujo
sanguineo impide la adhesién celular y su entrada a la vasa vasorum. Sin embargo, la adventicia

alberga una poblacidn nativa de células dendriticas inmaduras que vigilan estas zonas [55, 57].

Como se observa en la siguiente figura 3, estas CD inmaduras, localizadas en la adventicia de
arterias temporales de individuos sanos, expresan S100 y el receptor de quimioquinas 6 (CCR6)
mientras que no expresan los marcadores de superficie celular CD83 o CD86, lo que indica su

estado de reposo [58].
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Figura 3. Células dendriticas (CD) en la adventicia normal. Las arterias de mediano calibre, como la arteria
temporal, contienen una poblacién de CD que estadn posicionadas en la adventicia. En las arterias normales,
las CD S 100 + son inmaduras y expresan el receptor de quemoquinas CCR®6. Ellas se especializan en fagocitar
el antigeno y detectar el dafio celular. Figura adaptada de New Engl J Med 2003; 349:160-169.

Normalmente, las CD activadas migran a los ganglios linfaticos, donde pueden desencadenar la
respuesta inmune adaptativa, sin embargo, en pacientes con ACG, las CDs activadas permanecen
en la pared arterial. La activacién de las CD preceden al reclutamiento de CD4 +. Por otro lado los
TLR4 inducen panarteritis transmural, mientras que los TLR5 causan infiltrados perivasculares en la

adventicia [58].

Estas células dendriticas una vez activadas en la adventicia, se convierten en células presentadoras
de antigeno, que reclutan células T (CD4+) en defensa del tejido. Como se observa en la figura 4,
estas CD activadas expresan CD83 y CD86 y producen IL-18 y pueden aumentar la liberacion de
IFN y desde los linfocitos T. También, producen grandes cantidades de quemoquinas como CCL19

y CCL21, que se unen a CCR7 y la expresion de CCR7 produce el reclutamiento de las CD activadas,



sin abandonar el tejido [59]. Las CD quedan atrapadas en la pared arterial e inician una respuesta

inmune aberrante dependiente de linfocitos T.
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Figura 4. Células dendriticas (CD) activadas en arteritis. Las CD en las arterias con vasculitis estan activadas,
como lo indica la expresién de CD 83 y CD 86, pudiendo dar sefiales coestimulatorias para activar a los
linfocitos T. Estas CD secretan IL-18 y pueden aumentar la liberacién de IFN g desde los LT. Producen
grandes cantidades de quemoquinas como CCL19 y CCL21, que se unen a CCR7. La expresion de CCR7
produce el reclutamiento de las CD activadas, sin abandonar el tejido. Las CD quedan atrapadas en la pared

arterial e inician una respuesta inmune aberrante dependiente de LT. Figura adaptada de New Engl J Med
2003; 349:160-169.

El cambio en el estatus de funcién de las células dendriticas es el marcador critico y el evento
temprano en el desarrollo de la vasculitis [60] y desencadena una respuesta de tipo Thl, con
importante secrecidn de IL-2 y IFN-y. Estos, principalmente el IFN-y, inducen la formacién de un
proceso inflamatorio de caracter granulomatoso [23], que da lugar también a la liberacién de una
gran variedad de factores crecimiento y factores angiogénicos, como el factor de crecimiento

derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) [61]. Como



se puede ver en la figura 5, al nivel de la adventicia se produce también un infiltrado de
macroéfagos (CD68+) que producen citoquinas proinflamatorias tales como la Interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) [24] y factor transformante del crecimiento-1R (TGF-1R8) [62], que estimula la
guimiotaxis de mas células inflamatorias desde la vasa vasorum promoviendo asi la inflamacién
local y sistémica . IL - 6 induce un aumento en el nivel de PCR y VSG, que se asocia con la gravedad

de la enfermedad [63].

En la ldmina elastica interna se produce un infiltrado de células monocito-macréfago que
activados por IFN - y migran por interaccion de moléculas de ICAM-1 desde la red de
neovascularizacién, inducidas por el proceso inflamatorio en esta localizacién [64], pueden
fusionarse, formando células gigantes y participando en la formacion del granuloma [62]. Estos
granulomas estan compuestos por células CD4 +, macrofagos y células gigantes, y se sitdan

preferentemente cerca de la ldmina elastica interna, en el limite de la intima y la media.

El principal papel de estas células es la liberacion de metaloproteinasas y enzimas de oxido nitrico
(6xido nitrico sintasa inducible - iNOS), que destruyen la matriz extracelular de la arteria,
especialmente la elastina. La neovascularizacién se correlaciona estrechamente con la formacion
de neointima, la fragmentacién de la |dmina eldstica interna y la presencia de células

multinucleares.
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Figura 5. Respuesta adaptativa en la arteritis de células gigantes. La activacion y el reclutamiento de las CD
en la adventicia generan condiciones para el “atrapamiento” y estimulacion de los LT antigeno- especificos.
Los LT CD4 que entran al microambiente de la pared arterial interactian con las CD y secretan citoquinas. El
IFNg es critico, pues regula la diferenciacion y funciéon de los macréfagos. El compromiso funcional de los
macrofagos en el infiltrado vascular se asocia a su localizacidon en la pared arterial: los macréfagos en la
adventicia producen IL-1 e IL-6, mientras que los macrofagos de la media secretan metaloproteinasas y
juegan un rol critico en el dafo oxidativo por la produccién de intermediarios reactivos de oxigeno. Figura
adaptada de New Engl J Med 2003; 349:160-169.

Se ha descrito también la existencia de dafio directo endotelial, producido por linfocitos activados
[65]. A nivel de sangre circulante, los linfocitos T de los pacientes con ACG muestran expresion de
marcadores de activacién [51] como el HLA-DR, el receptor de IL-2 y el receptor de transferrina 'y
también expresién de integrinas [66]; asi mismo se ha apreciado un bajo nimero de células T

(CD8+) [67].



2.5 Genética de la ACG

Los factores genéticos son importantes en la predisposicidon a esta enfermedad y gracias a los
numerosos estudios llevados a cabo en los ultimos afios, se estdn haciendo avances para poder
dilucidar la influencia genética que se ha implicado tanto en la susceptibilidad como en la

gravedad de esta vasculitis [58].

En este apartado de la tesis vamos a tratar de describir las asociaciones genéticas hasta el
momento con el objetivo de conducir a una mejor comprensién de la red genética que subyace a
esta enfermedad. En una reciente revision, Carmona et al. [68] exponen las asociaciones
reportadas hasta la presente, aqui incluimos ademdas una nueva asociacidon que ha sido descrita

como resultado de las investigaciones del presente trabajo.

Los genes mas estudiados con respecto a su implicacion en la enfermedad, son aquellos situados
dentro de las regiones de clase | y clase Il del HLA, pero a pesar de la gran relevancia de estos
alelos HLA en la predisposicidon genética a la ACG, se estima que estos solo forman una parte de la
contribucion genética total a la enfermedad. Por lo tanto, hay numerosos genes que deben influir
en la ACG fuera de la regidon HLA. En las siguientes tablas se incluye un resumen de las

asociaciones incluidas en la region HLA, asi como las asociaciones fuera de dicho complejo.



Tabla 5. Estudios genéticos del alelo HLA-DRB1 * 04 en la arteritis de células gigantes descritos
hasta la fecha

. .. Cohorte
Afo de Asociacion analizada
ublicacion Localizacion con HLA- (caso / Valor- P Referencias
P DRB1*04
control)
Roch Mi t
1992 ochester, Minnesota 42/63  0.03 Weyand et al. [15]
(USA)
1994 Rochester, Minnesota ¢, 52/72 0.0001  Weyand et al. [69]
(USA)*
1998 Toulouse (Francia) Si 41/384  <0.001 Rauzy et al. [70]
1998 Montpellier (Francia) Si 42/1609 0.0005 Combe et al. [71]
1998 Lugo (Espaia) Si 53/145 <0.05 Dababneh et al. [72]
1999 Reggio Emilia (Italia) No 39/250 >0.05 Salvarani, et al. [73]
2002 Copenhagen (Dinamarca) Si 65/193 0.01 Jacobsen et al. [19]
2004 Cantabria (Espafia) Si 44/99  0.04 Martinez-Taboda et

al. [74]

* Ascendencia escandinava.



Tabla 6. Loci de susceptibilidad para la arteriris células gigantes fuera de la regién HLA.

Afio de loci de variacién Tamafiodela  Valor-P Gen asociado
publicacién susceptibilidad asociada Poblacion Cohorte (te:s.t OR [CI 95%]* Asociacién Replicacion  Referencia con ot_ra_\s
(GCA/controls) alélico) vasculitis
2000 TNF TNFa2 Noroeste de Espafia  62/147 0.003 2.50[1.30-4.80] Enfermedad global No Mattey et al. [75] BD, AAV, TA
2000 TNF TNFal0 Noroeste de Espafia  62/147 0.02 0.30[0.10-0.80] Enfermedad global No Mattey et al. [75]
2000 CCL5 rs2107538 Noroeste de Espafia  30/65 NS NS PMR No Makki et al. [76]
2000 ICAM1 rs1799969  Norte de Italia 56/228 0.00005 5.0 [2.20-11.50] (E:::;;"edad global No Salvaranietal.[77]  BD
2002 IL6 rs1800795 Noroeste de Espafia  62/124 0.06° 2.3 [NA] PMR No [C;Zrl‘za'ez'Gay etal. gp 7A
2012 IL6 rs7805828 Espaia 82/166 0.0119 0.33[0.13-0.82] Enfermedad global No Enjuanes et al. [79]
2012 IL6 rs1546762 Espaia 82/166 0.037 2.04 [1.03-4.05] Enfermedad global No Enjuanes et al. [79]
2003 NOS3 rs1799983 Norte de ltalia 91/133 0.02 1.60[1.10-2.30] Enfermedad global No Salvarani et al. [80] BD
2003 NOS3 C-1-T° Noroeste de Espafia  57/117 0.02 0.30[0.10-0.80] Enfermedad global No Amoli et al. [81]
2003 VEGF rs2010963 Norte de ltalia 92/200 0.019 1.53[1.06-2.21] Enfermedad global Si Boiardi et al. [82] BD
2005 VEGF rs2010963 Noroeste de Espafia  103/226 0.021 1.75[1.08-2.88] VIM Si Rueda et al. [83]
2012 VEGF rs2010963 Espaia 82/166 0.0097 NA Enfermedad global Si Enjuanes et al. [79]
2012 VEGF rs699946 Espafia 82/166 0.0137 NA Enfermedad global No Enjuanes et al. [79]
2012 VEGF rs699947 Espafia 82/166 0.0364 NA Enfermedad global No Enjuanes et al. [79]
allele*3
2004 IFNG tn;i(ciLC)tSrzt:lli Noroeste de Espafia  59/129 0.01 3.13[1.27-7.68] VIM No [GSZ']’Z""IeZ'GaV etal. o
1)
2004 L4 T-T-C-A-C°  Noroeste de Espafia  82/102 0.02° 2.00[1.00-3.90] Enfermedad global No Amoli et al. [85] BD
2005 NOS2A ::‘:ep;t Noroeste de Espafia  103/198 0.007 1.98[1.20-3.27] Enfermedad global No [Gsc;r;zalez—Gay etal. TA
2012 NOS2A rs2779251 Espaia 82/166 <0.0001 0.27 [0.14-0.52]  Enfermedad global No Enjuanes et al. [79]
2005 MCP1 c-ct Noroeste de Espafia  79/99 0.03° 2.09[1.09-4.02] Enfermedad global No Amoli et al. [87] BD
2012 MCP1 rs1860190 Espaia 82/166 0.0347 NA Enfermedad global No Enjuanes et al. [79]
2006 IL10 rs1800872 Norte de Italia 140/200 0.0002 2.00[1.40-2.80] Enfermedad global No Boiardi et al. [88] BD, AAV
2007 IL10 rs1800896 Noroeste de Espafia  103/226 0.1 1.29[0.92-1.80] Enfermedad global No Rueda et al. [89]
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2008
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2011

2012

2013

FCGR3A
FCGR2A

MMP9
MPO

TLR4
IL18
IL18
IL12RB2

IL2/IL21

NLRP1

PTPN22

rs396991
rs1801274

rs2250889

rs2333227

rs4986790

rs360719

rs1946518

rs3790567

rs6822844

rs8182352

rs2476601

Noroeste de Espaia

Noroeste de Espaia
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1.32 [1.04-1.69)
1.25 [1.01-1.54]

1.76 [1.02-3.04]

1.20 [1.06-1.35]

1.62 [1.29 -2.04]

Enfermedad global
Enfermedad global

Enfermedad global
Enfermedad global

Enfermedad global
Enfermedad global

Enfermedad global

Enfermedad global (VIM)

Claudicacion mandibular

Enfermedad global

Enfermedad global
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No

No
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No
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No

Si
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Morgan et al. [90]

Morgan et al. [90]
Rodriguez-Pla et al.
[91]

Salvarani et al. [92]
Palomino-Morales et
al. [93]
Palomino-Morales et
al. [94]
Palomino-Morales et
al. [94]
Rodriguez-Rodriguez
et al. [95]
Rodriguez-Rodriguez
et al. [96]

Serrano et al. [25]

Serrano et al. [26]

BD

BD

BD

BD, TA

AAV

*OR, odds ratio para el alelo menor; VIM, manifestaciones isquémicas visuales; PMR, polimialgia reumdtica. NS, no significativo, NA, no disponible; BD,
enfermedad de Behget; AAV, Vasculitis asociada a ANCA; TA arteritis de Takayasu.

aP-valor del analisis del genotipo CC en pacientes con ACG con PMR versus aquellos con ACG aislada = 0,02
bHaplotipo: rs2070744*C-VNTR 1 en intrén 4-rs1799983*T.

cSNP pedido: rs2070874-rs2227284-rs2227282-rs2243266-rs2243267.

dHaplotipo valor-P

eSNP pedido: rs4586-rs13900.

fGenotipica P=0.034.

g Modelo dominante: P=0.03, OR=3.09 [1.10-8.64].
hModelo recesivo: P=0.02, OR=2.10 [1.12-3.77].



2.5.1. Asociaciones HLA

La mayoria de los estudios genéticos de asociacidon que se han llevado a cabo en relacion a la
enfermedad se han centrado en el complejo MHC, por ser el locus que ofrecia los resultados mas
significativos en estudios de ligamiento [97]. La regién MHC es también el locus que presenta una
mayor asociacién con la enfermedad aunque se ha estimado que a lo sumo podria explicar la

mitad de la carga genética de la misma [98].

El MHC es un complejo de genes que se localizan en el brazo corto del cromosoma 6, en la region
6p21.3. Consiste en un conjunto de genes altamente polimdrficos y que presentan un elevado
desequilibrio de ligamiento, es decir, la tasa de recombinacién es baja o inexistente, por lo que
alelos localizados en distintos “loci” tienden a transmitirse conjuntamente formando haplotipos
que se heredan de padres a hijos. El MHC en humanos se conoce como antigenos leucocitarios
humanos (HLA, human leukocyte antigen). Su funcién es la presentacion de antigenos a los
linfocitos T, de manera que presentan un papel clave en el mantenimiento de la tolerancia
inmunolégica. Cumplen con la funcién de reconocer lo propio y lo ajeno y aseguran la respuesta
inmunoldgica, capaz de defender al organismo de algunos agentes extrafios que generan

infecciones.

Las moléculas HLA son glicoproteinas y son parte de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Hay
dos clases de HLA que tienen una funcién ligeramente diferente. Tienen muy diferentes
secuencias de aminoacidos, pero la estructura tridimensional muy similar. Se les conoce como HLA

de clase | y HLA de clase II.

HLA de clase | es un heterodimero formado por dos cadenas polipeptidicas unidas de forma no
covalente. La cadena a 6 cadena pesada y una cadena B2 microglobulina o cadena ligera. La
cadena a estd compuesta por tres dominios los cuales se numeran desde el extremo N-terminal,
al, a2, y a3. Los dominios al y a2 1 formar la hendidura de unidn al péptido, donde el antigeno es
presentado al receptor de las células T, este espacio creado es lo suficientemente grande para que
guepan péptidos entre 8 a 11 aminoacidos. El segmento a3 contiene una regidon transmembrana
gue se une a la molécula a la membrana celular (Figura 6). En esta regidn se encuentran los genes

que codifican para los genes HLA-A, By C entre otros.



Las moléculas HLA de clase Il estd formado por dos cadenas asociadas de modo no covalente, la
cadena a y la cadena B que son sintetizadas por genes del MHC. La cadena a y la cadena B poseen
segmentos que desde su extremo N-terminal se nombran como al, a2 y B1, B2. En esta
molécula los sitios de unidn al péptido se encuentran entre los dominios al y B1, y el espacio que
gueda entre esta unidn permite que se unan los péptidos antigénicos entre 10 a 30 residuos o
incluso mds. Mientras que los segmentos a2 y B2 se pliegan formando dominios tipo Ig. Los bucles
formados por las secuencias B2 son el sitio de unidn a la molécula CD4 de los Linfocitos T
colaboradores. En similitud con las moléculas de clase |, el MHC Il completamente ensamblado y
estable es un heterotrimero, constituido por la cadena a, la cadena B y el péptido. Estas

moléculas codifican principalmente a los genes HLA-DR, DQ y DP.

Existen en un individuo normal heterocigoto, seis alelos para la cadena a y seis para la cadena B3, lo
qgue nos daria como resultado un total de doce posibles variantes en la molécula del HLA Il, sin
embargo existen cadenas a provenientes del alelo HLA-DQa que no necesariamente se aparean
con las cadenas [ del alelo HLA-DQJ, si no que pueden asociarse a cadenas B de otros alelos (HLA-
DPB, HLA-DRP, etc.). Este mecanismo permite la existencia de alrededor de 10 a 20 moléculas de

clase Il.

MHC de clase | se encuentra en todas las células nucleadas y es fundamental para la inmunidad
anti-viral. MHC de clase Il, por el contrario se encuentra en un pequefio nimero de células
especializadas conocidas colectivamente como células presentadoras de antigeno (CPAs). Las
células presentadoras de antigenos incluyen macréfagos, linfocitos B, linfocitos T citotdxicos entre
otros. Los linfocitos T citotdoxicos, CD8, expresan la molécula con el receptor de células T. CD8 se
une a MHC de clase | y no a MHC de clase Il. Asi que, las células T citotéxicas se unen a MHC de
clase I. Las células T auxiliares no expresan CD8 sino que expresan CD4 que funciona de una
manera similar, por lo tanto, MHC de clase Il se une a las células T auxiliares. Por esta razon las

células T auxiliares también se conocen como células CD4 vy las células T citotdxicas como CDS8.



Linfocito T Linfocito T
citotdxico helper

Receptorde la
célula T (TCR)
Péptido

Células infectadas Células presentadoras
por virus de antigenos

- MHCClase ) “MHC Claose

Receptorde la
célula T (TCR)

Péptido

Figura 6. Estructura de las moléculas MHC de clase | y Il unidos a linfocitos T citotdxicos y linfocitos T
auxiliares o helper, respectivamente.

La region de clase Il se situa entra la | y la ll, y contiene genes importantes en el sistema inmune
innato, incluyendo el factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y algunos componentes del complejo

como C2y C4. (Figura 7)
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Figura 7. Representacion esquematica del complejo principal de hitocompatibilidad humano, donde se
muestran los loci que codifican los antigenos HLA de Clase | y Il mas importantes.

2.5.1.1. Asociaciones HLA de clase Il

Las asociaciones genéticas mas consistentes con ACG se encuentran dentro de la region HLA de
clase ll, particularmente el alelo HLA-DRB1 * 04 (especificamente DRB1 * 0401 y DRB1 * 0404)
qgue se ha identificado como el principal contribuyente del componente genético de la ACG en
diferentes poblaciones tanto en personas de origen escandinavo, donde esta enfermedad es mas

frecuente, asi como en la poblacidn espafiola [15-17, 19, 69-72, 74, 99-102]

Ademas se ha reportado una asociacion de HLA-DRB1*04 con el desarrollo de complicaciones
visuales de esta vasculitis [103]. En particular el alelo HLA-DRB1*0404 [15, 69] esta presente en
aproximadamente el 50% de los pacientes y se ha observado una incidencia de manifestaciones
oculares tres veces mas frecuente y de mayor severidad, asi como una mayor incidencia de
eventos isquémicos neurolégicos [45, 104]. Asi como la resistencia al tratamiento con esteroides
en pacientes con ACG que también ha sido relacionada con la presencia de dicho alelo [70]. Por

otro lado, el hecho de que en otros estudios no hayan confirmado dicha asociacidn [73] puede



estar influido por otros factores étnicos o geograficos [104]. Aunque la asociacidn entre HLA-DRB1
y ACG ha sido claramente demostrada, existen controversias sobre la asociacién genotipica de
HLA-DRB1 con PMR. Asi, en un estudio llevado a cabo en Espafia los pacientes con ACG, con o sin
manifestaciones de PMR, fueron asociados con los alelos de HLA-DRB1*04, mientras que aquellos
con el PMR aislado se asociaron con el HLADRB1*13/14 [72].

Esta discrepancia se ve apoyada por datos de otro estudio en pacientes de ACG en Francia donde
hay una prevalencia alta de los alelos HLA-DRB1*040 y un incremento en la frecuencia del
HLADRB1*01 en pacientes con PMR aislado [105]. Estas observaciones ponen de manifiesto las

diferencias en la asociacidn de los alelos HLA-DRB1 entre la ACG y la PMR.

2.5.1.2. Asociaciones HLA de clase |

Otros estudios han reportado asociaciones débiles con alelos de MHC de clase | como HLA-A * 31,

HLA-B * 8, HLACw3, HLA-Cwé6 [17, 106, 107].

Otros datos publicados posteriormente [21] sugieren que polimorfismos de MHC de clase |
pueden estar involucrados en la predisposicién genética a ACG, probablemente al influir en la
presentacién de antigenos a las células T. Especificamente, HLA-B*15 se ha asociado con ACG en

una poblacién caucasica del noroeste de Espaiia.

Otra molécula interesante dentro de la familia de moléculas HLA de clase | no clasicas son las
moléculas MICA que junto con las MIC-B forman dicha familia [108]. Estas moléculas son ligandos
de los receptores NKG2D expresados en la superficie de células T CD8+ y NK [109], son altamente

polimérficas en humanos, con mas de 50 alelos descritos.

El gen MICA se localiza entre las regiones de clase | y clase Il del MHC [108], aproximadamente a
46 kb de los genes HLA-B. El gen MICA codifica una molécula inducible por estrés con tres
dominios extracelulares (al, a2 y a3), un dominio transmembrana (TM) y una cola citoplasmatica

(CY) [108].

En el exdn 5 del gen MICA, que codifica la regidén transmembrana de la molécula, se describié un
microsatélite polimérfico que consiste en una serie de repeticiones (GCT), cuyos alelos
determinan la presencia de un nimero variable de residuos de alanina [110]. Adema3s la variante

alélica MICA 5.1 consiste en la insercién nucleotidica de una G entre el segundo y el tercer triplete



de repeticiones, (GCT ->GGCT), causando la alteracién del marco de lectura y generando como
consecuencia un coddn de parada prematuro [111]. Una estimulacién por antigenos de naturaleza
desconocida, probablemente de origen infeccioso, podria desencadenar la expresién de proteinas

de choque térmico en el tejido de la arteria induciendo la expresién de MICA.

La localizacién de los genes MICA en la regién HLA y su asociacidn con otras enfermedades
autoinmunes sugirié que el gen MICA podia ser un buen gen candidato para el desarrollo de ACG,
de manera que Gonzalez-Gay et al. llevaron a cabo un estudio para evaluar la contribucion de los
polimorfismos de los genes MICA y HLA-B en la patogenia de la ACG. Como resultado de dicho
estudio se proporcionaron por primera vez evidencias de que los genes MICA y HLA-B estan
asociados independientemente con la susceptibilidad genética a ACG, sugiriendo que varios genes
en el MHC pueden tener efectos independientes en la susceptibilidad a esta vasculitis sistémica

[21].

2.5.2 Asociaciones con los genes que codifican citocinas

Ya que tanto la ACG como PMR se caracterizan por una fuerte respuesta de fase aguda sistémica,
los factores genéticos de moléculas que intervienen en la inflamacién pueden jugar un papel
crucial en el riesgo a esta patologia. Teniendo en cuenta esto, en esta seccion vamos a describir
las asociaciones significativas para la predisposicion genética a la ACG de los genes que codifican
los componentes clave del proceso de inflamacion que han sido reportados hasta el momento.
Dichos genes codifican variedad de citocinas y factores de crecimiento, en particular, interleucina
(IL) -6, interferdn (IFN-y), factor de necrosis tumoral (TNF) a, IL - 10 ,factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF ) , enzimas metaloproteinasa - 9 ( MMP - 9 ) , éxido nitrico sintasa
endotelial , mieloperoxidasa , y el patrén molecular asociado a patdgenos receptores Toll -like
receptor de reconocimiento de 4 ( TLR4 ), aunque los resultados no siempre son consistentes a

través de las poblaciones [58].



El gen del Factor de necrosis tumoral - alfa (TNF - a) se localiza dentro de la region MHC de clase
Il y codifica una citoquina proinflamatoria implicada en la regulacién de las células inmunes, es
producido por los macréfagos activados, las células T CD4 + vy las células NK [112].

En pacientes con ACG con una fuerte respuesta inflamatoria sistémica, se han detectado niveles
elevados de TNF y una alta produccion de esta citoquina se asocid con un tratamiento mas largo
con corticosteroides para estos pacientes [113].

En un estudio llevado a cabo en Espaiia [75], se evidencié que la ACG y la PMR estdn asociadas con
diferentes polimorfismos de microsatélites del TNF. De modo que, mientras que la ACG estd
fuertemente asociada con el alelo del microsatélite TNF-a2 independientemente de los alelos del
HLA-DRB1, en pacientes con PMR aislada, existe una asociacidon positiva con el TNF-b3, que
también es independiente de los alelos del HLA-DRB1. Asi que, los pacientes con ACG sin sintomas
de PMR vy los pacientes con PMR aislada podrian ser diferenciados por la frecuencia del alelo TNF-
o. Los autores también observaron que la frecuencia del microsatélite TNFalO fue
significativamente menor en los pacientes con ACG sin manifestaciones PMR en comparacién con
aquellos que muestran PMR o con PMR aislada, lo que apoya a la idea de que la ACG asociada con

PMR es diferente de la ACG sin PMR y mas similar a la PMR aislada.

EL interferon gamma (IFN-y) es una citoquina clave en el sistema inmunoldgico, esta implicado en
la inmunidad innata y adaptativa contra patdgenos intracelulares y el control de tumores. Es
producido predominantemente por las células NK, T CD4 +y CD8 +. El interferén gamma es una
de las citoquinas mas caracteristica del perfil Thl. La variacién genética y desarreglos en la
regulacién de la expresion génica de esta citoquina se han asociado con un amplio espectro de
enfermedades inflamatorias crénicas y enfermedades autoinmunes [114]. La ACG se considera
una enfermedad Th1 tipica, y el IFN-y producido por las células T CD4 + ha sido descrito como una
de las poblaciones de células dominantes en los infiltrados arteriales. Se ha observado que el IFN-
y sigue siendo liberado en las lesiones de esta vasculitis incluso después de meses de tratamiento
con corticoides [50]. Sin embargo, en un estudio en el que se analizaron tres polimorfismos
diferentes del locus IFN-y, no se observd asociacion con la enfermedad global lo que sugiere que
las variantes funcionales del IFN-y pueden influir en la gravedad de la enfermedad en lugar de la

susceptibilidad de la misma [85].



La interleucina 10 (IL-10) es una citoquina antiinflamatoria producida por monocitos, células T
(células Th2 y CD8), queratinocitos y células B activadas. Tiene un efecto pleiotrépico (acttdan
sobre muchos tipos celulares) en el sistema inmune. Actia como inhibidor de macréfagos y
células dendriticas activadas, por lo tanto participa en el control de reacciones inmunitarias
innatas e inmunidad celular y expresion de moléculas del MHC clase Il. También mejora la
supervivencia de células B, la proliferacidn y la producciéon de anticuerpos, puede bloquear la
actividad de NF-kB, y estd involucrado en la regulacién de la via de sefializacién JAK-STAT [115]. Se
ha demostrado que hay asociacion entre ACG y diferentes variantes genéticas funcionales de IL-
10, concretamente las variantes; rs1800896*A/G, rs1800872*A/Cy rs1800871*C/T se asocian con
un aumento en el riesgo a desarrollar fenédmenos cardiovasculares [116]. Esta asociacion también
se ha visto en otras enfermedades reumaticas como AR [117], LES [118] y SS [119], entre otras.
Ademas dos estudios independientes en poblaciones espafiola e italiana indicaron que variantes
en la regién del promotor de IL-10 estan implicadas en la susceptibilidad genética a ACG [88, 89] .
En la poblacién espafiola la variante que se ha visto asociada a ACG es el polimorfismo rs1800896
mientras que en la poblacién italiana, la variante que se ha visto asociada es rs1800872. En
cualquier caso, el haplotipo que contiene el alelo menor de los tres SNPs (rs1800896*G -

rs1800871*Trs - 1800872*A) esta fuertemente asociada en ambos estudios (P < 0,0001).

La interleucina 4 (IL-4) es una glucoproteina del grupo de las citocinas, producida por las células T
de tipo 2 (Th2), basdfilos, mastocitos y eosinéfilos activados. Actlia como antiinflamatorio al
bloquear la sintesis de IL-1, TNF-alfa, IL-6 y la proteina inflamatoria del macréfago. Entre otras
funciones, promueve la diferenciacién de linfocitos Th2, la proliferacidn y diferenciacidon de
linfocitos B y es un potente inhibidor de la apoptosis [120].

Diferentes variantes genéticas de /L-4 han mostrado evidencias de una asociacién con la
predisposicion a desarrollar ACG, y estas asociaciones aumentaron sustancialmente su
importancia estadistica cuando se tuvo en cuenta el HLA-DRB1 * 04, lo que sugiere una posible

interaccion entre ambos loci [85].

La interleucina 6 (IL-6) es una glucoproteina segregada por muchos tipos de células diferentes,
incluyendo los macréfagos, células T, células endoteliales y fibroblastos. Localizado en el
cromosoma 7, su liberacion esta inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNFa. Es una

citocina con actividad antiinflamatoria y proinflamatoria [121]. Se ha demostrado que un
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polimorfismo del promotor de este gen (rs1800795 * G / C) influye en los niveles de expresion de
IL- 6, y su desregulacién se ha implicado en el desarrollo de la fenotipos clinicos en numerosas

enfermedades autoinmunes como SSc, LES and AR [122-124], respectivamente.

En estudios llevados a cabo en pacientes de ACG se ha puesto de manifiesto una correlacién

entre la concentracién de IL-6 y los sintomas clinicos [63, 125].

Estudios independientes realizados en Italia y en Espafia no han demostrado el hecho de una
asociacién entre el polimorfismo promotor rs1800795 y la predisposicién a esta enfermedad [78,
126]. Si bien, el estudio llevado a cabo en la poblacidon espafiola sugirié que este polimorfismo
puede estar relacionada con el desarrollo de PMR en pacientes con ACG, especialmente en
aquellos que son portadores del alelo HLADRBI * 04 [78]. Sin embargo, un estudio reciente en una
cohorte independiente espafola identificd a dos variantes genéticas de /L-6 asociadas con ACG
(rs1546762, situada en la region del promotor, y rs7805828, situado aguas arriba de el extremo 3'

del gen) [79].

La interleucina 18 (IL-18) también llamada “factor inductor de interferén gamma”, es una
citoquina proinflamatoria producida por los macrdéfagos, linfocitos NK y linfocitos T. Esta citoquina
juega un importante papel en la inflamacidn crénica y tiene un papel importante en la patogenia
de diferentes enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico [127]. Se ha
observado un aumento significativo en la expresién del ARNm de IL18 en individuos portadores de
del alelo C en el polimorfismo rs360719 de IL18 en células de sangre periférica [128]. También se
ha visto un aumento en los niveles de expresion de IL-18 en biopsias de pacientes de ACG y el SNP

rs1946518* G / T ha sido asociado recientemente con la susceptibilidad a ACG [94].

La proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) también se conoce como ligando de
guimioquina 2 con motivo C-C (CCL2), es una pequefia citoquina que pertenece a la familia de las
guimioquinas CC. MCP-1 recluta monocitos, células T de memoria, y las células dendriticas a los
sitios de la inflamacidon producida por cualquier tipo de lesidn tisular o infeccidén, aunque también
puede estar implicada en la inflamacidn crénica [129]. El hecho de que esta quimioquina haya sido
detectada en la mayoria de las células mononucleares, algunas células de musculo liso y células
gigantes de las biopsias de arterias de pacientes de ACG, sugiere que puede jugar un papel en la

infiltracion de monocitos de la pared de la arteria que conduce a la lesidn vascular en esta



vasculitis [130]. Ademads, se observé un aumento de la expresién de MCP1 en pacientes con ACG y
otras enfermedades autoinmunes, incluyendo AR y aterosclerosis [130, 131]. Los diferentes
polimorfismos del gen MCP1 se asociaron con la gravedad clinica de diferentes enfermedades
autoinmunes asi como con complicaciones de las arterias coronarias [132-134].

En cuanto a la ACG, se observaron diferencias significativas en la frecuencia de un haplotipo
compuesto por tres SNPs, situados en el intrén 1, el exdn 2 y la region 3’'UTR del gen, entre los
pacientes espafioles y controles [87]. Ademas, también se ha reportado la asociacion entre el SNP

rs1860190 *A/T y la ACG en la poblacién espafiola [79].

El ligando de quimioquina 5 con motivo C-C (CCL5) también conocida como RANTES (regulated
and normal T cell expressed and secreted). CCL5 codifica un factor quimiotactico potente para
monocitos, células T, basdfilos, eosindéfilos y mastocitos que expresan el receptor CCR5 [135]. Esta
citocina es uno de los principales factores supresores del VIH-producidos por las células CD8+.
Suprime la replicacion in vitro de las cepas R5 del VIH-1, que utilizan CCR5 como correceptor.
Estudios llevados a cabo, sugieren que en pacientes con PMR los niveles séricos de esta
guimioquina estdn aumentados y la terapia con corticoides parece normalizar dichos niveles
[136]. En un estudio que se realizd con ACG se investigd la posible implicacion del polimorfismo
rs2107538*G/A y aunque no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
frecuencias de los alelos de casos de ACG y controles, se mostrd una asociacion con PMR aislada

[76].

La interleucina 2 (IL-2)/ interleucina 21 (IL-21)

La IL-2 es una proteina que actua como factor de crecimiento de los linfocitos T, induce todos los
tipos de subpoblaciones de linfocitos y activa la proliferacién de linfocitos B. La IL-2 también regula
la respuesta inmunitaria, interviene en la reaccidn inflamatoria estimulando la sintesis de
interferdn, induce la liberacidn de IL-1, TNF-alfa y TNF-Beta. Esta citoquina actua sobre las mismas
células que la producen o sobre células adyacentes lo que hace referencia a su funcién como
factor de crecimiento y supervivencia autocrino y paracrino respectivamente. Ademas, la IL-2 es
necesaria para el establecimiento de la memoria inmunitaria celular, asi como para el
reconocimiento de autoantigenos y antigenos foraneos. En resumen, la IL-2 es esencial para la
diferenciacion de las células T reguladoras [137]. La IL-21 es otra citoquina con actividad

inmunorreguladora. IL-21 juega un papel tanto en la respuesta inmunes innata como en la
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adaptativa mediante la induccion de la diferenciacién, la proliferacién y la activacién de multiples
células diana incluyendo los macréfagos, las células NK, células B y células T citotdxicas [138]. Un
SNP localizado entre ambos locis, el rs6822844*G/T, ha sido asociado con varias enfermedades
autoinmunes [139-141]. No esta claro si esta sefial refleja una asociacién especifica con IL2 o IL21,
probablemente debido al gran desequilibrio de ligamiento en esta regién [142]. En otro estudio
realizado en una cohorte espafiola se investigd la posible implicacién de este polimorfismo en la
susceptibilidad a la ACG, obteniéndose como resultado una mayor frecuencia del alelo menor de
dicho SNP en pacientes con complicaciones isquémicas severas y cuando el analisis se llevé a cabo
en pacientes con claudicacion mandibular, se alcanzé la significacidon estadistica lo que sugiere
que la regidn gendmica IL-2/IL-21 puede contribuir a la expresion fenotipica de la enfermedad

[96].

El receptor beta 2 de la IL-12 (IL12RB2) es una subunidad del receptor de la IL - 12
cuya expresion estd regulada por el IFN-y. IL12RB2 desempefia un papel importante en la
diferenciacién celular y se cree que contribuye a la respuesta inflamatoria [143]. Teniendo en
cuenta que Thly Th17 son desempefian un importante papel en la fisiopatologia de la ACG [144],
se realizd un estudio en una cohorte espafiola para evaluar si este gen puede representar un
factor de riesgo genético para la ACG. Como resultado de dicho estudio se obtuvo una significativa
asociacion entre el polimorfismo rs3790567*A/G de IL12RB2 y la susceptibilidad a la enfermedad,
particularmente con el subgrupo de pacientes que muestran complicaciones visuales isquémicas,
lo que sugiere un potencial efecto de las células Thl y Thl7 en el desarrollo de estas

manifestaciones [96].

2.5.3 Asociaciones con moléculas implicadas en la funcidon endotelial

Los polimorfismos genéticos en los genes que codifican para las moléculas de adhesion de células
endoteliales han sido considerados como posibles factores de susceptibilidad clave que influyen
en las enfermedades vasculares, puesto que la disfuncidn de la célula endotelial puede conducir al

desarrollo de condiciones inflamatorias cronicas.

La molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) es un miembro de la superfamilia de
inmunoglobulina con un papel importante en las interacciones entre las células inmunes y

endoteliales durante el proceso inflamatorio [145].



Las moléculas de adhesion participan en el trafico de linfocitos entre los érganos de produccidn,
maduracién y tejidos. La adhesion leucocitaria se incrementa en sitios de inflamacidn local,
favoreciendo el rodamiento celular de leucocitos sobre las células endoteliales cercanas a los

focos de inflamacion.

Se ha observado que los niveles elevados en suero de ICAM- 1 se correlacionaron con la
enfermedad en pacientes con ACG, y también se detectd la expresion de esta molécula en la
membrana sinovial de pacientes con PMR, asi como en infiltrados de la arteria temporal en Ila
ACG, que sugiere que esta proteina puede ser un componente relevante de los procesos
inflamatorios de estas manifestaciones clinicas [64].

Un SNP no sindnimo localizado en el exdn 4, el rs1799969 * A/G, se asocio con la predisposicion a
la ACG y PMR y con un mayor riesgo de recaida / recurrencia en pacientes con PMR en una
cohorte italiana [77]. Sin embargo, este hallazgo no se repitid en un estudio posterior realizado en

una poblacién espafiola [146].

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por Vascular Endothelial Growth Factor) es
una proteina sefalizadora implicada en la formacidon de vasos sanguineos durante el desarrollo
embrionario (vasculogénesis) y tiene un papel fundamental en el crecimiento de vasos nuevos en
el adulto (angiogénesis). Promueve angiogénesis en los procesos de inflamacion cronica,
cicatrizacion y en tumores. VEGF es secretado por muchas células del mesénquima y del estroma.
VEGF induce moléculas de adhesion en las células endoteliales durante la inflamacién y estimula la

proliferacién y diferenciacion de estas células en los sitios de angiogénesis [147].

En la ACG, el VEGF ha sido propuesto como uno de las principales moléculas que influyen en la
progresion de dicha vasculitis, jugando un doble papel actuando por un lado como un factor
proinflamatorio y por otro actuando en la compensacidn isquémica [148]. Seialar que ha sido
detectado un aumento den los niveles circulantes de VEGF en pacientes de PMR [149]
evidenciando que estas altas concentraciones pueden estar relacionadas con la isquemia del
nervio dptico en pacientes de AGC [150].

Los portadores de una variante genética funcional situada en la regidn del promotor de VEGF
(rs2010963 * G/C), se ha reportado que afecta a la expresidn del gen y a los niveles circulantes de

la proteina [151], y ha sido asociado con susceptibilidad a la ACG [82]. En oto estudio en una
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cohorte espafiola, se observé una asociacién especifica de esta variante de VEGF con la presencia
de manifestaciones isquémicas severas en pacientes con ACG [115], y muy recientemente se ha
informado que otras tres variantes genéticas de VEGF (rs1885657 * C/T, rs699946 * A/G vy

rs699947 * A/C), confieren riesgo genético a desarrollar esta vasculitis [79].

La éxido nitrico sintetasa (NOS) es una oxidorreductasa responsable de la sintesis de éxido nitrico
(ON). Es la enzima responsable de transformar la L-arginina en dxido nitrico (ON) en una catalisis
organica de oxidorreduccién (reacciéon RedOx), sin gasto de energia o ATP, asi que, esta implicado
en una amplia variedad de procesos biolégicos. El éxido nitrico ha sido descrito como un mediador
clave del equilibrio Th1/Th2 en la autoinmunidad, y un aumento de los niveles de ON se

correlacionan con el desarrollo de diferentes enfermedades reumaticas como la AR [152].

En la ACG Se ha observado que los macréfagos expresan NOS2A [153] y se ha visto que la
produccién de ON por la iNOS puede tener un papel importante en la limitaciéon de la reaccidon
inflamatoria [154].

En un polimorfismo dentro del promotor de NOS2A ha sido asociado con la ACG en una cohorte
del noroeste de Espafia [86]. Ademas, hay evidencias recientes que han confirmado que la
variacion genética dentro de este locus también puede ser crucial en la predisposicion de la ACG,
ya que otra variante en el promotor de NOS2A, la rs2779251 * A/G, mostré un efecto protector
altamente significativo para la ACG [79].

Por otro lado, NOS3, que también se conoce como NOS constitutiva (cNOS) o NOS endotelial
(eNOS), es expresado constitutivamente por las células endoteliales que revisten el tejido vascular
[155]. Esta produccién de ON por las células endoteliales es necesaria para la regulacién de la
vasodilatacién local, para evitar la agregacién de las plaquetas, la adhesién de las células del
sistema inmunitario, y para reducir selectivamente la expresiéon endotelial de moléculas de

adhesidn y citoquinas proinflamatoria [156].

En consecuencia, es posible que el mal funcionamiento del sistema ON pueda estar implicado en
el dafio vascular de la ACG. De hecho, los estudios sobre las poblaciones italianas y espafiolas
sefialaron a NOS3 como un gen de susceptibilidad para la ACG [80, 81]. Por primera vez, un SNP no
sindnimo en el exén 7 (rs1799983 * T/G, Glu298 Asp) mostrd una clara asociacion con la
enfermedad [80], mientras que un estudio en la poblacidn espafiola mostrd la asociacién de un

haplotipo que incluye a esta variante genética, una repeticion en tandem en el intréon 4 y un



promotor del SNP en la posicién -78 (rs2070744 * T/C) [81]. Por lo tanto, aunque se necesitan
estudios posteriores para confirmar esta asociacidn, es posible que estas variantes puedan estar

influyendo en el fenotipo de la enfermedad mediante la generacién de estrés oxidativo.

La matriz metalopeptidasa 9 (MMP-9) una proteina que perteneces a la familia MMP, estas
proteinas son enzimas dependientes de zinc con actividad proteolitica de la matriz extracelular
gue estan involucradas en multitud de procesos fisioldgicos y patoldgicos [157]. MMP9 codifica
una proteina clave en el sistema proteolitico que rompe la membrana basal, permitiendo la
progresion de las células inmunes hacia las paredes de la arteria durante la inflamacién.
Desempefia un importante papel en los procesos de remodelacién vascular y el desarrollo de la

lesion aterosclerotica [158].

En las lesiones de la ACG se ha detectado una expresion elevada de MMP9 en los infiltrados de los

vasos inflamados [159].

Dentro de la region promotora de la MMP9, se ha visto que un SNP funcional (rs3918242 * C/T)
conduce a un aumento de la actividad del promotor y esto se ha asociado con la aterosclerosis y

los aneurismas de la aorta [160].

Por otra parte, en un estudio realizado en una pequefia cohorte de pacientes de ACG de raza
caucasica estadounidense no se encontraron evidencias de dicha asociacién con este
polimorfismo. Sin embargo, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las
frecuencias de los alelos entre casos y controles de ACG en otra variante no sinénima de MMP9

(rs2250889 * C/G) [91].

2.5.4. Asociaciones con genes de la respuesta inmunitaria

Como era de esperar, se ha reportado también polimorfismos en genes implicados en la respuesta

inflamatoria e inmune a contribuir a la susceptibilidad genética a ACG.

El receptor tipo Toll 4 (TLR4) pertenece a la familia TLR que constituyen una familia de proteinas
que forman parte del sistema inmunitario innato. Este grupo de proteinas transmembrana son

expresadas por diferentes tipos de células, incluyendo las células inmunes que juegan un papel
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fundamental en el reconocimiento de patdgenos y la activacion de la inmunidad innata. Estas
moléculas reconocen patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) y juegan un papel
fundamental en la inflamacion [161].

Uno de los miembros de esta familia, es de TLR - 4, que ha sido implicado en eventos de
transduccion de sefiales inducido por lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram negativas, asi como
estructuras de hongos y patdgenos microbacterianos [162].

En un estudio llevado a cabo en una cohorte espafiola de gran tamafio en pacientes de ACG, se ha
visto una asociacion significativa entre un polimorfismo no sindnimo de TLR4 (rs4986790 * A/G
Asp299Gly) sugiriendo que este gen puede desempenfiar un papel importante en la fisiopatologia
de la enfermedad [93]. Curiosamente, esta variante del gen TLR4 mostré un efecto aditivo con
polimorfismos de la IL18 en la susceptibilidad de la ACG [94]. Aunque esta asociacién no se
confirmé completamente en dos estudios posteriores en poblaciones caucasicas independientes
[163, 164], si que se observd una tendencia a la asociacion cuando los tres estudios fueron
metaanadlizados (P = 0,082; OR = 1,46, IC del 95%: 0,95, 2,25) [163]. Por otra parte una reciente
publicacidon de un meta-andlisis y una revision sistematica de diferentes vasculopatias (incluyendo
ACG, BD y Purpura de Schonlein-Henoch) indicd que esta variante puede representar un
verdadero factor de riesgo genético para la vasculitis en general y para la ACG en particular [165].
Se ha demostrado que un polimorfismo de TLR4 (rs4986790 * A/G), mediante sefiales LPS-TLR4,

afecta al dominio extracelular de la proteina, influyendo asi en el proceso inflamatorio [166].

Teniendo en cuenta que la activaciéon de TLR - 4 a través de LPS, promueve la activacion de las
células dendriticas, es probable que esta proteina promueva la induccién del proceso inflamatorio

en la ACG [60].

El CD24 también conocido como antigeno estable al calor, representa otro posible factor de riesgo
genético para la ACG. Codifica una molécula de adhesidn celular expresada en la superficie celular
de diferentes tipos de células inmunes , incluyendo células T, células B, granulocitos , macréfagos,
y células dendriticas, y parece jugar un papel en la seleccidn y maduracidn de las células durante la
hematopoyesis asi como en la activacion de células T CD4 +y CD8 + [167, 168].

La molécula CD24 ha sido implicada en diferentes procesos de malignidades de tumor ya que

aumenta el potencial metastasico de las células malignas, debido a su capacidad para unirse a P-



selectina lo que promueve la difusidon de células tumorales y el reclutamiento de células T a los
sitios de inflamacién [169-172].

El andlisis de los dos polimorfismos de CD24 que parecen ser funcionales en una poblacién
espafiola, un SNP codificante (rs8734 * C / T) y una delecién de TG en la regidn 3' del gen
(rs3838646 * TG / DEL), sugirieron claramente que este gen esta implicado en la susceptibilidad a
la ACG. En particular, la delecion del dinucledtido mostrd un considerable aumento en el riesgo de

ACG con respecto a los controles (OR = 2,31).

Los receptores de Fc y (Fc y Rs) pertenecen a la familia de receptores Fc que son proteinas de la
superficie celular de la superfamilia de las inmunoglobulina, que se encuentra en la membrana de
algunas células inmunes, tales como células B, células NK, macréfagos , neutrdfilos y mastocitos.
Los receptores Fc estan clasificados segln el isotipo de anticuerpo que reconocen, de esta manera
se encuentran Receptores para Ig G, Ig E, Ig A. El nombre pasa a escribirse entonces indicando el
isotipo con una letra del alfabeto griego. Asi que el receptor Fc de la IgG es RFcy, dichos
receptores son cruciales para la induccidon de fagocitosis de patdgenos opsonizadas o células
infectadas. También, estan involucrados en la liberacién de citoquinas, incluyendo el TNF [173].
Diferentes polimorfismos de los genes FCGR (FCGR2A, FCGR3A, y FCGR3B y FCGR2B) se analizaron
en un estudio caso-control en una pequefa cohorte espafiola, en el cual los autores descubrieron
asociaciones significativas con la ACG para un polimorfismo de FCGR2A, rs1801274 * G en
homocigosis (FCGR2A - 131RR) y el rs396991 * T de FCGR3A. Ademas, los haplotipos rs1801274 *
G- rs396991 * T (FCGR2A 131R - FCGR3A 158F) se asocio con al menos 3 veces mas riesgo en ACG
[90].

La enzima Mieloperoxidasa (MPO) que se expresa abundantemente en neutrdfilos y monocitos y
secretada durante su activacion [174]. Es responsable de la actividad microbicida contra un amplio
espectro de organismos, catalizando la oxidacidn del ion cloruro a acido hipocloroso, que es un
agente antimicrobiano con potentes propiedades proinflamatorias que pueden causar dafio
vascular. Ademds, esta proteina causa la modificacion oxidativa de la lipoproteina de baja
densidad a una forma de alta absorcién que se considera que estd implicada en la aterogénesis
[175]. De hecho, hay evidencia que sugiere que el aumento de los niveles de MPO en suero puede
representar un marcador de riesgo para la aterosclerosis y la enfermedad de la arteria coronaria

[176]. Ademas, algunos autoanticuerpos, tales como ANCA, se dirigen contra MPO en las vasculitis



[177]. Por otra parte, datos anteriores sugirieron que los genotipos relacionados con la baja
expresion del gen MPO tienen un papel protector en la enfermedad de la arteria coronaria [178].
El polimorfismo rs2333227* G/A, que afecta a la expresién de MPO [179], se asocid con la
predisposicion a ACG [92]. Teniendo esto en cuenta, es probable que la MPO represente un
componente clave en las enfermedades inflamatorias vasculares, proporcionando un mecanismo

para la disfuncion endotelial y el daiio de la pared del vaso.



2.6 Bases genéticas comunes en autoinmunidad.

Gracias a numerosos estudios se sabe que las enfermedades autoinmunes comparten la
caracteristica de ser patologias genéticas complejas en las que multiples genes intervienen en el
desarrollo de la enfermedad, y que un cierto porcentaje del componente genético de las

enfermedades autoinmunes es compartido entre ellas [180-183].

En los ultimos afios gracias a los nuevos avances en las técnicas de genotipado y al proyecto del
HapMap ha sido posible el desarrollo de los estudios de asociacion del genoma completo (GWAS).
Hasta la fecha numerosos GWAS han aparecido en diversas enfermedades, incluyendo la artritis
reumatoide, el lupus eritematoso sistémico, la esclerosis sistémica o la espondilitis anquilosante,
entre otras. Estos estudios han confirmado regiones de asociacidn ya conocidas de susceptibilidad
a estas enfermedades como los genes HLA, PTPN22, STAT4, IRF5 e IL23R, entre otros. Ademas, se
han identificado nuevas e interesantes regiones de susceptibilidad que necesitan ser confirmadas
en estudios de replicacion para poder esclarecer el papel de esas nuevas regiones en la
susceptibilidad a la enfermedad. En este sentido, algunos de estos genes estan implicados en la
susceptibilidad genética a varias enfermedades autoinmunes, lo que apoya la teoria de un origen
genético compartido en autoinmunidad. De modo que podemos decir que gracias a los GWAS se

ha confirmado con claridad la existencia de un componente genético comun de autoinmunidad.

Se conoce que una parte importante del componente genético de la susceptibilidad a las
enfermedades autoinmunes reside en el MHC, si bien los genes responsables dentro de esta
region no estdn completamente identificados. A pesar de que la mayoria de las enfermedades
autoinmunes presentan un pico de asociacion con el MHC, los alelos HLA asociados a cada
enfermedad son diferentes. Por otro lado, es evidente que otros genes fuera del MHC contribuyen

al desarrollo de dichas enfermedades autoinmunes.

Al igual que ocurre con otras enfermedades autoinmunes, la ACG comparte gran similitudes
genéticas con otros desordenes autoinmunes como es el caso de la AR. Al igual que en el caso de
la AR, la ACG también es una enfermedad autoinmune inflamatoria crdnica en las que predominan

las células CD4 +, y factores ambientales y genéticos parecen contribuir a su etiologia [11, 184].



Asi se conoce que tanto la AR como la ACG se han asociado con un aumento de la respuesta

inflamatoria y se han descrito asociaciones con los alelos HLA -DRB1 * 04 [185].

En muchos casos, no se han identificado los alelos causales precisos o genes que impulsan estas
asociaciones. Sin embargo, algunos loci que muestran asociaciones con multiples enfermedades
pertenecen a categorias de genes asociados que, a su vez, implican la participacién de vias
funcionales particulares. Estos incluyen la sefializacion intracelular que conduce a la activacion de
células T y B, la sefializacidon por citocinas y receptores de citocinas, y las vias que median la
inmunidad innata y las respuestas microbianas. Esto pone de manifiesto el hecho de que la
mayoria de los genes recientemente identificados se pueden asignar a algunas vias moleculares

inmunolégicas compartidas.

Y aunque la mayoria de los estudios de asociacién gendmica se han centrado en una serie de
casos de ascendencia europea, estudios de otras poblaciones muestran que algunas asociaciones

se observan entre las distintas poblaciones.

Algunos de los genes que se han visto asociados a numerosas enfermedades autoinmunes estdn

incluidos en la siguiente tabla.



Tabla 7. Principales sefiales de asociaciones seleccionadas en las enfermedades autoinmunes.

Gen Localizaciéon cromosémica

posible funcién y mecanismo de accién

Asociacion

Activacion de linfocitos y sefializacién intracelular

HLA 6p21
PTPN22 1p13
CTLAY 2933
TAGAP 625
PTPN2 18p11
TYK2 19p13
TNFAIP3  6q23
TNIP1 5933

PRKCQ 10p15

Presentacién del antigeno; sefiales que modulan finamente la presentacion de antigenos
Modulacién de la activacion del receptor de linfocitos

Transmisién de sefiales inhibidoras en las células T

Expresion en células T activadas

Expresion en células T; papel en el crecimiento y la diferenciacién celular

Quinasa Janus aguas abajo de los receptores de citoquinas

Regulacién de ubiquitinacion; baja regulacion de factor nuclear kappa B

Regulacién de la activacion del factor nuclear kappa B

Activacion de células Ty sefalizacion

Citoquinas y receptores de citoquinas

Seleccidn de subconjuntos de células, incluyendo Th17; multiple sefales de asociacién

Uno de los componentes de la IL-2 sefalizacidn del receptor

Factores de crecimiento de células T; multiples asociaciones que flanquean ambas citocinas
Diferenciacidn y activacién de las células T afectadas por la IL-7

Subunidad comun alalL-12y laIL-23

Regulacién de las citoquinas, MHC de clase Il y moléculas co-estimuladoras

Inmunidad innata y reconocimiento microbiano

IL23R 1p31
IL2RA 10p15
IL-2/1L21 4926
IL7R 5p13
IL12B 5933
IL10 1932
IRF5 7932
IFIH1 2924
Factores de transcripcion
STAT4 2932
STAT3 17921

Otras vias 0 mecanismos
FCGR2A 1p23

CCR6 6q27
ITGAM 16p11
UBASH3A 2122
UBE2L3 22g11

Induccién de interferones
Reconocimiento de ARN de picornavirus

Mediacidn de multiples sefiales de citoquinas, incluyendo la IL-12
Mediacion de multiples sefiales de citoquinas

Receptor de superficie celular en las células fagociticas

Expresidn en células dendriticas inmaduras y células T memoria

Adhesién de leucocitos; cambio de aminoacido implicado como un alelo causal
Asociacién con la ubiquitinay la proteina que contiene el dominio SH3

Enzima de conjugacion de ubiquitina

La mayoria de los trastornos autoinmunes

DMT 1, AR, LES, enfermedad de Graves, enfermedad de Crohn
DMT1, AR, CD, alopecia areata

AR, Crohn, CD, DMT1

DMT1, Crohn, CD

Psoriasis, DMT1, LES,Crohn, ME

AR, LES

LES, psoriasis

DMT1, AR

Crohn, CU, psoriasis, espondilitis anquilosante, cirrosis biliar primaria
DMT1, ME, AR, Crohn, vitiligo, alopecia areata

CD, Crohn, CU, AR, DMT1

ME, cirrosis biliar primarias, alopecia areata

Crohn, UC, psoriasis, LES

LES, DMT1, Crohn, UC

LES, AR, cirrosis biliar primaria, ES
DMT1, psoriasis, deficiencia selectiva de IgA

LES, AR, cirrosis biliar primaria, ES
Crohn, ME

LES, AR, UC

Crohn, AR, Graves, vitiligo
LES

DMT1, AR, CD

AR, CD, LES



Para una mejor comprensién es conveniente dividir el sistema inmunoldgico en los sistemas
innatos y adaptativos, aunque en realidad estan altamente integrados y son interdependientes. El
sistema inmune innato es filogenéticamente mas antigua y estd diseflado para la participacién
inmediata de los agentes patdgenos por un conjunto altamente conservados de los receptores de
reconocimiento de patrones, como los receptores TLR, junto con una respuesta defensiva
inmediata de la célula. En contraste, el sistema inmune adaptativo se compone principalmente de
células Ty B, que utilizan sistemas de receptores altamente diversos seleccionados somaticamente
del reconocimiento del antigeno (receptor de células T y la inmunoglobulina de superficie,
respectivamente) que puede reconocer millones de antigenos extrafios distintas, y por la
formacién de la memoria inmunoldgica. Las células autorreactivas B y T que son un componente
normal del sistema inmune y se mantienen bajo control por una variedad de mecanismos, muchos
de los cuales parecen ser alterados por loci genéticos implicados en la autoinmunidad. Algunos
son mecanismos centrales en el timo y la médula ésea que elimina o deshabilita clones que
reaccionan espontaneamente; otros incluyen células reguladoras especializadas, como las células

T reguladoras.

Se ha demostrado que muchas de las enfermedades relacionadas con la inmunidad no sélo se
caracterizan por un alto nimero de células T sino también por un desequilibrio en los
subconjuntos de células T. Este desequilibrio se podria explicar en cierta medida por un efecto
genético en la diferenciacion de células T. La mayoria de los genes que estaban identificados estadn
involucrados especificamente en la diferenciacion de las células Thl, células Th17 y células T

reguladoras (T eg).

La IL23R y la IL21 estan asociadas con casi todas las enfermedades relacionadas con la inmunidad,
un alelo de IL23R se ha asociado con la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerosa, y otro alelo se

ha asociado con psoriasis [186-188].

Esta asociacion podria deberse al efecto de diferente variantes causales en diferentes haplotipos
o una diferencia biolégica en la funcién de IL- 23 y la sefalizaciéon de IL- 23R en las diferentes
enfermedades. Por ejemplo, la IL- 23 estimula la supervivencia y la proliferacion de las células
Th17, y por lo tanto sirve como un regulador clave de citoquinas. El efecto de la variante IL23R en

células Th17 pueden ser beneficiosos o perjudicial, dependiendo de la enfermedad.



Asi, la IL-23 [189] se ha visto asociada en varias enfermedades autoinmunes, incluyendo modelos
de ratdn de esclerosis multiple, enfermedad inflamatoria del intestino, artritis inducida por

colageno, y dermatitis [190].

Por otro lado, no es sorprendente que muchas de las asociaciones genéticas mas fuertes estén
implicadas en las vias de las citoquina. Por ejemplo, la IL-2 y su receptor (codificado por IL2RA,
IL2RB e IL2RG) son cruciales para la activacidon y funcién de las células T reguladoras, y en la
prevencion del desarrollo de la autoinmunidad. Asi, los marcadores genéticos del gen que codifica
la IL-2 han demostrado asociacion con la enfermedad celiaca [191], colitis ulcerosa [192] artritis

reumatoide y diabetes de tipo 1 [193].

Mientras que, el papel de IL2RA en la autoinmunidad ha sido corroborado por las asociaciones
entre el locus y enfermedades tales como la diabetes tipo 1, la esclerosis multiple [194, 195]

artritis reumatoide [196], y enfermedad de Crohn [197].

La IL2RA vy el locus que incluye IL2 e IL21 [191, 194, 198-201] alteran las funciones de las células
Treg y predisponer a la autoinmune. También se han observado altos niveles de IL - 21 en los

intestinos de los pacientes con enfermedad celiaca y la enfermedad de Crohn [202, 203].

Cada vez hay mds evidencia de que las células Treg estdn menos activas en enfermedades inmunes
cronicas [204, 205] mientras que el receptor de IL-2 Una deficiencia combinada de IL2RA y CTLA4

en ratones causa enfermedad autoinmune severa [206, 207].

Otros ejemplos de genes que se han visto asociados a multiples enfermedades autoinmunes son

los genes CTLA4 y PTPN22 [186, 200, 208-210].

El cambio causal en la fosfatasa intracelular PTPN22, debido a una sustitucion especifica de
aminodcidos (arginina por triptéfano) en la posicidon 620 de la proteina, es un factor de riesgo para
la diabetes tipo 1 [211] y la artritis reumatoide [212], entre otras, pero también confiere
proteccion contra la enfermedad de Crohn [213] y al mismo tiempo, no tiene efecto sobre el

riesgo de esclerosis multiple [214].

Este cambio de aminodcidos interrumpe la unidn entre PTPN22 y una quinasa intracelular llamada
Csk, y esto a su vez altera la capacidad de respuesta de los receptores de ambas células T y B. Los

ratones que carecen PTPN22 han aumentado de manera espectacular la activacion de las células T



[215] y datos recientes indican que un fenotipo similar de mayor capacidad de respuesta de

linfocitos estd asociada con el alelo de riesgo PTPN22 [216, 217].

Por lo tanto, la genética de PTPN22 muestra el profundo efecto de los cambios sutiles en los
umbrales intracelulares de sefializacion sobre la susceptibilidad a enfermedades relacionadas con

la inmunidad [218].

IRF5 esta involucrada en la via del IFNa, y estd asociado con varias enfermedades autoinmune e
inflamatorias. De modo que se ha visto que hay asociaciones genéticas entre el aumento de la

expresion de IRF5 y LES, AR [219] v cirrosis biliar primaria [220, 221].

De igual modo, se ha puesto de manifiesto que TNFAIP3 que codifica la proteina A20, la cual es
requerida para la terminacién del factor nuclear kappa B (NF-kB) [222]. La deficiencia genética de
A20 en ratones conduce a la activacidon persistente de NF -kB, [223, 224] y la pérdida de A20
disminuye la tolerancia del sistema inmune innato [225]. TNFAIP3 se asocia con LES [226], AR

[227] y la enfermedad celiaca [228].



Figura 8. Representacion esquematica de genes asociados con enfermedades autoinmunes.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo fue identificar nuevos marcadores de riesgo genético a la ACG,
con el propdsito de obtener un mejor conocimiento de las bases moleculares que subyacen en la
susceptibilidad y principales manifestaciones clinicas de dicha enfermedad. El hecho de poder
definir marcadores genéticos implicados en la predisposicidn a la arteritis de células gigantes y/o a
sus manifestaciones clinicas permitiria la posibilidad de desarrollar nuevas estrategias

terapéuticas.

Para llevar a cabo este objetivo, la estrategia usada fue el estudio de asociacion de genes

candidatos funcionales empleando la metodologia de casos-controles poblacional.

Los genes estudiados se seleccionaron segin su implicacion funcional en la fisiopatologia de Ila
ACG. Se seleccionaron genes implicados en el proceso inflamatorio, ya que se trata basicamente
de una enfermedad inflamatoria de los vasos sanguineos, que afecta a las arterias de mediano y
gran tamafio, preferentemente aquellas del arco adrtico con distribucién extracraneal, en especial
la arteria temporal, también se seleccionaron genes que se han visto que estan asociadas a otras
enfermedades autoinmunes con las que ACG comparte vias inmunoldgicas comunes. Teniendo en
cuenta esto, fueron seleccionados los siguientes genes: ITGAM, CD226, TRAF6, CCR6, NLRP1, CSK y
PTPN22.

Los objetivos especificos para este trabajo fueron los siguientes:

1. Evaluar la posible asociacién del polimorfismo rs1143679 del gen ITGAM en la

predisposicién genética a la ACG.

2. Estudiar el papel de los SNPs rs34794968, rs763361 y rs727088 de la regién génica CD226
en la susceptibilidad a la ACG en nuestra poblacion.

3. Investigar si el polimorfismo rs540386 del gen TRAF6 se encuentra asociado a la ACG.

4. Comprobar si el polimorfismo rs3093024 del gen CCR6 puede estar implicado en la
susceptibilidad a la ACG.

5. Determinar la influencia del polimorfismo rs8182352 del gen NLRP1 en la susceptibilidad
y/o manifestaciones clinicas de la ACG.

6. Analizar el papel de los genes PTPN22 y CSK previamente asociados con la autoinmunidad,
en la predisposicion y fenotipos clinicos de la ACG.


http://es.wikipedia.org/wiki/Arteria
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A Nonsynonymous Functional Variant of the ITGAM
Gene Is Not Involved in Biopsy-proven Giant Cell

Arteritis
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ABSTRACT. Objective. To investigate whether a functional integrin alpha M (/ITGAM) variant is involved in sus-
ceptibility to and clinical manifestations of giant cell arteritis (GCA).
Methods. A Spanish cohort of 437 white patients with biopsy-proven GCA and 1388 healthy controls
were genotyped using the TagMan allele discrimination technology.
Results. No association was observed between ITGAM 151143679 and GCA (p = 0.80, OR 0.97).
Similarly, subphenotype analyses did not yield significant differences between the case subgroups and
the control set or between GCA patients with or without the main specific features of GCA.
Conclusion. Our results suggest that the /TGAM rs1143679 variant does not play an important role in
the pathophysiology of GCA. (First Release Oct 1 2011; J Rheumatol 2011;38:2598-601; doi:10.3899/

jrheum.110685)

Key Indexing Terms:
GIANT CELL ARTERITIS
SINGLE-NUCLEOTIDE POLYMORPHISM

Integrin alpha M (ITGAM) encodes the alpha subunit of the
oMB2-integrin. A nonsynonymous single-nucleotide poly-
morphism (SNP) at exon 3 of the ITGAM gene, rs1143679,
produces a functional modification in the protein by changing
the 77th amino acid residue arginine to histidine (R77H). This
genetic variant has been reported to be one of the signals most
highly associated with systemic lupus erythematosus (SLE),

TEMPORAL ARTERITIS
ITGAM rs1143679

and the most likely causal polymorphism within the /TGAM
region in several populations of different ethnicity!2. There is
evidence suggesting that ITGAM 151143679 is also involved
in the pathogenesis of systemic sclerosis (SSc)>.

Giant cell arteritis (GCA) is a complex polygenic autoim-
mune disease characterized by inflammatory lesions of blood
vessels, mainly involving medium- and large-size arteries. It
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represents the most common vasculitis in elderly individuals
from Western countries®.

Accumulation of polyclonal T lymphocytes in the arterial
lesions has been observed in patients with GCA, and it was
hypothesized that integrin-type adhesion receptors may play a
key role in this process®. Our objective was to determine
whether the /TGAM functional polymorphism rs1143679 is
implicated in the genetic susceptibility and specific clinical
features of GCA.

MATERIALS AND METHODS
Study population. A Spanish cohort of 437 white patients with GCA and 1388
unrelated healthy controls recruited in the same geographic areas and
matched by age, sex, and ethnicity was analyzed. All patients had a positive
temporal artery biopsy® and fulfilled the 1990 American College of
Rheumatology classification criteria for GCA”. Table 1 shows their main clin-
ical characteristics, as defined®S.

Written informed consent from subjects and approval of the local ethical
committees were obtained.

Genotyping methods. DNA was extracted from peripheral blood cells using
standard procedures. All participants were genotyped for the /TGAM variant
rs1143679 using the TagMan allele discrimination assay technology (assay
ID: C___2847895_1_) in a 7900HT Fast Real-time polymerase chain reaction
system, both from Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

Statistical analysis. The overall statistical power of the analysis was 70% to
detect associations, with OR = 1.3 at the 5% significance level, according to
Power Calculator for Genetic Studies 2006 software (Center for Statistical
Genetics, University of Michigan, Ann Arbor, MI, USA; Website:
http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/CaTS/). Plink (v1.07; Center for
Human Genetic Research, Massachusetts General Hospital, Boston, MA,
USA: Website: http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) was used to per-
form 2x2 contingency tables and chi-square test and/or Fisher’s exact test.
OR and 95% CI were obtained according to Woolf’s method. P values < 0.05
were considered statistically significant.

Table 1. Main clinical features of 437 white Spanish patients with biop-
sy-proven giant cell arteritis (GCA). The control group included in the
analysis with this GCA cohort was composed of 825 women (59.4%) and
563 men (40.6%).

Feature Number (%)
Age at diagnosis, yrs, median (IQR) 75 (69-79)
Women 288 (65.8)
Men 149 (34.2)
Headache 348 (83.9)
Abnormal temporal artery on examination 256 (63.7)
Polymyalgia rheumatica 208 (48.6)
Jaw claudication 184 (43.6)
Arm-leg claudication 26 (6.2)
Visual ischemic manifestations® 111 (26.1)
Permanent visual loss 49 (11.6)

Stroke 19 (4.6)
Severe ischemic manifestations®* 217 (51.3)
Irreversible occlusive disease® 82 (19.7)

* Transient visual loss including amaurosis fugax, permanent visual loss,
or diplopia®. ** At least one of the following: visual manifestations, cere-
brovascular accidents (stroke and/or transient ischemic attacks), jaw clau-
dication, or limb claudication®. © At least one of the following: permanent
visual loss, stroke, and/or occlusive disease in the extremities®. IQR:
interquartile range.

RESULTS

No divergence from Hardy-Weinberg equilibrium was
observed (p < 0.05) in controls or cases, and control allele fre-
quencies were similar to those reported in the white European
population?.

Table 2 shows the genotype and minor allele frequencies of
the control cohort and the different case sets. No significant
differences were detected between the allele frequencies of
the patients with biopsy-proven GCA and the control group (p
=0.80, OR 0.97). To test for a possible gender-specific asso-
ciation, the female patients with GCA (n = 288) were com-
pared with female controls (n = 825). No association of this
polymorphism was observed in women (p = 0.65, OR 1.06).

GCA patients were further subdivided into those positive
for polymyalgia rheumatica (PMR), visual ischemic manifes-
tations (VIM), severe ischemic manifestations (SIM), and
irreversible occlusive disease (IOD). However, analysis of
data stratified according to the different phenotypes of clinical
expression of this vasculitis revealed no significant hetero-
geneity between the GCA subgroups and the control popula-
tion (PMR-positive vs controls, p =0.71, OR 0.95; VIM-pos-
itive vs controls, p = 0.58, OR 0.89; SIM-positive vs controls,
p = 0.75, OR 0.95; IOD-positive vs controls, p = 0.61, OR
0.89). Similar negative results were also observed when GCA
patients with and without specific clinical disease features
were compared to one another (Table 3). Finally, no signifi-
cant deviation in genotype frequencies was evident in any of
the comparisons above (data not shown).

DISCUSSION
Shared immunological pathways have been proposed to
underlie different autoimmune conditions'?. ITGAM

rs1143679 has been associated with other autoimmune dis-
eases, including SLE and SSc'?3. Previous studies in SLE
predicted that the R77H substitution caused by this nonsyn-
onymous SNP alter the structure and function of this integrin,
and may contribute to endothelial injury and impairment of
immune complex clearance in patients with SLE!!112,
Because integrin molecules have been proposed to be crucial
in the vasculopathy of GCA®, ITGAM represented a good sus-
ceptibility candidate locus for investigation. The power of this
study and the differences in the effect magnitude between SSc
and SLE make it difficult to draw definitive conclusions.
However, considering the well-defined clinical cohort we ana-
lyzed, and that our statistical analysis had enough power to
detect a possible moderate signal, it is unlikely that this gene
may play a relevant role in GCA.

Recent studies in rheumatoid arthritis (RA) also described
a lack of association with rs1143679'3. It could be speculated
that common pathways involving the aMB2-integrin were
restricted to specific subgroups of patients with RA and/or
GCA that share more similarity with SLE and SSc. For
instance, variation in the /RF5 gene has been associated with
a subgroup of RA cases (not clearly delimited to date) with a

4| Personal non-commercial use only. The Journal of Rheumatology Copyright © 2011. All rights reserved. }—
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Table 2. Genotype and allele distribution of /TGAM rs1143679 in patients with biopsy-proven giant cell arteritis (GCA) and healthy controls.

Genotype, N (%)

Allelic Model

Sample AA GA MAF, % p OR (95% CI)
Controls, n = 1388 36 (2.59) 341 (24.57) 1011 (72.84) 14.88

GCA, n =437 8 (1.83) 111 (25 40) 318 (72.77) 1453 0.801 097 (0.78-1.21)
PMR, n = 208 3(1.44) 53 (25.48) 152 (73.08) 14.18 0.710 0.95 (0.70-1.27)
VIM, n = 111 1 (0.90) 28 (25.23) 82 (73.87) 13.51 0.582 0.89 (0.60-1.33)
SIM, n = 217 3(1.38) 56 (25.81) 158 (72.81) 1429 0.747 0.95 (0.71-1.27)
10D, n =82 1(1.22) 20 (24.39) 61 (74.39) 1341 0.608 0.89 (0.59-1.41)

p values and OR were obtained from comparison of the different disease groups versus controls. * OR for the minor allele. MAF: minor allele frequency;
PMR: polymyalgia rheumatica; VIM: visual ischemic manifestations; SIM: severe ischemic manifestations; IOD: irreversible occlusive disease.

Table 3. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of ITGAM rs1143679 in patients with biopsy-proven giant cell arteritis (GCA) according

to presence or absence of specific disease manifestations.

With Manifestations

Without Manifestations

Allelic Model

Manifestation Genotypic MAF, % Genotypic MAF, % p OR (95% CI)*
Frequencies Frequencies

Polymyalgia rheumatica 3/53/152 14.18 5/57/158 15.23 0.67 0.92 (0.63-1.34)

Visual ischemic manifestations 1/28/82 13.51 7/81/226 15.13 0.56 0.88 (0.56-1.36)

Severe ischemic manifestations 3/56/158 14.29 5/52/149 15.05 0.75 0.94 (0.64-1.38)

Irreversible occlusive disease 1/20/61 13.41 7/88/239 15.27 0.55 0.86 (0.52-1.41)

* OR for the minor allele.

pattern of association very similar to that described in patients 2. Han S, Kim-Howard X, Deshmukh H, Kamatani Y, Viswanathan P,

with SLE!'#; no association of IRFS rs2004640 and CGGGG
insertion/deletion gene polymorphisms in the susceptibility to
and clinical expression of GCA was described'>. It should be
noted that, despite not achieving statistical significance, all the
OR that we observed were in the same direction; this might
suggest a hypothetical role of /TGAM in a specific subgroup of
patients that could not be categorized using the current defini-
tions to describe the clinical features of GCA. However, the
direction of the OR was the opposite of those reported for SLE
and SSc!?3 and thus the previous assumption does not seem
feasible. Another possibility could be that this gene is only
weakly involved in predisposition to GCA, and the lack of high
power of our study (e.g.,> 90% to detect associations with OR
= 1.2) did not make it possible to observe statistical signifi-
cance. Further studies are needed to clarify whether the non-
synonymous change caused by ITGAM rs1143679 is a key
event in the development of autoimmunity or if it is only asso-
ciated with some SLE-related manifestations.
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ABSTRACT

Objectives. CD226 genetic variants
have been associated with a number of
autoimmune diseases. The aim of this
study was to investigate the potential
implication of the CD226 loci in the
susceptibility to and main clinical man-
ifestations of giant cell arteritis (GCA).
Methods. A Spanish Caucasian cohort
of 455 patients diagnosed with biopsy-
proven GCA and 1414 healthy controls
were included in the study. Three CD226
polymorphisms, rs727088, rs34794968
and rs763361, were genotyped using
the TagMan® allelic discrimination
technology. PLINK software was used
for the statistical analyses.

Results. No significant associa-
tion between the CD226 polymor-
phisms and susceptibility to GCA was
found (rs727088: p=0.92, OR=1.01,
Cl 95% 0.86-1.18; rs34794968:
p=0.61, OR=1.04, CI 95% 0.89-1.22;
rs763361: p=0.88, OR=0.99, CI 95%
0.84-1.16). Similarly, when patients
were stratified according to the specific
clinical features of GCA such as poly-
myalgia rheumatica, visual ischaemic
manifestations or irreversible occlusive
disease, no association was observed
either between the case subgroups and
the control set or between GCA patients
with and without the specific features
of the disease. Furthermore, the hap-
lotype analysis revealed no significant
association with the clinical manifesta-
tions of the disease.

Conclusion. Our results show that the
three CD226 polymorphisms analysed
do not play a relevant role in the sus-
ceptibility to GCA and clinical mani-
festations of this vasculitis.

Introduction
CD226, also known as DNAX acces-
sory molecule 1 (DNAM-1),PTA1, and

TLiSA1, is a 67KDa type I membrane
intracellular adhesion protein that be-
longs to the immunoglobulin super-
family (IgSF). It has only two immu-
noglobulin-like extracellular domains
and it is constitutively expressed on the
majority of natural killer cells, CD4*
and CD8* T-cell, monocytes, platelets
and a subset of B-cells (1). CD226
plays an important role in T-cell acti-
vation, differentiation and cytotoxicity,
and is involved in adhesion of platelets
and megakaryocytic cells to vascular
endothelial cells (2, 3). CD226 is in-
volved in LFA-1-mediated costimula-
tory signals for triggering naive T-cell
differentiation and proliferation (4). In
addition, DNAM-1 is a tyrosinephos-
phorylated signal-transducing mole-
cule that participates in primary adhe-
sion during cytotoxic T-lymphocyte
(CTL)-mediated cytotoxicity (5).

The CD226 gene has been associated
with multiple autoimmune diseases (6).
A non-synonymous variant of CD226 in
exon 7,1s763361, predisposes to type |
diabetes (T1D), coeliac disease (CED),
multiple sclerosis (MS), autoimmune
thyroid disease, rheumatoid arthritis
(RA), Wegener’s granulomatosis (WG),
and, recently, systemic sclerosis (SSc)
(7-10). Moreover, a three-variant hap-
lotype in CD226 comprising rs763361,
1$s34794968, and rs727088 (ATC), in
the last exon of this gene, have been re-
cently found to be associated with sys-
temic lupus erythematosus (SLE) (11).
Giant cell arteritis (GCA), also called
temporal arteritis or Horton’s arteritis,
is a systemic vasculitis that affects ves-
sels of medium and large calibre with
a predisposition for the involvement of
cranial arteries that supply the aortic
arch especially extracranial territories,
mainly branches of the external carot-
id (12, 13). GCA is the most common
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Table I. Main clinical features of 455 Spanish
Caucasian patients with biopsy-proven GCA.

lesions in GCA is mediated by adap-
tive immune responses, with CD4*
T-cells undergoing clonal expansion

1414 unrelated healthy controls were
included in this study, after obtaining
informed written consent and approval

Feature Variable 5 2 3 E 2
in the vessel wall and releasing inter-  from the local ethical committees.

Age at diagnosis, years, median 75 (69-79) feron (IFN)-y (16). Cellular immune The age at diagnosis of the biopsy-
(QR) responses involving T-cells, antigen-  proven patients (median [IQR]) was
Women 313 (68.8) ) . . . . ) e . S
Men 142 (312) presenting cells, and macrophages are 75 (69-79) years. Women with biopsy-
Headachie 359 (78.9) fundamental elements in GCA. At least proven GCA (313 [68.8%]) outnum-
Abnormal temporal artery on 265 (58.2) two distinct CD4 T-cell subsets pro-  bered men (142 [31.2%]). The median
cxamination . mote vascular inflammation in GCA.In  age of controls was 74 years (67%
Polymyalgia rheumatica 215 (47.3) Iv di ti ti I Th s linical feat £
T Slandisation 190 (41.8) early disease, antigen presenting cells W(.)men)-. e main clinical features o
Arm-leg claudication 27 (5.9) promote differentiation of Th17 as well this series of biopsy-proven GCA are
Visual ischaemic manifestations™ 116 (25.5) as Th1 cells (18). Vascular lesions con-  shown in Table I.
Permanent visual loss 49 (10.8) tain mainly T-cells that are activated, All patients fulfilled the 1990 Ameri-
Stroke 19 (4.2) . . .
Severe ischaemic manifestations** 227 (49.9) macrophages .and multmuc]e.ated gi-  can College of. Rhe'umato]ogy crite-
Irreversible occlusive disease®** 83 (18.2) ant cells, so it was hypothesised that ria for the classification of GCA (20).

IQR: interquartile range.

*Transient visual loss including amaurosis fugax,
permanent visual loss, or diplopia®.

“*At least one of the following features: visual
manifestations, cerebrovascular accidents (stroke
and/or transient ischemic attacks), jaw claudica-
tion, or limb claudication.

***At least one of the following features: perma-
nent visual loss, stroke and/or occlusive disease
in the extremities.

vasculitis in elderly individuals and it
is suffered mainly by women. It is also
more prevalent in Caucasians, espe-
cially in populations of Scandinavian
descent (14, 15).

The inflammatory activity of vascular

CD226, which is involved in adhesion
and costimulation of T-cells, may play
a key role in this process (18).

Taking this into account, along with
the fact that shared immunological
pathways have been proposed for the
basis of the pathology of different au-
toimmune diseases (19), the aim of this
study was to investigate the possible
genetic association of CD226 with the
susceptibility to GCA.

Patients and methods

Study population

Four hundred and fifty-five patients di-
agnosed with biopsy-proven GCA and

Inclusion criteria (presence of patho-
logical findings of biopsy-proven GCA
in a temporal artery biopsy) (21) and
clinical features of the patient popula-
tion including headache, polymyalgia
rheumatica (PMR), jaw claudication,
peripheral arteriopathy manifested by
arm or leg claudication, visual ischae-
mic manifestations (VIM), permanent
visual loss, stroke, severe ischaemic
manifestations (SIM — encompassing
visual manifestations, cerebrovascu-
lar accidents, jaw claudication or limb
claudication of recent onset), and the
presence of irreversible occlusive dis-
ease (IOD — if patients experienced at

Table II. Genotype and allele distribution of CD226 rs727088, rs34794968 and rs763361 in biopsy-proven GCA patients and healthy controls.

Genotype, n (%) Allele test
SNP 1/2 Subgroup (n) 1/1 1/2 2/2 MAF (%) p-value” OR [CI95%]*
rs727088 G/A Controls (n=1356) 301 (22.20) 661 (48.75) 394 (29.06) 46.57
GCA (n=402) 86 (21.39) 204 (50.75) 112 (27.86) 46.77 0.922 1.01 [0.86—1.18]
PMR+ (n=194) 40 (20.62) 100 (51.55) 54 (27.84) 46.39 0.976 1.00 [0.75-1.32]
VIM+ (n=104) 26 (25.00) 48 (46.15) 30 (28.85) 48.08 0.547 1.10 [0.80-1.52]
SIM+ (n=198) 48 (24.24) 99 (50.00) 51 (25.76) 49.24 0.091 1.28 [0.96-1.69]
10D+ (n=73) 19 (26.03) 34 (46.58) 20 (27.40) 49.32 0.402 1.17 [0.81-1.67]
1s34794968 A/C Controls (n=1377) 230 (16.70) 644 (46.77) 503 (36.53) 40.09
GCA (n=398) 71 (17.84) 185 (46.48) 142 (35.68) 41.08 0.615 1.04 [0.89-1.22]
PMR+ (n=189) 31 (16.40) 89 (47.09) 69 (36.51) 3995 0.669 0.94 [0.71-1.25]
VIM+ (n=100) 19 (19.00) 46 (46.00) 35 (35.00) 42.00 0.620 1.09 [0.78-1.51]
SIM+ (n=199) 40 (20.10) 93 (46.73) 66 (33.17) 43.47 0.079 1.30 [0.97-1.73]
10D+ (n=74) 13 (17.57) 35 (47.30) 26 (35.14) 41.22 0.798 1.05[0.73-1.51]
rs763361 TIC Controls (n=1342) 298 (22.21) 640 (47.69) 404 (30.10) 46.05
GCA (n=399) 83 (20.80) 199 (49.87) 117 (29.32) 45.74 0.877 0.99 [0.84-1.16]
PMR+ (n=193) 39 (20.21) 97 (50.26) 57 (29.53) 45.34 0.984 1.00 [0.75-1.32]
VIM+ (n=101) 24 (23.76) 46 (45.54) 31 (30.69) 46.53 0.659 1.08 [0.78-1.48]
SIM+ (n=194) 49 (25.26) 91 (46.91) 54 (27.84) 48.71 0.047%* 1.33 [1.00-1.78]
I0OD+ (n=73) 19 (26.03) 32 (43.84) 22 (30.14) 47.95 0.441 1.15 [0.80-1.66]

*Benjamini and Hochberg (1995) step-up FDR correction: p=0.091.
“All p-values have been calculated for the allelic model. Odds ratio for the minor allele. MAF: minor allele frequency; GCA: giant cell arteritis; PMR:
polymyalgia rheumatica; VIM: visual ischaemic manifestations; SIM: severe ischaemic manifestations; IOD: irreversible occlusive disease.
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Table III. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of CD226 rs727088, rs34794968 and rs763361 in biopsy-proven GCA
patients according to the presence (with) or absence (without) of specific manifestations of the disease.

With Without Test statistic
Genotypic MAF (%) Genotypic MAF (%)  p-value” OR [95% CI]*
frequencies frequencies
rs727088 Polymyalgia rheumatica 40/100/54 46.39 43/100/57 46.5 0.976 1.00 [0.75-1.32]
Visual ischaemic manifestations 26/48/30 48.08 57/148/82 45.64 0.547 1.10 [0.80-1.52]
Severe ischaemic manifestations 48/99/51 4924 35/95/61 43.19 0.091 1.28 [0.96-1.69]
Irreversible occlusive disease 19/34/20 4932 62/157/90 4547 0.402 1.18 [0.81-1.67]
rs34794968  Polymyalgia rheumatica 31/89/69 3995 38/89/72 41.46 0.669 0.94 [0.71-1.25]
Visual ischaemic manifestations 19/46/35 42.00 50/128/107 40.00 0.620 1.09 [0.78-1.51]
Severe ischaemic manifestations 40/93/66 4347 29/79/76 3723 0.079 1.30 [0.97-1.73]
Irreversible occlusive disease 13/35/26 4122 54/134/114 40.07 0.798 1.05 [0.73-1.51]
rs763361 Polymyalgia rheumatica 39/97/57 4534 41/96/59 4541 0.984 1.00 [0.75-1.32]
Visual ischaemic manifestations 24/46/31 46.53 56/143/86 44.74 0.659 1.08 [0.78-1.48]
Severe ischaemic manifestations 49/91/54 48.71 31/96/63 41.58 0.047* 1.33 [1.00-1.78]
Irreversible occlusive disease 19/32/22 4795 59/152/93 44 41 0.441 1.15 [0.80-1.66]

*Benjamini and Hochberg (1995) step-up FDR correction: p=0.091.
“All p-values have been calculated for the allelic model. *Odds ratio for the minor allele; MAF: minor allele frequency; GCA: giant cell arteritis.

least one of the following complica-
tions: permanent visual loss, stroke
or limb claudication of recent onset),
were described previously (22-26).
The control samples were obtained
from the Spanish National Bank of
DNA with the same criteria for sex and
region of origin.

Genotyping methods and statistical
analysis

DNA was extracted from peripheral
blood cells using standard procedures.
All participants were genotyped for
the CD226 single-nucleotide-polymor-
phisms (SNP),rs763361 and rs3479968,
located in exon 7, and rs727088 in the
3’UTR region. The SNPs were analysed
using the TagMan® allelic discrimina-
tion assay technology in a 7900HT
Real-Time polymerase chain reaction
(PCR) System from Applied Biosys-
tems (Foster City, CA, USA).

The statistical power of the analysis was
>93% to detect associations with OR=1.3
at 5% significant level for the three SNPs,
according to Power Calculator for Ge-
netic Studies 2006 software (27).
PLINK (v1.07) software (http://pngu.
mgh.harvard.edu/purcell/plink/)  (28)
was used for individual population as-
sociation tests (significance was cal-
culated by 2x2 contingency tables and
Fisher’s exact test or > when appro-
priate), and haplotype analysis. Odds
ratios (OR) and 95% confidence inter-

vals (CI) were obtained according to
Woolf’s method. p-values lower than
0.05 were considered as statistically
significant. Benjamini and Hochberg
False Discovery Rate Method correc-
tion (FDR) was applied for multiple
test correction (29).

We also analysed the CD226 rs727088-
rs34794968-rs763361 haplotype using
PLINK and Haploview (v.4.2) (30).
Allelic combinations with a frequency
lower than 5% in control groups were
excluded from the analysis.

Results

After genotyping, no evidence of de-
parture from Hardy-Weinberg equi-
librium was observed in either case or
control populations at the 5% signifi-
cance level.

Table II shows the genotype and minor
allele frequencies (MAF) of the control
cohort and the different case sets ana-
lysed. No significant differences were
detected between the allele frequencies
of the GCA patients and controls for
the 3 SNPs.

To examine whether the CD226 locus
might influence the clinical manifes-
tations of the disease or not, GCA pa-
tients were subdivided according to the
presence of PMR, VIM, SIM and 10D.
However, no significant differences
were found for the analysis between
the different case subgroups and the
control population (Table II). Although

no significant differences were found,
there was a trend when we compared
SIM+ versus controls in the three SNPs
analysed/studied.

Moreover, similar negative results were
also observed when GCA patients with
and without specific clinical features of
the disease were compared (Table III).
Considering the CD226 haplotype
block association described in SLE
(11), we decided to analyse the pos-
sible effect of this haplotype in GCA
patients. However, in this analysis, we
did not observe significant association
with GCA susceptibility (Table IV).

Discussion

CD226 gene polymorphisms have been
correlated with an increasing number of
autoimmune diseases that often share
some common pathogenic pathways
(31). CD226 plays an important role
in T-cell activation, differentiation and
cytotoxicity, and it is involved in ad-
hesion of platelets and megakaryocytic
cells to vascular endothelial cells (2, 3).
Interestingly, the inflammatory activity
of vascular lesions in GCA is mediated
by adaptive immune responses, with
CD4* T-cells (16, 18). There is an im-
mune-mediating factor in the process
of GCA, and both the innate immune
system and the adaptive, are involved
(32). Two pathogenic pathways medi-
ated by Th17 and Th1 cells contribute
to the systemic and vascular manifesta-
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Table IV. Pooled-analysis of rs727088-rs34794968-rs763361 allelic combinations accord-

ing to disease.

Allelic combination

ACC GAT GCT

GCA, n (%) 1321 (53.9) 962 (39.2) 169 (6.9)
Controls, n (%) 374 (53.4) 285 (40.7) 42 (6.0)
p-value 0.888 0.710 0.323

OR [95% CI] 0.98 [0.83-1.16] 1.06 [0.89-1.26] 0.88 [0.62-1.24]
PMR+, n (%) 184 (54.1) 136 (40.0) 20 (5.9)
Controls, n (%) 1321 (53.9) 962 (39.2) 169 (6.9)
p-value 0.717 0.923 0.373

OR [95% CI] 1.01 [0.80-1.27] 1.03 [0.82-1.30] 0.88 [0.55-1.41]
VIM+, n (%) 93 (52.0) 76 (42.5) 10 (5.6)
Controls, n (%) 1321 (53.9) 962 (39.2) 169 (6.9)
p-value 0.877 0.630 0.538

OR [95% CI] 0.93 [0.68-1.25] 1.15 [0.84-1.56] 0.87 [0.46-1.65]
SIM+, n (%) 178 (51.6) 148 (42.9) 19 (5.5)
Controls, n (%) 1321 (53.9) 962 (39.2) 169 (6.9)
p-value 0.277 0.177 0.646

OR [95% CI] 091 [0.73-1.14] 1.17 [0.93-1.46] 0.82 [0.51-1.33]
IOD+, n (%) 69 (52.7) 53 (40.5) 9 (6.9)
Controls, n (%) 1321 (53.9) 962 (39.2) 169 (6.9)
p-value 0.603 0.648 0.889

OR [95% CI] 0.95 [0.67-135] 1.06 [0.74-1.51] 1.09 [0.55-2.15]

GCA: giant cell arteritis; PMR: polymyalgia rheumatica; VIM: visual ischaemic manifestations; SIM:
severe ischaemic manifestations; IOD: irreversible occlusive disease.

tions of GCA (33).Similarto T1D, MS,
RA and WG, in which distinct T-cell
alterations are also common, CD226
polymorphisms could predispose to the
altered T-cell response in GCA (9).

As reported in RA, a chronic inflam-
matory autoimmune disease in which
joints also show predominance of CD4*
Thl cells, environmental and genetic
factors seem to contribute to the etiolo-
gy of GCA (14, 34). Both RA and GCA
are associated with increased inflam-
matory response and share association
with HLA-DRB1*04 alleles (35). Ge-
nome-wide association studies (GWAS)
have identified shared non-HLA gene
variants that influence susceptibility to
unrelated to autoimmune diseases. As-
sociation of CD226 rs763361 with RA
has recently been described (6, 36).

Taking into account these considera-
tions, an important step forward in our
understanding of the pathogenesis of
GCA might be to determine whether
CD226 is also a good susceptibility can-
didate locus to GCA or not. Therefore,
we performed a case-control study to
establish any genetic linkage of CD226
with GCA. In this regard, our study con-
stituted the first attempt to determine

the potential influence of three CD226
genetic variants (rs763361, rs34794968
and rs727088) in both GCA suscepti-
bility and phenotypic expression of this
vasculitis. However, our data showed
no significant association between the
analysed CD226 polymorphisms with
disease susceptibility or with specific
features of GCA, although trends of as-
sociation between the three genetic var-
iants and SIM were suggested. Consid-
ering that the study had enough power
to detect a possible moderate signal, it
is unlikely that this gene might play a
relevant role in GCA.

The reasons for this discrepancy in
terms of genetic association between
two CD4 T + cell-mediated inflamma-
tory diseases like RA and GCA are un-
known. However, despite having simi-
lar HLA-DRB 1%#04 association, former
genetic studies did not disclose asso-
ciation of biopsy-proven GCA patients
with non-HLA genes such as PTPN22,
STAT4 and TRAF1/C5 that were asso-
ciated with RA in independent Cau-
casians cohorts, including the Spanish
population (37-43).

These negative results are in keeping
with former studies of our group that

did not disclose association between
polymorphisms in inflammatory path-
way genes and biopsy-proven GCA
(44-46). However, we cannot exclude
that association between GCA and
other CD226 gene variants different
from the polymorphisms assessed in
the present study may exist.

In conclusion, although further stud-
ies in other populations with different
genetic backgrounds are recommended
to fully exclude an influence of the
rs763361, rs34794968 and rs727088
CD226 gene polymorphisms in GCA,
our results suggest no evidence for a
contribution of these CD226 gene vari-
ants in the pathogenesis of GCA.
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ABSTRACT. Objective. We evaluated whether a single-nucleotide polymorphism (SNP) of the TRAF6 gene previ-

ously associated with systemic lupus erythematosus and rheumatoid arthritis may be a common risk
factor for systemic sclerosis (SSc) and giant cell arteritis (GCA).

Methods. A total of 1185 patients with SSc, 479 patients with biopsy-proven GCA, and 1442 unrelated
healthy controls of white Spanish origin were genotyped for the rs540386 variant using a specifically
designed TagMan® allele discrimination assay.

Results. No significant associations of this SNP with global SSc or GCA were found. This was also the
case when the potential associations of the TRAF6 polymorphism with the main clinical phenotypes of
the 2 diseases (e.g., limited cutaneous and diffuse cutaneous SSc, or presence of polymyalgia rheuma-
tica and visual ischemic manifestations in GCA) were assessed.

Conclusion. Our data do not support a role of the rs540386 TRAF6 variant as a key component of the
genetic network underlying SSc and GCA. (J Rheumatol First Release May 15 2012; doi:10.3899/

jrheum.120038)
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1s540386 AUTOIMMUNITY

Autoimmune diseases are complex multifactorial disorders
caused by a combination of environmental and genetic fac-
tors, each with generally modest effects independently, that
lead to an imbalance of the immune system!. Accumulating
knowledge suggests a shared genetic basis underlying autoim-
munity, and the hypothesis that a common network of genetic
risk variants may influence the development of different
autoimmune diseases is gaining interest?.

Recent studies have reported an association between the
tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factor 6
(TRAF6) gene on 11pl2 and rheumatoid arthritis (RA) and
systemic lupus erythematosus (SLE)*#. TRAF proteins are
cytoplasmic adapter molecules with a pivotal role in the
immune response that have been shown to interact with
numerous members of the TNF receptor family, although
TRAF®6 is also involved in the regulation of other receptors,
including interleukin IR, interleukin 18R, and Toll-like recep-
tors (TLR)>.

To evaluate the possible involvement of TRAF6 in the
pathogenesis of general autoimmunity, we analyzed whether
an intronic single-nucleotide polymorphism (SNP) of this
gene that has been associated with SLE and RA is also
involved in other autoimmune diseases; these included sys-
temic sclerosis (SSc), a chronic fibrotic autoimmune disorder
with a genetic background similar to that in SLE®, and giant
cell arteritis (GCA), a vasculitis characterized by inflammato-
ry lesions of medium- and large-size arteries that shares some
genetic associations with RA”.
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MATERIALS AND METHODS

Study population. A white Spanish cohort of 1185 patients with SSc, 483
patients with GCA, and 1442 unrelated healthy controls was analyzed. All
patients fulfilled the respective American College of Rheumatology criteria
for each disease® . Additionally, the GCA condition was confirmed by a pos-
itive temporal artery biopsy. The Spanish National DNA Bank provided the
control samples, which had the same criteria for sex and geographic origin.
Our study was approved by the local ethical committees and informed writ-
ten consent was obtained from all participants. Clinical features of the
patients have been described previously!0:!1,

SSc subgroups were established based on the extent of skin involvement
and autoantibody status as limited cutaneous SSc (1¢SSc), diffuse cutaneous
SSc (decSSc), positive for anticentromere antibodies (ACA), and positive for
antitopoisomerase antibodies (ATA), as well as for the presence of pulmonary
fibrosis!2. GCA subsets were established according to the presence/absence
of polymyalgia rheumatica, visual ischemic manifestations, severe ischemic
manifestations (comprising visual manifestations, cerebrovascular accidents,
jaw claudication, or limb claudication of recent onset), and irreversible occlu-
sive disease (if patients experienced at least 1 of the following complications:
permanent visual loss, stroke, or limb claudication of recent onset), as
described!?.

Genotyping methods. DNA was extracted from peripheral blood cells using
standard procedures. All participants were genotyped for the TRAF6 variant
15540386 using a predesigned TagMan® allele discrimination assay (ID:
C___2408956_10) in a 7900HT Fast Real-time polymerase chain reaction
system (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Statistical analyses. PLINK (v1.07) software (Harvard University,
Cambridge, MA, USA; http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) was used
to construct 2 x 2 contingency tables and chi-square test and/or Fisher’s exact
test, when necessary. OR and 95% CI were obtained according to Woolf’s
method. P values < 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS
The overall statistical power of the study is shown in Table 1.
No deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was observed
(p =0.05).

We first investigated the possible implication of the
rs540386 TRAF6 variant in the genetic susceptibility to SSc
and GCA and their major clinical subphenotypes by compar-
ing the allele frequencies of the different case sets with that of
the control population (Table 2). No statistical significance
was observed for the global disease analyses (SSc vs controls:
p=0.39, OR = 0.93; GCA vs controls: p = 0.94, OR = 0.99)
or when the different clinical subgroups were tested.

To further examine the potential role of the rs540386
genetic variant in SSc and GCA, a new comparison between
patients positive for each specific clinical characteristic and
patients without the corresponding manifestation was per-
formed (Table 3). These analyses yielded similar negative
results.

Table 1. Overall statistical power of the study for rs540386 in each ana-
lyzed disease at the 5% significance level.

Condition OR 1.1 OR12 OR13 OR 14 OR15
SSc 0.23 0.66 0.94 0.99 1.00
GCA 0.14 041 0.73 0.92 0.98

SSc: systemic sclerosis; GCA: giant cell arteritis.

Finally, no significant heterogeneity between cases and
controls was detected when the genotype, recessive, and dom-
inant models were applied (Table 4).

DISCUSSION

TRAF6 is a ubiquitin ligase that mediates signal transduction
pathways from the TNF and interleukin 1/TLR superfamilies,
which implies that this protein is an important regulator of a
wide spectrum of physiological processes including innate
and adaptive immunity. TRAF6 is a key component of B cell
activation and it has been reported that development of regu-
latory T cells (Treg), which are crucial in the maintenance of
immune tolerance, requires TRAF6 expression in thymo-
cytes!3 !4 TRAF6 has been associated with SLE and RA;
members of the TLR signaling pathway upstream and down-
stream of TRAF6, such as TNFAIP3, IRF5, IRF7,and IRAK] ,
are known risk factors for SSc and other autoimmune
diseases! 349,

Taking this into account, we considered TRAF6 an inter-
esting candidate gene that could be involved in the predispo-
sition to general autoimmunity. However, our data show no
significant association of the analyzed polymorphism with the
susceptibility and main clinical manifestations of SSc and
GCA, although this same SNP has been described as strongly
associated with SLE and RA3#. Since the cohorts in our study
were large and well defined, it is unlikely that the observed
lack of association might have been due to a type II error as a
consequence of low statistical power. Supporting this assump-
tion, data from a genome-wide association study (GWAS) of
SSc from our group'’ found no positive association signals
within the TRAF6 genomic region, which included 15 SNP
(most of them closely linked with rs540386 in the CEU pop-
ulation of the HapMap project, Figure 1). However, no GWAS
data are available for GCA, and replication in other popula-
tions, desirably of white origin, would be needed to draw
definitive conclusions. Moreover, the possibility exists that a
different TRAF6 SNP from rs540386 could be associated with
SSc and GCA, as reported recently in SLE by Namjou, et al*.

Cumulative evidence indicates that the different clinical
autoimmune outcomes would be a consequence of the pres-
ence in the genome of a set of common and disease-specific
susceptibility loci interacting with epigenetic and environ-
mental triggers®. In this regard, an increasing number of
genetic loci outside the HLA region have been convincingly
associated with a diverse range of autoimmune diseases, such
as PTPN22, TNFAIP3, STAT4, CTLA4, IRFS5, IL23R,
IL2/IL21, and IL2RA, among others'. Our results suggest that
TRAFG6, or at least the SLE- and RA-associated rs540386
genetic variant, may not be a shared autoimmunity locus but a
susceptibility factor specifically associated with the pathogen-
esis of certain autoimmune diseases. Further studies are need-
ed to elucidate the extent of the common genetic contribution
to autoimmunity.
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Table 2. Genotype and minor allele frequency (MAF) of TRAF6 rs540386 in patients with systemic sclerosis (SSc) and giant cell arteritis (GCA) and healthy
controls from Spain.

Genotype, N (%) Allele test
cC TC TT MAF, % p* OR (95% CI)**
Controls (n = 1442) 1102 (76 42) 319 (22.12) 21 (1.46) 12.52
SSc
SSc,n = 1185 924 (77.97) 244 (20.59) 17 (1.43) 11.73 0.385 0.93 (0.79-1.10)
1cSSc, n =818 634 (77.51) 170 (20.78) 14 (1.71) 12.10 0.684 0.96 (0.80-1.16)
dcSSc, n =367 290 (79.02) 74 (20.16) 3(0.82) 10.90 0.232 0.85 (0.66-1.11)
ACA+,n =545 425 (77.98) 111 (20.37) 9 (1.65) 11.83 0.559 0.94 (0.76-1.16)
ATA+,n =259 206 (79.54) 52 (20.08) 1(0.39) 10.42 0.180 0.81 (0.60-1.10)
PF+, n =286 223 (77.97) 59 (20.63) 4 (1.40) 11.71 0.594 0.93 (0.70-1.22)
GCA
GCA,n =479 364 (75.99) 111 (23.17) 4(0.84) 12.42 0.938 0.99 (0.79-1.24)
PMR+,n =213 166 (77.93) 46 (21.60) 1 (0.47) 11.27 0.464 0.89 (0.64-1.22)
VIM+, n = 130 100 (76.92) 30 (23.08) 0 (0.00) 11.54 0.647 091 (0.61-1.36)
SIM+, n =242 183 (75.62) 58 (23.97) 1(0.41) 12.40 0.941 0.99 (0.74-1.32)
IOD+,n =85 69 (81.18) 16 (18.82) 0 (0.00) 941 0.232 0.73 (0.43-1.23)

* All p values have been calculated for the allelic model. ** OR for the minor allele. IcSSc: limited cutaneous SSc; deSSc: diffuse cutaneous SSc; ACA: anti-
centromere antibodies; ATA: antitopoisomerase antibodies; PF: pulmonary fibrosis; PMR: polymyalgia rheumatica; VIM: visual ischemic manifestations;
SIM: severe ischemic manifestations; IOD: irreversible occlusive disease.

Table 3. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of TRAF6 rs540386 in systemic sclerosis (SSc) and giant cell arteritis (GCA) patients
according to the presence or absence of specific clinical manifestations.

With Manifestations Without Manifestations Allele Test
Manifestation Genotypic MAF, % Genotypic MAF, % pE OR (95% CI)***
Frequencies Frequencies
SSc
SSc subtype* 3/74/290 10.90 14/170/634 12.10 0.400 0.89 (0.67-1.17)
Anticentromere antibodies 9/111/425 11.83 7/125/465 11.64 0.886 1.02 (0.79-1.32)
Antitopoisomerase antibodies 1/52/206 10.42 14/178/662 12.06 0.310 0.85 (0.62-1.17)
Pulmonary fibrosis 4/59/223 11.71 11/170/623 11.94 0.885 0.98 (0.73-1.32)
GCA
Polymyalgia rheumatica 1/46/166 11.27 3/62/192 13.23 0.363 0.83 (0.56-1.24)
Visual ischemic manifestations 0/30/100 11.54 4/78/255 12.76 0.612 0.89 (0.57-1.39)
Severe ischemic manifestations 1/58/183 12.40 3/50/170 12.56 0.941 0.99 (0.67-1.46)
Irreversible occlusive disease 0/16/69 941 4/85/269 12.99 0.202 0.70 (0.40-1.22)

* With: diffuse cutaneous SSc; without: limited cutaneous SSc. ** P value for the allelic model. *** OR for the minor allele.

Table 4. Genotype and recessive and dominant models for the minor allele of TRAF6 rs540386 in global systemic sclerosis (SSc¢) and giant cell arteritis
(GCA) compared with controls.

Controls SSc GCA

N (%) N (%) p OR (95% CI) N (%) p OR (95% CI)
CE 1102 (76.42) 924 (77.97) 364 (75.99)
CT 319 (22.12) 244 (20.59) 0.632% NA 111 (23.17) 0.572* NA
TT 21 (1.46) 17 (1.43) 4(0.84)
CC+CT 1421 (98.54) 1168 (98.57) 475 (99.16)
T 21 (1.46) 17 (143) 0.963 0.98 (0.51-1.88) 4(0.84) 0.305 0.57 (0.19-1.67)
(865 1102 (76.42) 924 (77.97) 364 (75.99)

3 . 76—-1. i f .80-1.3

TT + CT 340 (23.58) 261 (22.03) Pass 022 (0d5-1.10) 115 (24.01) it L02@80-15D

* P value for the genotype distribution. NA: not applicable.
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Figure I.Linkage disequilibrium plot of TRAF6 variants in the CEU population of the HapMap project, including rs540386 and
15 additional polymorphisms analyzed in a systemic sclerosis genome-wide association study within this locus'S. R? values are
shown. The underlined polymorphism corresponds to the TRAF6 variant analyzed in this study.
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ABSTRACT

Background. Polymorphisms of the
CC chemokine receptor 6 (CCR6) gene
have been recently reported to be as-
sociated with a number of autoimmune
diseases.

Objective. We aimed to investigate the
possible influence of CCR6 rs3093024
gene variant in the susceptibility to and
clinical expression of GCA.

Methods. The CCRG6 polymorphism
rs3093024 was genotyped in a total of
463 Spanish patients diagnosed with
biopsy-proven GCA and 920 healthy
controls using a TagMan® allelic dis-
crimination assay. PLINK software
was used for the statistical analyses.
Results. No significant association be-
tween this CCR6 variant and GCA was
observed (p=042, OR=094, CI95%
0.79-1.10). Similarly, when patients
were stratified according to the specific
clinical features of GCA such as poly-
myalgia rheumatica, visual ischaemic
manifestations or irreversible occlusive
disease, no statistical significant differ-
ence was detected either between the
case subgroups and the control set or
between GCA patients with and without
the specific features of the disease.
Conclusion. Our results suggest that
the CCR6 rs3093024 polymorphism
may not play a relevant role in the GCA
pathophysiology.

Introduction

CCR6 encodes a member of the beta
chemokine receptor family, which is
predicted to be a seven transmem-
brane protein similar to the G protein-
coupled receptors. This gene encodes
an important receptor involved in the
regulation of several aspects of the im-
munity, including the ability to mediate
the recruitment of immature and ma-
ture dendritic cells (DCs), and profes-

sional antigen presenting cells (APCs)
to the sites of epithelial inflammation.
The ligand of this receptor is the mac-
rophage inflammatory protein 3 alpha
(MIP-3 alpha) (1). CCR6 has been
shown to be important for B-lineage
maturation and antigen-driven B-cell
differentiation, and it may regulate the
migration and recruitment of dendritic
and T cells during inflammatory and
immunological responses. Alterna-
tively spliced transcript variants have
been described for this gene. It is likely
that the IL23 produced by DC acts to
sustain dermal CCR6-expressing Th17
cells, which then produce IL22.
Recent studies have focused on the in-
volvement of CCR6 in the pathogen-
esis of several autoimmune diseases
such as Crohn’s disease (2), Graves’
disease (4), psoriasis (4), and rheuma-
toid arthritis (RA) (5).

Giant cell arteritis (GCA), also known
as temporal arteritis and Horton’s syn-
drome, is a systemic vasculitis affect-
ing medium and large size arteries with
a predisposition for the involvement of
cranial arteries that supply the aortic
arch especially extracranial territories,
mainly branches of the external carotid
(6, 7). The fundamental inflammatory
lesion is composed of T cells and mac-
rophages that have infiltrated through
all layer of the arterial wall and the ap-
pearance of multinucleated giant cells
(8). GCA is the most common type of
vasculitis affecting people aged =50
years and it is suffered mainly by wom-
en. It is more frequent in Caucasians,
with a higher prevalence in populations
of Scandinavian origin (9, 10).

The inflammatory activity of vascular
lesions in GCA emphasises the role
of the adaptive immunity. At least two
separate lineages of CD4 T cells may
participate in the vascular inflammation
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undergoing clonal expansion in the ves-
sel walls and releasing interferon (IFN)-
v (11). Additionally, recent studies have
described a distinctive population of
DCs localised at the adventitia media
border of normal medium sized arteries
that appear to play a critical role in the
initiation of this vasculitis. Cellular im-
mune responses implicating T cells and
APCs are crucial elements in GCA. At
the disease onset, APCs contribute to
differentiation of Th17 as well as Thl
cells (12). On the other hand, the vas-
cular lesions contain mainly activated T
cells, macrophages and multinucleated
giant cells (13, 14).

It is known that chemokines and chem-
okine receptors play key roles in the
early inflammatory response, as these
molecules are directly involved in the
chemoattractant process that recruit T
cells and phagocytes to inflammation
sites (15, 16). On the other hand, it
has been proposed that shared immu-
nological pathways may constitute the
basis of the pathology of different au-
toimmune diseases. In this regard, like
RA, GCA is also a complex polygenic
disease in which more than 1 genetic
locus is likely to contribute to disease
susceptibility and clinical expression.
Taking these considerations into ac-
count, since CCR6 single-nucleotide-
polymorphism (SNP) rs3093024 was
previously found associated with sus-
ceptibility to RA (17), in the present
study we sought to determine whether
this CCR6 gene variant may be asso-
ciated with susceptibility to GCA. We
also aimed to determine if this gene
polymorphism might influence the
expression of the main clinical mani-
festations of GCA in a large series of
biopsy-proven GCA patients.

Patients and methods

Study population

After obtaining informed written con-
sent and authorisation from the local
ethical committees, we studied 463
patients diagnosed with biopsy-proven
GCA and 920 unrelated healthy con-
trols recruited in the same geographic
regions and matched by age, gender,
and ethnicity with the GCA patients.
The main clinical characteristics of the
analysed cohort are shown in Table I.

Definitions for specific features of the
disease including headache, polymyal-
gia rheumatica (PMR), jaw claudica-
tion, peripheral arteriopathy manifested
by arm or leg claudication, visual is-
chaemic manifestations (VIM), perma-
nent visual loss, stroke, severe ischae-
mic manifestations (SIM- encompass-
ing visual manifestations, cerebrov-
ascular accidents, jaw claudication or
limb claudication of recent onset) and
the presence of irreversible occlusive
disease (IOD- if patients experienced
at least one of the following complica-
tions: permanent visual loss, stroke or
limb claudication of recent onset), were
also previously described (18-22).

All patients fulfilled the 1990 Ameri-
can College of Rheumatology criteria
for the classification of GCA (23). All
GCA patients had a positive temporal
artery biopsy showing disruption of the
internal elastic laminae with infiltration
of mononuclear cells into the arterial
wall, with or without giant cells (24).

Genotyping methods and statistical
analysis

DNA was obtained from peripheral
blood mononuclear cells, using stand-
ard methods. All samples were geno-
typed for the CCR6 single-nucleotide-
polymorphism (SNP) rs3093024 by
using predesigned TagMan® allelic
discrimination assay technology in a

7900HT Real-Time polymerase chain
reaction (PCR) System, from Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA).
The statistical power of the analysis was
82% to detect associations with odds
ratios (ORs)=1.2 at the 5% significant
level, according to Power Calculator for
Genetic Studies 2006 software (25).
Plink software (v1.07; http://pngu.
mgh.harvard.edu/purcell/plink/)  (26)
was used for the statistical analyses. To
test for individual population associa-
tion, 2x2 contingency tables and ¥ or
Fisher’s exact test, when appropriate,
were performed. Odds ratios (OR) and
95% confidence intervals (CI) were ob-
tained according to Woolf’s method. p-
values lower than 0.05 were considered
as statistically significant.

Results

The genotyping success rate was high-
er than 90% in both GCA patients and
controls. After genotyping, no evidence
of departure from Hardy-Weinberg
equilibrium was observed in either
case or control populations at the 5%
significance level.

Table II shows the genotype and minor
allele frequencies (MAFs) of the con-
trol cohort and the different case sets
analysed. No significant differences
were detected between the allele fre-
quencies of the GCA patients and con-
trols.

Table I. Main clinical features of 463 Spanish Caucasian patients with biopsy-proven

GCA.

Feature Variable
Age at diagnosis, years, median (IQR) 75 (69-79)
Women 321 (69.3)
Men 142 (30.6)
Headache 366 (79.0)
Abnormal temporal artery on examination 272 (58.7)
Polymyalgia rheumatica 217 (46.8)
Jaw claudication 191 (41.3)
Arm-leg claudication 28 (6.0)
Visual ischaemic manifestations™ 120 (25.9)
Permanent visual loss 53 (11.4)
Stroke 20 (4.3)
Severe ischaemic manifestations™ 231 (49.9)
Irreversible occlusive disease™*™ 87 (18.7)

IQR: interquartile range. Rest of values are expressed as number and percentages (%).

*Transient visual loss including amaurosis fugax, permanent visual loss, or diplopia.

“*At least one of the following features: visual manifestations, cerebrovascular accidents (stroke and/
or transient ischaemic attacks), jaw claudication, or limb claudication.

“*At least one of the following features: permanent visual loss, stroke and/or occlusive disease in the

extremities.
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Table II. Genotype and allele distribution of CCR6 rs3093024 in biopsy-proven GCA patients and healthy controls.

Genotype, n (%)

Allele test

SNP Subgroup (n) AA AG GG MAF (%) p-value® OR [95%CI1]**
rs3093024 Controls (n=866) 195 (22.52) 420 (48.50) 251 (28.98) 46.77
GCA (n=429) 92 (2145) 203 (47.32) 134 (31.24) 45.10 0425 0.94 [0.79-1.10]
PMR+ (n=206) 50 (24.27) 90 (43.69) 66 (32.04) 46.12 0.812 0.97 [0.79-1.21]
VIM+ (n=110) 23 (2091) 60 (54.55) 27 (24.55) 48.18 0.692 1.06 [0.80-1.40]
SIM+ (n=211) 44 (20.85) 106 (50.24) 61 (2891) 4597 0.769 0.97 [0.78-1.20]
10D+ (n=84) 20 (23.81) 44 (52.38) 20 (23.81) 50.00 0423 1.14 [0.83-1.56]

*All p-values have been calculated for the allelic model. **Odds ratio for the minor allele. MAF: minor allele frequency; GCA: giant cell arteritis; PMR:
polymyalgia rheumatica; VIM: visual ischaemic manifestations; SIM: severe ischaemic manifestations; IOD: irreversible occlusive disease.

Table III. Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of CCR6 rs3093024 in biopsy-proven GCA patients according to the
presence (with) or absence (without) of specific manifestations of the disease.

With Without Test Statistic
Genotypic frequencies MAF (%) Genotypic frequencies ~ MAF (%) p-value® OR [95%CI]**
rs3093024 PMR 50/90/66 46.12 40/109/64 44.37 0.611 1.07 [0.82-1.41]
VIM 23/60/27 48.18 67/138/101 44 .44 0.340 1.16 [0.85-1.58]
SIM 44/106/61 45.97 46/90/67 44.83 0.741 1.05 [0.80—1.38]
10D 20/44/20 50.00 70/148/105 44.58 0.209 1.24 [0.88-1.75]

*All p-values have been calculated for the allelic model. **Odds ratio for the minor allele. MAF: minor allele frequency; GCA: giant cell arteritis; PMR:
polymyalgia rheumatica; VIM: visual ischaemic manifestations; SIM: severe ischaemic manifestations; IOD: irreversible occlusive disease.

To examine whether the CCR6 locus
might influence the clinical manifesta-
tions of the disease, GCA patients were
subdivided according to the presence
of PMR, VIM, SIM and 10D. How-
ever, no significant differences were
found in the analyses between the dif-
ferent case subgroups and the control
population (Table II). Moreover, simi-
lar negative results were also observed
when GCA patients with and without
specific clinical features of the disease
were compared (Table III).

Discussion

CCR6 is believed to be involved in
leukocyte recruitment and inflamma-
tory response (27). There are data sug-
gesting that inappropriate activation,
maturation and retention of DCs in the
adventitia constitutes one of the earliest
steps in the pathogenesis of GCA and
that subsequent events are dependent on
DC-induced T cell activation (28, 29).
GCA and RA are complex autoimmune
diseases in which both environmental
and genetic factors contribute to their
etiology (9, 30). These inflammatory
conditions share some genetic associa-
tions, including HLA-DRB1*04 alleles
(31). An increasing number of common

susceptibility loci among different au-
toimmune diseases have been identified
by genome-wide association studies
(GWAS) in the last years (32-35), thus
suggesting a shared underlying immu-
nological mechanisms. In this regard,
polymorphisms within the CCR6 gene
have been associated with different im-
mune-mediated diseases including RA
(5,17).

Taken together all these considerations,
we aimed to determine whether CCR6
might also be a susceptibility locus for
GCA. However, in this study that was
the first attempt to determine the poten-
tial influence of the CCR6 genetic vari-
ant rs3093024 in both GCA suscepti-
bility and phenotypic expression of this
vasculitis, no association between this
gene variant and GCA was found.
These results are in line with former
studies of our group that did not dis-
close association between polymor-
phisms in inflammatory pathway genes
and biopsy-proven GCA (36-38). Nev-
ertheless, a possible association be-
tween GCA and other CCR6 gene vari-
ants different from that analysed here
may not be discarded.

Finally, although we recruited the larg-
est series of biopsy-proven GCA pa-

tients included in a genetic study on
this disease so far, the statistical power
was still moderate to detect a low sig-
nal, and this could be considered a lim-
itation of this study.

In conclusion, our results indicate no
evidence for a contribution of the ana-
lysed CCR6 gene variant in the suscep-
tibility to or clinical manifestations of
GCA. Further studies in populations
with different genetic backgrounds
may be necessary to fully exclude the
contribution of CCR6 gene polymor-
phisms in the pathogenesis of GCA.
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Evidence of association of the
NLRP1 gene with giant cell arteritis

Recent studies have focused attention on the involvement of
NLRP1 to confer susceptibility for extended autoimmune/
inflammatory disorders, being considered a common risk factor
in autoimmunity.® NLRP1 provides a scaffold for the assembly
of the inflammasome that activates caspases 1 and 5, required
for processing and activation of the proinflammatory cytokines
interleukin 1p (IL-1B), IL-18 and IL-33 and promoting inflamma-
tion.? In this study, we examined for the first time whether
NLRP1 is associated with giant cell arteritis (GCA), a chronic
systemic vasculitis affecting large and medium-sized arteries
derived from the aorta, in particular the cranial branches of the
carotid artery. GCA is the most common vasculitis in the elderly
in Western countries with a female predominance.” To investi-
gate the possible genetic association of NLRP1 with this disease,
we genotyped a single-nucleotide polymorphism (rs8182352),
which has been reported to confer risk to the development of
autoimmune processes in previous studies,’ % in a total of 3583
individuals, comprising a discovery set from Spain (574 patients
diagnosed with biopsy-proven GCA and 2366 healthy controls)
and a replication set of subjects from Italy (111 biopsy-proven
GCA patients and 532 controls) using a predesigned TagMan
allele discrimination assay. All individuals were of European
Caucasian origin. Patients were stratified according to the pres-
ence or absence of polymyalgia rheumatica, visual ischaemic
manifestations and irreversible occlusive disease, as previously
described.® 7 Approval from the local ethical committees and
informed written consent from all participants were obtained.
The analysed genetic variant rs8182352 showed statistically sig-
nificant differences between GCA patients and unaffected

Ann Rheum Dis April 2013 Vol 72 No 4
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Genotype, N (%)

Cohort Sample size cc cT T %)

Pwvalue* OR (CI956%)™

OR meta-analysis forest plot (fixed effects)

Controls (n=2366) 551(23.29) 1176(49.70) 638 (27.01) 48.14

Spain
GCA (n=574) 157 (27.35) 286(4983) 131(2282) 5226
Controls (n=532) 127 (23.87) 271(5094) 134(25.19) 4934
Raly
GCA (n=111) 36 (32.43) 52 (46.85) 23(0.72) 5586
Controls (n=2898) 678 (23.40) 1447 (4993) 773(2667) 4836
Pooledy

GCA (n=685) 193 (28.18) 338(4934) 154(2248) 5285

0012  1.18[1.04-134)

0077  130[097-1.74)

262E-03 1.20(1.06-135)

4
o 3

odkis mti (5T confidence inberval)

Genotype distribution and minor allele frequency (MAF) of the NLRP1 polymorphism rs8182352 in giant cell arteritis (GCA) patients and
healthy controls from Caucasian Spanish and Italian populations. The overall statistical power of the analysis was 88% to detect associations with
OR=1.2 at the 5% significant level, according to Power Calculator for Genetic Studies 2006 software (http:/www.sph.umich.edu/csg/abecasis/CaTS/).
After genotyping, no evidence of departure from Hardy—\Weinberg equilibrium was observed in either case or control populations (p=0.05). All
statistical analyses of allele frequencies were performed using Plink V.1.07 (http:/pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/). To test for associations, p
values were obtained by performing 2x 2 contingency tables and x? test and/or Fisher's exact test, when appropriate. ORs and 95% CI were calculated
according to Woolf's method. p Values lower than 0.05 were considered as statistically significant. Combined OR was calculated according to a
fixed-effects model (Mantel-Haenszel meta-analysis) and the heterogeneity of the ORs among all populations was calculated using the Breslow—Day
test. The forest plot was performed with StatsDirect V.2.4.6 (Altrincham, UK). *p Value for the allelic model. **OR for the minor allele.

controls in the Spanish cohort (p=0.012, OR=1.18, CI 95%
=1.04 to 134) and in the combined meta-analysis
(p=2.62x107%, OR=1.20, CI 95%=1.06 to 1.35) including the
Italian cohort (figure 1). Moreover, homozygous carriers of the
allele C+ allele C (CC) genotype evidenced increased GCA risk
in the combined data in comparison with non-CC carriers
(p=9.6x107°, OR=1.29, CI 95%=1.07 to 1.55). Despite their
different geographical origin, we previously reported no differ-
ences in the clinical spectrum of the disease between both popu-
lations,® and the combinability test according to Breslow-Day
method showed no significant heterogeneity in the ORs. When
cases were meta-analysed against controls according to the spe-
cific clinical features of GCA, only a significant association with
visual ischaemic manifestations was observed (p=0.014,
OR=1.29, CI 95%=1.05 to 1.58). In addition, no statistically
significant differences were observed when the subphenotype
analysis was performed comparing GCA patients positive
against those negative for the analysed clinical characteristic
(data not shown).

This study shows for the first time that NLRP1 rs8182352, a
polymorphism with no predicted functional role, is associated
with GCA in two different European populations. It has been
proposed that NLRP1 is an important regulator of different
inflammatory and autoimmunity processes, mainly because of
its ability to form the inflammasome that plays a pivotal role
in the activation of IL-18 and IL-33.* Previous studies evidenced
that IL-18, which is expressed by a wide range of immune cells
and can mediate both Th1l and Th2 driven immune responses,
contributes to the pathogenesis of GCA.? Furthermore, this vas-
culitis is associated with increased inflammatory response,® and
IL-33 has been characterised as a critical component of the
inflammatory disease, with immune cell activation.®

In conclusion, we have identified NLRP1 as a novel GCA sus-
ceptibility gene, thus adding another piece to the genetic
puzzle underlying the pathogenesis of this complex disease.
Our data suggest that the inflammasome may represent a
potential target for future therapeutic intervention. However,
further studies may be performed to elucidate the possible
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causal variant/s of this association and its functional conse-
quence, which is a limitation of this study.
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Identification of the PTPN22 functional variant
R620W as susceptibility genetic factor for

giant cell arteritis
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ABSTRACT

Objective To analyse the role of the PTPN22 and CSK
genes, previously associated with autoimmunity, in the
predisposition and clinical phenotypes of giant cell
arteritis (GCA).

Methods Our study population was composed of 911
patients diagnosed with biopsy-proven GCA and 8136
unaffected controls from a Spanish discovery cohort and
three additional independent replication cohorts from
Germany, Norway and the UK. Two functional PTPN22
polymorphisms (rs2476601/R620W and rs33996649/
R263Q) and two variants of the CSK gene (rs1378942
and rs34933034) were genotyped using predesigned
TagMan assays.

Results The analysis of the discovery cohort provided
evidence of association of PTPN22 rs2476601/R620W
with GCA (Prpr=1.06E-04, OR=1.62, Cl 95% 1.29 to
2.04). The association did not appear to follow a
specific GCA subphenotype. No statistically significant
differences between allele frequencies for the other
PTPN22 and CSK genetic variants were evident either in
the case/control or in stratified case analysis. To confirm
the detected PTPN22 association, three replication
cohorts were genotyped, and a consistent association
between the PTPN22 rs2476601/R620W variant and
GCA was evident in the overall meta-analysis
(Ppy=2.00E-06, OR=1.51, Cl1 95% 1.28 to 1.79).
Conclusions Our results suggest that the PTPN22
polymorphism rs2476601/R620W plays an important
role in the genetic risk to GCA.

INTRODUCTION

Giant cell arteritis (GCA) is a chronic vasculitis that
shows a complex aetiology derived from the inter-
action between both genetic and environmental
factors.! Similar to most immune-related disorders,
the highest susceptibility signals belong to the
human leukocyte antigen region. However, differ-
ent studies have highlighted that genes involved in
inflammation pathways may also be implicated in
GCA susceptibility. In spite of these findings, the
genetic background of this condition is still poorly
understood.

Although the aetiology of GCA remains unclear,
it is well known that innate and adaptive immune
responses are involved in its pathogenesis. Several
lines of evidence indicate that this vasculitis is a
T cell-mediated disease with both Th17 and Th1
cells contributing to inflammation. While Th1
response is associated with chronically persistent
vascular lesions, Th17 immunity appears to be
more important for acute manifestations, both sys-
temically and in the blood vessels.® *

The PTPN22/CSK pathway is a master regulator
of autoimmunity, with a key role in the negative
control of the signalling mediated by the T cell
receptor (TCR).> Interestingly, several single-
nucleotide polymorphisms (SNPs) located within
these two genes have been associated with auto-
immunity,®'! suggesting that this is one of the
molecular pathways shared by different auto-
immune disorders.

Regarding PTPN22, it has been reported that
two autoimmune disease-associated  variants,
rs2476601 (R620W) and rs33996649 (R263Q)
influence the function of the protein.’? '* On the
other hand, two CSK polymorphisms, rs34933034
and rs1378942, were recently identified as suscepti-
bility factors for systemic sclerosis ' and systemic
lupus erythematosus (SLE),'° respectively. A func-
tional role for the CSK genetic variant
rs34933034*A in SLE patients has been proposed
in a recent study.'®

Based on this, we decided to assess the role of
the disease-associated PTPN22 and CSK poly-
morphisms in both predisposition to and the clin-
ical phenotypes of GCA.

METHODS

Study population

A total of 911 GCA patients and 8136 unrelated
healthy controls were included in this study. First,
we analysed a discovery cohort of 623 GCA
patients and 1729 healthy controls of Spanish
Caucasian ancestry. Subsequently, three independ-
ent replication cohorts were analysed (72 GCA and
937 controls from Germany; 60 GCA and 271
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controls from Norway; 156 GCA and 5199 controls from the
UK). Case and control sets were matched by geographical origin
and ethnicity, but not by age, which may represent a limitation
of the study. PTPN22 rs2476601 genotype data from the
control population of Germany were obtained from Hiiffmeier
et al,"* since this set matched geographically and ethnically our
German GCA cohort. More detailed information about the UK
controls can be obtained from Morgan et al."> Informed
written consent from all participants and approval from the
local ethical committees were obtained in accordance with the
tenets of the Declaration of Helsinki. All patients had a positive
temporal artery biopsy (disruption of the internal elastic
laminae with infiltration of mononuclear cells into the arterial
wall with or without multinucleated giant cells) and fulfilled the
1990 American College of Rheumatology classification criteria
for GCA.' 1In the subphenotype analysis, the patients
were stratified according to manifestations of polymyalgia
rheumatica (PMR) and the presence or absence of visual ischae-
mic manifestations (VIM; if they experienced transient
visual loss including amaurosis fugax, permanent visual loss or
diplopia) and irreversible occlusive disease (IOD; if they had
at least one of the following features: permanent visual loss,
stroke or occlusive disease in the upper extremities or lower
extremities).

Genotyping methods

Genomic DNA was extracted from peripheral white blood cells
using standard procedures. Two SNPs located within PTPN22,
rs2476601/R620W and rs33996649/R263Q, and two SNPs
located within CSK, rs1378942 and rs34933034, were geno-
typed using the TagMan allelic discrimination assay technology

Table 1
patients and healthy controls

on a 7900HT Fast Real-Time PCR System, both from Applied
Biosystems (Foster City, California, USA). For the UK samples,
rs2476601/R620W was genotyped by direct sequencing.

Statistical analysis

The overall statistical power of the analysis, according to Power
Calculator for Genetic Studies 2006 software (http:/www.sph.
umich.edu/csg/abecasis/CaT$/), is shown in online supplementary
table S1. Plink (v1.07) (http:/pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/)
and StatsDirect V.2.6.6 (StatsDirect Ltd, Cheshire, UK) were used
to perform 2X2 contingency tables and x> test and/or Fisher’s
exact test. ORs and 95% CIs were obtained according to Woolf’s
method. The Benjamini and Hochberg (1995) step-up false discov-
ery rate (FDR) control correction for multiple testing'” was
applied to the p values of the discovery cohort. After correction,
p values lower than 0.05 were considered statistically significant.
The allelic combinations were tested using Plink and Haploview
(V:4.2). The analysis of the combined data from all populations
was performed using Plink and StatsDirect. Breslow—Day (BD) test
method was used to estimate the homogeneity among populations.

Pooled analyses were performed by Mantel-Haenszel test under
fixed effects.

RESULTS
After genotyping, no divergence from Hardy—Weinberg
equilibrium was observed either in controls or cases (p>0.01),
and control allelic frequencies were similar to those previously
reported in equivalent European Caucasian populations.® ' !
First, we conducted an association study in a case—control set
of Spanish Caucasian origin. As shown in table 1, when allelic
frequencies were compared between cases and controls, a clear

Genotype and allele distribution of PTPN22 rs2476601, rs33996649 and CSK rs1378942, rs34933034 in Spanish biopsy-proven GCA

Genotype, N (%) Allele test
SNP Locus 1/2 Subgroup (N) 7 1/2 2/2 MAF (%)  p Value*  Pgppt OR (CI 95%)#
12476601 PTPN22 AIG Controls (n=1729) 13 (0.75) 200 (11.57) 1516 (87.68) 6.54
GCA (n=623) 4 (0.64) 119 (19.10) 500 (80.26) 10.19 2.66E-05 1.06E-04 1.62 (1.29 to 2.04)
PMR+ (n=259) 2 (0.77) 53 (20.46) 204 (78.76) 11.00 2.26E-04 9.02E-04 1.77 (1.30 to 2.40)
VIM+ (n=168) 1 (0.60) 36 (21.43) 131 (77.98) 11531 1.03E-03 4.10E-03 1.82 (1.27 t0 2.62)
10D+ (n=96) 2 (2.08) 21 (21.88) 73 (76.04) 13.02 5.47E-04 2.19E-03 2.14 (1.38 t0 3.33)
133996649 PTPN22 TIC Controls (n=1729) 4(0.23) 110 (6.36) 1615 (93.41) 341
GCA (n=623) 1 (0.16) 39 (6.26) 583 (93.58) 3.29 0.838 0.919 0.96 (0.67 to 1.38)
PMR+ (n=259) 0 (0.00) 12 (4.63) 247 (95.37) 2:32 0.191 0.382 0.67 (0.37 to 1.23)
VIM+ (n=168) 0 (0.00) 12 (7.14) 156 (92.86) 3.57 0.878 0.878 1.05 (0.57 to 1.92)
10D+ (n=96) 0 (0.00) 6 (6.25) 90 (93.75) 3113 0.831 0.831 0.91 (0.40 to 2.10)
rs1378942 CSK C/A Controls (n=1729) 281 (16.25) 798 (46.15) 650 (37.59) 39.33
GCA (n=623) 129 (20.71) 230 (36.92) 264 (42.38) 39.17 0.919 0.919 0.99 (0.87 to 1.13)
PMR+ (n=259) 55 (21.24) 99 (38.22) 105 (40.54) 40.35 0.658 0.756 1.04 (0.86 to 1.26)
VIM+ (n=168) 34 (20.24) 69 (41.07) 65 (38.69) 40.77 0.605 0.807 1.06 (0.85 to 1.33)
10D+ (n=96) 20 (20.83) 39 (40.63) 37 (38.54) 41.15 0.616 0.822 1.08 (0.80 to 1.45)
34933034 CSK AlG Controls (n=1729) 72 (4.16) 537 (31.06) 1120 (64.78) 19.69
GCA (n=623) 21 (3.37) 176 (28.25) 426 (68.38) 17.50 0.091 0.182 0.86 (0.73 to 1.02)
PMR+ (n=259) 10 (3.86) 79 (30.50) 170 (65.64) 19.11 0.756 0.756 0.96 (0.76 to 1.22)
VIM+ (n=168) 7(4.17) 47 (27.98) 114 (67.86) 18.15 0.497 0.807 0.90 (0.68 to 1.21)
10D+ (n=96) 5(5.21) 24 (25.00) 67 (69.79) 17.11 0.500 0.822 0.88 (0.60 to 1.28)

*All p values have been calculated for the allelic model.
tBenjamini and Hochberg step-up FDR control.
1OR for the minor allele.

FDR, false discovery rate; GCA, giant cell arteritis; 10D, irreversible occlusive disease; MAF, minor allele frequency; PMR, polymyalgia rheumatica; SNP, single-nucleotide polymorphism;

VIM, visual ischaemic manifestations.
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Table 2 Replication and pooled analysis of the PTPN22 rs2476601 variant in Caucasian biopsy-proven GCA patients and controls

Genotype, N (%) Allele test

Population Subgroup (N) 7 1/2 2/2 MAF (%) p Value* OR (Cl 95%)t
Germany Controls (n=937) 9 (0.98) 164 (17.94) 741 (81.07) 9.96

GCA (n=72) 0 (0.00) 14 (19.44) 58 (80.56) 9.72 0.9280 0.97 (0.54 to 1.73)
Norway Controls (n=271) 1(0.37) 56 (20.66) 214 (78.97) 10.70

GCA (n=60) 1(1.67) 19 (31.67) 40 (66.67) 17.50 0.0376 1.77 (1.03 to 3.05)
UK Controls (n=5199) 42 (0.80) 933 (17.95) 4224 (81.25) 9.78

GCA (n=156) 3(1.92) 36 (23.08) 117 (75.00) 13.46 0.0319 1.44 (1.03 to 2.00)
Replication meta-analysis# Controls (n=6384) 52 (0.81) 1153 (18.06) 5179 (81.12) 9.84

GCA (n=288) 4 (1.39) 69 (23.96) 215 (74.65) 13.37 0.0154 1.38 (1.07 to 1.77)
Overall meta-analysis§ Controls (n=8113) 65 (0.80) 1353 (16.68) 6695 (82.52) 9.14

GCA (n=911) 8 (0.88) 188 (20.64) 715 (78.49) 11.20 2.00E-06 1.51 (1.28 t0 1.79)

*All p values have been calculated for the allelic model.

tOR for the minor allele.

#$Including independent cohorts from Germany, Norway and UK.
§Including independent cohorts from Spain, Germany, Norway and UK.
GCA, giant cell arteritis.

association of the PTPN22 rs2476601/R620W*A allele with
GCA was observed (Prpr=1.06E-04, OR=1.62, CI 95% 1.29
to 2.04). Subsequently, to examine whether PTPN22 and CSK
polymorphisms might influence the clinical manifestations of
the disease, GCA patients were stratified according to the pres-
ence of PMR, VIM and IOD (table 1). Consistently, the subphe-
notype analysis also reached statistical significance for the
rs2476601 polymorphism (PMR+ vs controls: Prpr=9.02E-04,
OR=1.77, CI 95% 1.30 to 2.40; VIM+ vs controls:
Prpr=4.10E-03, OR=1.82, CI 95% 1.27 to 2.62; IOD+ vs
controls: Prpr=2.19E-03, OR=2.14, CI 95% 1.38 to 3.33).
However, no statistically significant differences between GCA
patients with and without these clinical characteristics were
observed (data not shown). No association with any other
PTPN22 and CSK genetic variants was evident either in the
case/control or subphenotype analysis (table 1).

To follow-up the positive finding of an association between

population, we attempted to confirm the detected association in
a replication set of three independent cohorts of Caucasian
ancestry. No heterogeneity between the ORs from the three rep-
lication cohorts was evident by BD test (p=0.05), and therefore
a combined meta-analysis was performed (table 2 and online
supplementary table S2). Statistically significant differences were
observed for the PTPN22 rs2476601*A allele in the pooled ana-
lysis (Ppmp=0.0154, OR=1.38, CI 95% 1.07 to 1.77) (table 2).
Subsequently, the overall meta-analysis including both the dis-
covery and the three replication cohorts showed a consistent
association between the PTPN22 rs2476601*A variant and GCA
(Pmp=2.00E-06, OR=1.51, CI 95% 1.28 to 1.79; figure 1).
Again, no significant differences were found when GCA patients
with and without specific clinical features were compared (data
not shown).

The comparisons of the different detected allelic combina-
tions between cases and controls did not yield additional infor-
mation (data not shown).
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Figure 1

calculated under the fixed effect model.

Forest plot showing the ORs and Cls of the PTPN22 rs2476601 association in the discovery and replication cohorts. OR and Cl were
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DISCUSSION

Our data indicate, for the first time, an important role for PTPN22
in the genetic susceptibility of GCA. The combined analysis of the
four independent cohorts showed a strong association between the
PTPN22 rs2476601/R620W variant and this disease. The effect
size detected in our study (OR=1.51) is similar to that described
for other autoimmune conditions, such as rheumatoid arthritis
(OR=1.45), SLE (OR=1.45) or type 1 diabetes mellitus
(OR>1.80)° 7 and, interestingly, for other vasculitides, such as
Behget’s disease (OR>2.0) or antineutrophil cytoplasmic
antibodies-associated vasculitis (OR>1.90)."® ' Despite this, a
previous study failed to show association between PTPN22
52476601 and GCA?’; however, it should be noted that the statis-
tical power of this study was compromised because of the small
sample size included in this report (96 GCA cases and 229 con-
trols). In the subphenotype analysis, no specific association with
any analysed clinical feature was observed, indicating that this
variant may represent a risk factor for the global disease.
Nevertheless, this should be taken with caution because of the low
statistical power, which was a limitation of this stratified analysis.

Regarding CSK, our analysis had enough statistical power to
detect a possible weak signal (power > 80% to detect an
OR>1.25 in the discovery cohort); therefore, it is unlikely that
CSK may play an important role in GCA susceptibility. Since an
association between PTPN22 and GCA was observed, it makes
sense that its interacting partner, CSK, may also play a role in this
pathology, but in most of the diseases in which an involvement of
PTPN22 has been described, an association with CSK has not
been reported. Nevertheless, an effect of other CSK polymorph-
isms, showing low linkage disequilibrium with those analysed in
our study, in GCA susceptibility cannot be discarded.

Initially, the PTPN22 allele rs2476601*A, located within a
protein—protein interaction domain, was reported as a
gain-of-function allele that causes a decrease in TCR signal-
ling."* However, a recent study has reported that this variant is
a loss-of-function allele, leading to an accelerated degradation of
lyp that results in enhanced signalling in several immune cell
types.'® Although the mechanisms underlying the role of the
PTPN22 rs2476601 genetic variant in autoimmunity remain
unclear, the association of this SNP with GCA suggests that a
deregulation of TCR signalling is involved in the pathophysio-
logical mechanisms of this vasculitis.
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5. DISCUSION

Los estudios de asociacién caso-control que estudian polimorfismos en genes candidatos,
constituyen una de las principales herramientas en la identificacion de variantes genéticas
potencialmente implicadas tanto en la susceptibilidad como en las caracteristicas clinicas de las

enfermedades autoinmunes [180-183].

Los estudios de asociacién pretenden detectar la asociacidon entre un gen candidato y una
patologia mediante la deteccidén de diferencias significativas en las frecuencias genotipicas y/o
alélicas entre casos y controles [229], para ello, se identifica un set de casos diagnosticados segun
unos criterios y una muestra independiente de individuos no afectados de la misma poblacién. En
este tipo de estudios el efecto se mide mediante la “odds ratio” (OR) que es la razén de dos
cocientes: el nimero de pacientes portadores del alelo de riesgo entre el nimero de pacientes no
portadores y el nimero de controles portadores del alelo de riesgo entre el nimero de controles

no portadores.

En los estudios de asociacién poblacionales el tipo de polimorfismo genético habitualmente
analizado son los llamados SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), que son variantes de un solo
nucledtido que estdn presentes en al menos un 1% de la poblacidn. Los principales SNPs usados en
nuestros estudios son aquellos localizados en zonas potencialmente funcionales del gen, zonas

promotoras o codificantes.

Para la selecciéon de SNPs se emplea el concepto de desequilibrio de ligamiento (LD, Linkage
disequilibrium), que se define como la asociacién que no ocurre al azar entre dos alelos que se
encuentran en diferentes posiciones en una poblacion. Esto ocurre porque los dos alelos se
heredan juntos mas frecuentemente que lo que cabria esperar basandose en la frecuencia alélica
de la poblacion. Los patrones de LD que observamos en diferentes poblaciones son el resultado de
recombinacién, mutacién, migracién, deriva aleatoria, seleccién, apareamiento no al azar y
tamanfio poblacional [230]. Asi que, el desequilibrio de ligamiento varia de unas poblaciones a otras
y por ello, en este tipo de estudios, es importante que los resultados sean replicados en distintas
poblaciones asi como analizar mas de un marcador, puesto que un resultado positivo podria
deberse al particular LD que hubiera en una poblacién concreta. Normalmente el LD en los

estudios genéticos, es medido mediante la D” unidireccional y la r2 bidireccional. Cuando el LD es



completo D'=1y r2=1 [231]. Al realizar un tagging se selecciona solo un SNP entre todos aquellos

gue presentan elevado r2 entre ellos.

Aunque los estudios de asociacidén de genes candidato, tienen varias limitaciones, gracias a ellos se
han podido identificar las asociaciones con la ACG mas fuertes aparte de los genes HLA hasta la

fecha como es el caso del gen NLRP1 y PTPN22 que se describen a continuacidn.

5.1. Genes estudiados asociados con ACG

5.1.1. NLRP1

Estudios recientes han determinado que NLRP1  sea considerado como un factor de riesgo
comun en la autoinmunidad [232-234]. Asi que, con la finalidad de confirmar la posible asociacion
genética de NLRP1 con la ACG se genotipé el polimorfismo rs8182352 de dicho gen, obteniendo
como resultado una clara asociacién por primera vez de este gen con la ACG tanto en la poblacion
espafiola como en la poblacién italiana, dicho polimorfismo habia sido reportado como un gen de

riesgo en el desarrollo de los procesos autoinmunes en estudios anteriores.

Un total de 3.583 personas, con procedencia espafiola (574 pacientes de ACG con diagndstico
confirmado por biopsia y 2.366 controles sanos) y un conjunto de replicacion de sujetos
procedentes de Italia (111 pacientes y 532 controles), todos ellos de origen caucasico fueron
analizados. Los pacientes fueron estratificados de acuerdo a la presencia o ausencia de PMR,
manifestaciones visuales isquémicas (VIM) y enfermedad oclusiva irreversible (I0D). La variante
genética analizada, rs8182352, mostré diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes con ACG y controles no afectados tanto en la cohorte espafiola (P = 0,012, OR = 1,18, IC
95 % = 1,04 a 1,34) como en el meta- analisis combinado (P = 2.62x10 -3, OR = 1,20, IC 95 % = 1,06-
1,35), incluyendo la cohorte italiana. A pesar de su origen geografico diferente, segun el test de
Breslow- Day no se mostré heterogeneidad significativa en las cohortes. Cuando los datos fueron
meta-analizados de acuerdo a las caracteristicas clinicas especificas de la ACG, sdlo se observd una
asociacion significativa con VIM (P = 0,014, OR = 1,29, IC 95 % = 1,05-1,58). Este estudio es de gran
relevancia para la fisiopatologia de la ACG, ya que, por primera vez se ha examinado el gen NLRP1

en una amplia cohorte espafiola y posteriormente se replicé en otra poblacidn italiana.



NLRP1 es una proteina citoplasmatica que estimula la inmunidad innata mediante la deteccién de
productos microbianos enddgenos y estrés metabdlico y participa en el ensamblaje del
inflamasoma que activa las caspasas 1y 5, y es requerida para el procesamiento y la activacién de
citoquinas proinflamatorias como la interleucina 1B (IL-1B), IL-18 e IL-33 y promover la inflamacién
[235, 236]. Parece ser que la sobreexpresidon de este gen induce a la apoptosis en las células. En
este sentido, se ha propuesto al gen NLRP1 como un importante regulador de diferente procesos
inflamatorios y de autoinmunidad, principalmente debido al papel que desempefia en Ia
formacién del inflamasoma, fundamental que en la activacién de IL - 18 e IL - 33 [235, 236].
Estudios previos demuestra que la IL -18, que se expresa mediante una amplia gama de células
inmunes y produce tanto Thl y Th2 median respuestas inmunoldgicas impulsadas, contribuye a la
patogénesis de ACG [237]. Por otra parte, esta vasculitis se asocia con mayor respuesta
inflamatoria [238], y la IL-33 ha sido caracterizada como un componente critico de la enfermedad

inflamatoria, con activacion de células inmunes [236].

En conclusion, gracias a este estudio caso-control de una cohorte espainola y una replicacién, se
identificd por primera vez al polimorfismo rs8182352 en el gen NLRP1 como un nuevo factor de
riesgo genético para la ACG, indicando que inflamasoma puede ser relevante en el fisiopatologia
de esta enfermedad [235] y afadiendo otra pieza del rompecabezas genético subyacente a la
patogénesis de esta compleja enfermedad. Asi mismo, nuestros datos también sugieren que el

inflamasoma puede representar un objetivo potencial para la futura intervenciéon terapéutica.



5.1.2. PTPN22

Las protein tirosin fosfatasas (PTPs) son reguladores de la transduccidn de sefiales en las células T,
gue junto con las protein tirosin quinasas (PTKs), regulan la fosforilacion de proteinas en residuos
de tirosina, de manera reversible, siendo este un mecanismo fundamental
transduccion de sefales de muchos procesos fisioldgicos, entre los que se encuentra la regulacion
de la respuesta inmune [239]. Diversos estudios han puesto de manifiesto que incluso el hecho de
pequefias modificaciones en las PTPs pueden inducir una disfuncién inmunoldgica y por lo tanto
provocar enfermedades autoinmunes [239]. En este sentido, se conoce que PTPN22, que codifica

para la fosfatasa especifica de linfocitos, LYP, que junto con la quinasa intracelular CSK, inhibe la

sefializacion del TCR como se muestra en la siguiente figura.
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Figura 9. Protein tirosina fosfatasa en linfocitos y autoinmunidad. En las células T, CD45 inicia la activacion
de Lck por la desfosforilacion de su residuo de tirosina C-terminal de inhibidor (Tyr505). La activacidn
completa de Lck requiere la autofosforilacion en otra tirosina (Tyr394) situada en el dominio de la quinasa.
Cuando esté completamente activado, Lck media la fosforilacion de la tirosina de las subunidades de
sefializacion del TCR, un evento que se necesita para la activacion de las células.

Figura adaptada de Nature Immunology, 2012, 13: 439-447
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Cuando el TCR reconoce al antigeno y se activa, CD45 desfosforila la tirosina Y 505 de LCK y esta se
autofosforila en la posicion Y394, activandose asi la cascada de transducciéon de sefales que
desencadenara la activacion de la célula T. No obstante, PTPN22 es capaz de regular
negativamente a LCK, eliminando el fosfato activador en la posicién Y394 junto a CSK que vuelve a

fosforilar a LCK en Y505. De esta forma, LYP inhibe la activacion de la célula T [240].

Como hemos comentado con anterioridad, la regulacién de la respuesta T es fundamental en la
patogénesis de la ACG, la diferenciacidn y desarrollo de las células T asi como sus funciones, estan
controlados por la activacidén de rutas de senalizacidn intracelular, de modo que anormalidades en
estas rutas de sefializacidn del TCR pueden resultar en enfermedades autoinmunes, a causa de los
efectos en la proliferacidn de las células T, apoptosis, cambio en el citoesqueleto, produccion de
citoquinas entre otros de los procesos regulados por el TCR en células T. En este sentido, la
sefializacion mediante TCR ha sido objetivo de estudio en la ACG y en muchas otras enfermedades
autoinmunes. Por lo tanto, genes relacionados con la activacion y la diferenciacion de las células T
son buenos candidatos para la busqueda de marcadores de susceptibilidad a la ACG. Teniendo
esto en consideracion, pensamos que los polimorfismos rs2476601/R620W y rs33996649/R263Q
de PTPN22 podrian estar implicados en la susceptibilidad de la ACG al igual que han sido asociados

con otras enfermedades autoinmunes.

Como ha sido reportado, el alelo rs2476601* A, localizado en un dominio de interaccién proteina-
proteina, causa una disminucién en la sefializacion de TCR [241]. Y en un estudio posterior, se ha
informado de que esta variante es un alelo de pérdida de funcidn, que conduce a una degradacidn
acelerada de los Lyp que resulta en la sefializacion en varias células inmunes [216]. Nuestros datos
del andlisis combinado de cuatro cohortes independientes analizadas, mostraron una fuerte
asociacion entre la variante rs2476601/R620W de PTPN22 y esta enfermedad. Estos datos indican,
por primera vez, un papel importante para PTPN22 en la susceptibilidad genética de la ACG. El
efecto detectado en nuestro estudio mostrando una (OR = 1,51 ), similar al que ha sido descrito
para otras enfermedades autoinmunes , como la artritis reumatoide (OR = 1,45), LES (OR =1,45) o
la diabetes mellitus tipo 1 (O > 1,80) [211] e, interesantemente también se ha asociado a otras
vasculitis , tales como la enfermedad de Behget ( OR> 2,0) o la vasculitis anticitoplasma de
neutréfilos asociada a anticuerpos (OR> 1,90) [242, 243]. A pesar de ello, en un estudio
anteriormente realizado no se presentd asociacidn entre PTPN22 y ACG [244], sin embargo, debe
tenerse en cuenta que el poder estadistico de este estudio se vio comprometido debido al

pequefio tamafio de la muestra incluida en dicho informe (96 casos de ACG y 229 controles).



En nuestro estudio, en primer lugar, se analizé la asociacién en una serie de casos y controles de
origen caucasico espafiol y cuando se compararon las frecuencias alélicas entre los casos y
controles, so observé una clara asociacidn. Posteriormente, para examinar si polimorfismos de
PTPN22 podrian influir en las manifestaciones clinicas de la enfermedad, los pacientes con ACG
fueron estratificados de acuerdo a la presencia de PMR, VIM y IOD. En consonancia, el andlisis de

subfenotipos también alcanzd significacion estadistica para el polimorfismo rs2476601.

Para el seguimiento del resultado positivo de una asociacién entre la variante rs2476601/R620W
de PTPN22 y ACG en la poblacion espafiola, se intentd confirmar la asociaciéon detectada en una
réplica de tres cohortes independientes de ascendencia caucdsica. No hubo heterogeneidad entre
las cohortes y por lo tanto, se realizé un meta-analisis. Asi que, las diferencias estadisticamente
significativas se observaron para el polimorfismo rs2476601/R620W de PTPN22. Posteriormente,
el meta-analisis global que incluye tanto la cohorte de descubrimiento como las tres cohortes de

replicacion mostraron una consistente asociacion entre dicho polimorfismo y la ACG [26].

Aunque los mecanismos que subyacen a la funcion de la variante genética rs2476601/R620W de
PTPN22 en la autoinmunidad permanecer sin aclarar, la asociacién de este SNP con la ACG sugiere
qgue una desregulacion de la sefializacién de TCR participa en los mecanismos de fisiopatoldgico de

esta vasculitis.

En todos los estudios realizados la direccidon de la asociacién fue la misma, pudiendose observar
un aumento en la frecuencia del alelo de riesgo en pacientes de ACG en comparacion con la
poblacién control. Asi que, nuestros datos corroboran esta asociacidn del polimorfismo
rs2476601/R620W del gen PTPN22 con la ACG como la asociacién mas robusta y reproducible

fuera de la regidn HLA hasta la fecha.

Como ya hemos mencionado, ademas del importante papel que el polimorfismo de PTPN22 tiene
en la susceptibilidad a la ACG, este SNP se ha visto asociado a muchas otras enfermedades
autoinmunes, lo que ha hecho que sea propuesto como marcador general para muchas
enfermedades autoinmunes donde existe un fuerte componente de la respuesta humoral, como
es el caso de AR entre otras, llegdndose a suponer que este polimorfismo predispone a
enfermedades autoinmunes donde los anticuerpos juegan un papel fundamental en la

patogénesis.

El alelo de riesgo de PTPN22 da lugar a una sustituciéon de un triptéfano por una arginina en el

aminoacido 620 (R620W) en el dominio de unidn rico en prolinas SH3 de CSK. Este polimorfismo



tiene dos consecuencias funcionales: la unién entre PTPN22 y CSK se interrumpe [211, 212] y la
actividad enzimdatica de PTPN22 aumenta [241, 245]. Estos cambios bioquimicos parece ser que
producen un aumento en el umbral de estimulacidn que se requiere para la sefalizacidon del TCR
(Figura 9). En el timo, esto podria provocar la seleccién positiva de timocitos que en situaciones
normales serian eliminados, dando lugar a un aumento de células T maduras en la periferia
potencialmente autoreactivas [246]. Un segundo mecanismo podria suponer una menor
activacion de las células T reguladoras, lo que provocaria una deficiente regulacién de células T
autorreactivas. Estos mecanismos podrian conducir a la autoinmunidad [247] como se representa

en la figura 10.

En un estudio llevado a cabo con linfocitos de pacientes, se demostrd que el alelo 620W de este
SNP genera un aumento de células T de memoria CD4+ junto con una mayor produccion de
ciertas citoquinas [245] lo que puede ser un mecanismo patogénico por el cual este alelo
contribuye al desarrollo de la autoinmunidad. En este sentido, también se han observado que no
solo las células T se encuentran alteradas por la presencia de la mutacidn, sino que las células B
también responden menos a la estimulacién a través de su receptor de membrana (BCR) asi como
una menor produccién de células B memoria [245]. No obstante, se necesitan mas estudios
funcionales para poder llegar a comprender el complejo efecto que esta variante genética puede

producir en el sistema inmune.
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Figura 10. Esquema de la ganancia de funcidén enzimatica del polimorfismo R620W del gen PTPN22 que se
prevé que aumenta el umbral para la sefializacion de TCR. En el timo, el cambio de sefializacidn podria dar
lugar a la seleccidn positiva de timocitos que de otro modo se eliminan, lo que resulta en la aparicion de
células T potencialmente autorreactivos en la periferia. Un segundo mecanismo podria implicar la
sefializacion reducida en las células Treg, con una deficiencia que resulta en la regulacion de las células T
autorreactivas. Cualquiera de estos mecanismos o ambos, podrian conducir a un estado de susceptibilidad
para trastornos autoinmunes. Figura adaptada de Peter K Gregersen et al. Nature Genetics, 2005, 37: 1300 -
1302

Otra importante caracteristica de este polimorfismo es la heterogeneidad en su distribucion entre
las distintas poblaciones, encontrandose dicho alelo, en una frecuencia muy baja, casi nula, en
poblaciones asiaticas y africana [248], mientras que en poblaciones europeas puede observarse un
gradiente norte-sur en el aumento de su frecuencia [218] siendo las frecuencias mas bajas en el
sur de Europa y las mas altas en los paises escandinavos [249] como puede observarse en la figura

11.



Figura 11. Mapa europeo que resume la diferente distribucion del alelo R620W de PTPN22.

Diversos estudios proponen a los inhibidores de PTPs como tratamiento de autoinmunidad, asi
que PTPN22 es una posible diana terapéutica [250], de manera que pequefias moléculas
inhibidoras podrian reducir la actividad catalitica del alelo R620W, provocando una sefializacién

normal del TCR y neutralizando asi el proceso autoinmune.

La fuerte evidencia de que este polimorfismo juega un papel fundamental en poblaciones
caucasicas y la ausencia del mismo en otras poblaciones suscita la posibilidad de que existan otros
alelos de riesgo adicionales. Asi que en resumen podemos decir que la combinacién del
polimorfismo R620W de PTPN22 junto con la presencia de otros factores, estd fuertemente
asociado con la susceptibilidad a ACG y ha sido propuesto como marcador comun de

predisposicién a diversas enfermedades autoinmunes en poblaciones caucasica.



5.2. Genes estudiados no asociados con ACG

Otros genes que hemos estudiado usando el método de estudios de asociacion en genes
candidato y que sin embargo no han mostrado una asociacion significativa con la enfermedad van
a ser descritos a continuacién y al final de este aparatado se realizard una discusion comun a este

apartado de resultados de no asociacion.

5.2.1. ITGAM

Este gen codifica la integrina alfa M, las integrinas son proteinas integrales de membrana
heterodiméricas compuestas de una cadena alfa y una cadena beta. El dominio | que contiene la
integrina alfa combina con la beta 2 de la cadena (ITGB2) para formar una integrina especifica de
leucocitos que se conoce como receptor de macréfagos 1 (Mac-1), o receptor C3b inactivado
(iC3b) (CR3). a M B 2 se expresa en la superficie de muchos leucocitos implicados en el sistema
inmune innato , incluyendo monocitos, granulocitos, macréfagos, y células NK. Es mediador de la
inflamacidn mediante la regulaciéon de la adhesién y migracién de leucocitos y ha sido implicado
en varios procesos inmunes tales como la fagocitosis, citotoxicidad, la quimiotaxis y la activacion
celular. ITGAM esta implicado en el sistema del complemento, debido a su capacidad para unirse
al componente del complemento inactivado 3b (iC3b). El ITGAM (alfa) de la subunidad de
integrina a M B 2 estd implicado directamente en la causa de la adhesién y propagacion de las

células, pero no puede mediar en la migracion celular sin la presencia de la subunidad B2 (CD18).

Un SNP en el exdn 3 del gen ITGAM, rs1143679, produce una modificacién funcional en la
proteina, cambiando el residuo 77 2 de una arginina a histidina (R77H). Se ha observado que esta
variante genética es una de las sefiales mas altas asociadas con lupus eritematoso sistémico (LES) y
puede ser el polimorfismo causal mas probable dentro de la regiéon ITGAM en varios poblaciones
de diferente origen étnico [251, 252]. Ademas, existen evidencias que sugieren que el rs1143679

en ITGAM también estd involucrado en la patogénesis de la esclerosis sistémica [253].

Por otra parte, estudios anteriores realizados en LES han predicho que la sustitucion causada en el
R77H altera la estructura y funcion de esta integrina, y puede contribuir a la lesién endotelial y

alteracion de complejos inmunolégicos en pacientes con LES [251, 254, 255].



5.2.2.CD226

Este gen, conocido también como DNAX accesorio molécula 1 (DNAM - 1), PTA1, y TLiSA1, codifica
una glicoproteina expresada en la superficie de las células NK, las plaquetas, los monocitos y un
subconjunto de células T. Es un miembro de la superfamilia de las inmunoglobulinas (IgSF) que

contiene 2 dominios similares a la region V de las Ig.

CD226 desempefia un papel importante en la activacién de células T, la diferenciacién, la
citotoxicidad y esta involucrada en la adhesién de las plaquetas y las células megacariocitica del
endotelio vascular. Curiosamente, la actividad inflamatoria de las lesiones vasculares en el ACG
estd mediada por la respuesta inmune adaptativa, con células T CD4 +. CD226 esta implicado en la
activacion de células T virgenes la diferenciacién y la proliferacion [256, 257]. Ademas, es una
molécula de transduccién de sefales que participa en la adhesidon primaria durante lla
citotoxicidad mediada por linfocitos T citotdxicos [258]. El gen CD226 se ha asociado con multiples
enfermedades autoinmunes [259]. Una variante no sindnimo de CD226 en el exdn 7, rs763361,
predispone a la diabetes de tipo 1 [200], a la enfermedad celiaca (CD), la esclerosis multiple (EM),
la enfermedad autoinmune del tiroides, la artritis reumatoide (RA) [259], la granulomatosis de
Wegener (GW) [260] y mads recientemente ha sido asociada también con la esclerosis sistémica

(SSc )[261].

Por otra parte, un haplotipo de tres variante de CD226 que incluyen a los SNPs: rs763361,
rs34794968, y rs727088 (ATC), en el Ultimo exdn de este gen, se han visto asociados con el lupus

eritematoso sistémico (LES) [262].

5.2.3. TRAF6

TRAF6 es un receptor de TNF asociado al factor 6, que tiene un papel importante en varias vias de
sefializacion importantes para la inmunidad, y es un componente clave en la activacion de células
B. Las proteinas TRAF son adaptadores de moléculas citoplasmaticas con un papel fundamental en
la respuesta inmune. Esta proteina media la sefializaciéon de los miembros de la superfamilia de
receptores de TNF, asi como la familia Toll/IL-1. Las sefiales procedentes de los receptores, tales
como CD40, TNFSF11/RANCE e IL - 1 se ha demostrado que estdn mediadas por esta proteina. Esta
proteina también interactta con varias proteinas quinasas, incluyendo IRAK1/IRAK, SRC y PKCzeta,

que proporciona un enlace entre distintas vias de sefializacién. Esta proteina funciona como un



transductor de sefiales en la ruta de NF - kappaB que activa lkappaB quinasa (IKK) en respuesta a
citoquinas proinflamatorias. La interaccién de esta proteina con UBE2N/UBC13, y UBE2V1/UEV1A,
gue son enzimas de conjugacién de ubiquitina que catalizan la formacidon de cadenas de
poliubiquitina, y que se ha visto que son requeridas para la activacién de IKK por esta proteina.
Esta proteina también interactia con el factor de crecimiento transformante (TGF) y es necesario
para la activacién de Smad independiente de las JNK y p38 quinasas. Y tiene un dominio de tipo
RING amino terminal seguido por cuatro motivos de dedos de zinc, una regién central de la bobina
en espiral y un dominio carboxilo terminal altamente conservado, conocido como el dominio
TRAF-C. TRAF6 también estd implicado en la regulacién de otros receptores, incluyendo

interleucina 1R, interleucina 18R, y los receptores de tipo Toll (TLR).

Asi que, esta proteina es un regulador importante de procesos fisiolégicos incluyendo inmunidad
innata y adaptativa, siendo un componente clave en la activacion de las células B y el desarrollo
de las células T reguladoreas (Treg), que son cruciales en el mantenimiento de la tolerancia

inmune ya que se requiere la expresién de TRAF6 en los timocitos [263, 264].

TRAF6 ha sido asociada con LES y AR; y miembros de la via de sefializacién de TLR aguas arriba y
aguas abajo de TRAF6, tales como TNFAIP3, IRF5, IRF7, y IRAK1, se sabe que son factores de riesgo
para la esclerodermia y otra enfermedades autoinmunes [180, 265-267]. Ademas, otros estudios

han reportado una asociacidn entre este gen en el locus 11p12 y la ARy LES [265, 266].

5.2.4. CCR6

Este gen codifica un miembro de la familia de receptores de quimioquinas beta, que es una
proteina transmembrana similar a los receptores acoplados a la proteina G. El gen se expresa
preferentemente por las células dendriticas inmaduras y células T de memoria. El ligando de este

receptor es la proteina inflamatoria de macréfagos 3 alfa (MIP-3 alfa) [237].

Se ha demostrado que este receptor es importante para la maduracién de los linfocitos B y puede
regular la migracion y el reclutamiento de células dendriticas y células T durante las respuestas
inflamatoria e inmunoldgica. CCR6 codifica un miembro de la familia de receptores de
guimioquinas, un receptor importante implicado en la regulacién de varios aspectos de la

inmunidad, incluyendo la capacidad de mediar el reclutamiento de células dendriticas tanto



inmaduras como maduras y células presentadoras de antigeno (APC) a los sitios de inflamacidn
epitelial. Hay estudios que se han centrado en la participacién de CCR6 en la patogénesis de varias
enfermedades autoinmunes tales como la enfermedad de Crohn [268], la enfermedad de Graves,
la psoriasis [269], y la reumatoide artritis (RA) [196]. También se cree que CCR6 puede estar

involucrado en el reclutamiento de leucocitos y la respuesta inflamatoria [270].

También, hay datos que sugieren que la activacion inapropiada, la maduracidn y la retencién de
células dendriticas en la adventicia constituye uno de los primeros pasos en la patogenia de la ACG

y que los hechos posteriores dependen de la activacién de las células T [59, 271].

5.2.5. CSK

CSK es una quinasa intracelular que regula negativamente la activacidn de las células a través de la
fosforilacién de la tirosina quinasa de la familia SRC. Se sabe que interactia directamente con la
fosfatasa intracelular LYP y que afecta a la sefalizacion mediada por receptores de células B (BCR)
y T (TCR, receptor de células T). Los experimentos de transfeccidn en células T murinas apoyan la
hipotesis de que Lyp y Csk actuan en conjunto para inhibir la activacion mediada por TCR [272]. A
su vez, LYP estd codificada por el gen PTPN22, que se ha asociado con varias enfermedades
autoinmunes [216, 241] entre ellas la ACG [26]. El alelo de riesgo del SNP rs2476601, responsable
del cambio en un aminodcido (R620W) previene la union de CSK y LYP y, por tanto, presenta una
mayor actividad LYP convirtiéndose en un inhibidor de la activacién de las células T [211]. En otro
estudio a partir de los datos de GWAS se identificd a CSK como un nuevo factor de riesgo en la SSc
[273]. A su vez, en estudios de GWAS en LES se ha sugerido la asociacién de una regién de este gen
con otras enfermedades autoinmunes. Ademads, hay datos que muestran que el SNP rs34933034
estd asociado con una posible implicacion funcional en lupus, [274] ya que los alelo de riesgo para
este SNP muestran un aumento de la expresiéon de CSK en las células B virgenes , asi como el
aumento de LYP inhibidora de las tirosina Y508 fosforilada. Este estudio sugiere que el alelo de
riesgo, mediante el aumento de la expresién de CSK, provoca la alteracion de la sefial de BCR,

causando cambios en la activacién y maduracién de las células B.

En base a todo lo anterior y teniendo en cuenta que los polimorfismos de ITGAM (rs1143679),



CD226 (rs727088, rs34794968 y rs763361), TRAF6 (rs540386), CCR6 (rs3093024) y CSK
(rs1378942 y rs34933034) anteriormente descritos, habian sido asociados con otras enfermedades
autoinmunes con las que la ACG guarda ciertas similitudes genéticas, parecian ser buenos
candidatos para mostrar una asociacidn positiva en esta vasculitis y se decidio evaluar su papel en
la fisiopatologia de la ACG. Sin embargo, en los estudios llevados a cabo, no se ha podido
confirmar su implicacidn en la susceptibilidad a esta vasculitis sistémica ni tampoco con sus

diferentes manifestaciones clinicas.

Aunque las razones de esta discrepancia en términos de asociacién genética entre los resultados
de otras enfermedades autoinmunes y la ACG son desconocidos. Estos resultados negativos estan
en consonancia con estudios anteriores de nuestro grupo que no dieron a conocer la asociacion
entre otros polimorfismos en genes de la via inflamatoria y la ACG [96, 275, 276]. Y gracias a estos
estudios podemos concluir que los polimorfismos analizados no juegan un papel relevante en la
ACG, puesto que es poco probable que la falta de asociacién observada se deba a un error de tipo
Il, como consecuencia de un bajo poder estadistico, ya que, nuestro analisis estadistico tenia el
poder suficiente para detectar una posible sefial modesta en la predisposicion a la ACG puesto que
contamos con la mayor serie de pacientes con ACG con biopsia probada, incluidos en el estudio

genético de esta enfermedad hasta el momento.

No obstante, no podemos descartar que otras variantes genéticas que muestren un bajo
desequilibrio de ligamiento con los polimorfismos analizados, puedan desempefiar un papel en la

susceptibilidad a la ACG.

Otra posibilidad para explicar la no asociacidn de nuestros resultados podria ser que estos
polimorfismos estén involucrados sélo débilmente en la predisposicidn a la ACG y sea necesario un

poder estadistico superior al de nuestro estudio.

En conclusién, aunque se recomienda la realizacion de mas estudios en otras poblaciones con
diferentes antecedentes genéticos para excluir totalmente la influencia de estos polimorfismos en
la patogenia de la ACG, nuestros resultados sugieren que no hay evidencia de una contribucién de

estas variantes en la predisposicon genética de esta vasculitis.

Y a pesar de que los datos obtenidos para el analisis de esos polimorfismos sean negativos, poseen
un alto valor divulgativo, puesto que ayudan a descartar posibles genes que por unas razones u
otras, parecian desempenfar un papel importante en la enfermedad. Del mismo modo, en algunos

casos permiten demostrar discrepancias entre estudios, que sirven para profundizar en el temay



mejorar el entendimiento de genes ya estudiados. Por otro lado, los resultados de no asociacién,

sirven para reenfocar las directrices en los estudios genéticos de la enfermedad.

La ACG también tiene grandes similitudes con otras vasculitis que apoyan nuestra hipotesis de que
hay una genética comun compartida en la autoinmunidad y que gracias a nuestros datos podemos
confirmar que algunos de los genes analizados en este trabajo estan asociados tanto a otras
enfermedades autoinmunes como a la ACG, como nosotros esperabamos. Sin embargo, otros de
los genes analizados no muestran asociacion con la ACG a pesar de asociarse con otras patologias

relacionadas con la autoinmunidad y la inflamacion.

Por otro lado, hay otros genes que estan asociados a ACG y que también se han visto asociados a
otras vasculitis con las que la ACG también comparte una base genética comun, como son el caso
de la Arteritis de Takayasu, Enfermedad de Kawasaki, Anticuerpos citoplasmaticos antineutréfilos
asociados a vasculitis (ANCA), Enfermedad de Behget, e IgA Vasculitis (Henoch-Schonlein) de las

qgue hablaremos a continuacién.

Las vasculitis engloban un conjunto de enfermedades cuyo nexo en comun es el sustrato
patoldgico, es decir, la inflamaciéon de los vasos sanguineos y como consecuencia de dicha
inflamacidn se produce una disminucién del flujo vascular o incluso una interrupcién completa del
mismo. Las vasculitis se clasifican en funcion de la localizacion de los vasos afectados, sus
diferentes tamafos y los distintos hallazgos histoldgicos objetivados en la biopsia (en la que
predominara la lesidon necrosante o la granulomatosa), como se puede observar en la siguiente

tabla.

Tabla 8: nombres adoptados por las vasculitis en “chapel hill consensus conference on the

nomenclature systemic vasculitis” en 1994.

1. Vasculitis de grandes vasos
e Arteritis (temporal) de células gigantes
¢ Enfermedad de Takayasu

2. Vasculitis de vasos medianos



e Poliarteritis nodosa clasica
¢ Enfermedad de Kawasaki
3. Vasculitis de pequefios vasos
¢ PAN microscépica (o poliangeitis)*
e Granulomatosis de Wegener*
e Enfermedad de Schurg-Strauss*
e PUrpura de Schonlein-Henoch
¢ PUrpura crioglobulinémica

e Vasculitis cutdnea leucocitoclastica

* Vasculitis ANCA+

A pesar de los recientes avances en la identificacién de los factores de riesgo subyacentes a la
predisposicién de las vasculitis, el componente genético de estas enfermedades sigue siendo poco
conocido. En la mayoria de los estudios, el poder estadistico limitado y la falta de replicacién en
cohortes independientes han hecho dificil la identificacién de sefiales de asociacién genética
consistentes. Sin embargo, un gran numero de los loci de susceptibilidad conocidos son
compartidos entre diferentes vasculitis como se representa en la figura 12, lo que sugiere
claramente que se trata de sefiales de verdadera asociacion. Por otra parte, esto también apoya la
hipétesis de vias moleculares comunes que influyen en el desarrollo de enfermedades

autoinmunes en general y, en particular, las vasculitis.
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Arteritis de Takayasu

La arteritis de Takayasu (TA) es una vasculitis crénica inflamatoria idiopatica que afecta
principalmente a medianos y grandes vasos, fundamentalmente a la aorta y a los troncos

supraadrticos, provocando estenosis y aneurismas de los vasos sanguineos.

Sélo se realizaron unos pocos estudios de genes candidatos que exploran el posible papel de los
polimorfismos genéticos en la TA antes de la publicacién de un GWAS en japonés [277] y un
immunochip (que es una plataforma de genotipado de alta densidad disefiado a medida para el

mapeo fino de genes relacionadas con la inmunidad) realizado ennorteamericanos y turcos [278].



Por otra parte, al igual que ocurre en la ACG, se encontrd una asociacion entre el alelo MICAy TA,
incluso en ausencia de HLA- B52 [279] y recientemente , MICA y la region HLA-DQB1/HLA-DRB1
también fueron descritos como factores de riesgo de AT en el immunochip de turcos vy

estadounidenses [278].

Una de las asociaciones mas consistentes con TA fuera de la regién HLA que también se ha visto
asociada a la ACG es el locus FCGR2A/FCGR3A que fue identificado como una region de

susceptibilidad para la TA en el immunochip [278].

Ademas otra de las similitudes con la ACG es que en pacientes TA se han detectado una
produccién alterada de varias citocinas, incluyendo IL - 6, IL - 2 e IL - 12 y se ha descrito un
aumento de los niveles de IL- 6 e IL- 12 y un menor nimero de células T CD3 + productoras de IL -

2 en la fase activa de la enfermedad [280-282] .

Mientras que los polimorfismos de los genes que codifican estas citoquinas se han correlacionado

con los niveles de proteina alterada [283-289].

Enfermedad de Kawasaki

La enfermedad de Kawasaki (KD) es un sindrome de vasculitis aguda que afecta principalmente a
las arterias pequenas y medianas de los bebés y los nifos. Los datos epidemioldgicos sugieren que,
al igual que ocurre con otras enfermedades autoinmunes, hay una influencia genética para la
patogénesis de la enfermedad. En esta vasculitis también se han realizado un gran nimero de
estudios con el fin de desentrafiar dicho componente genético de KD, centrandose principalmente

en genes candidatos implicados en la respuesta inmune.

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos llevados a cabo hay controversias acerca de la participacion
de la regidén HLA en esta enfermedad. Y aunque se han evidenciado asociaciones entre KD y HLA
de clase | [290, 291], los resultados fueron inconsistentes. Por lo tanto, un alelo o haplotipo HLA

que confiera susceptibilidad a KD no ha sido identificado todavia.

En cuanto a las asociaciones no HLA que la KD comparte con la ACG, se han descrito varios genes

para desempeiiar un papel en la susceptibilidad KD que incluyen citocinas y sus receptores, tales



como IL-4, TNF, también se ha visto asociaciones en genes que codifican moléculas relacionadas
con enfermedades cardiovasculares, incluyendo VEGF y MMP9 y genes que participan en la
inmunidad innata como el caso de NLRP1 que participan en el montaje inflamasoma y que ha sido

descrito en la susceptibilidad a la ACG recientemente [292-296].

En 2011, los datos de un GWAS [297] en pacientes con KD de diferentes poblaciones de
ascendencia europea (Alemania, Australia, Reino Unido, Paises Bajos y Estados Unidos)
confirmaron que un polimorfismo funcional de FCGR2A (H131R, rs1801274) también es un factor

de riesgo para KD al igual que se habia demostrado en el caso de la ACG.

Anticuerpos citoplasmaticos antineutréfilos asociados a vasculitis, ANCA (AAV)

Estas enfermedades se conocen colectivamente como vasculitis asociada a ANCA (AAV) y en ellas
se incluyen a tres de las vasculitis de pequefios vasos; la granulomatosis de Wegener (GW),
poliangeitis microscoépica (PAM) y el sindrome de Churg- Strauss (SCS). Estan caracterizadas por
lesiones con pocos o ningln depdsito de complejos inmunes y anticuerpos citoplasmaticos
antineutroéfilos (ANCA). Muchas de las caracteristicas clinicas son comunes a todos los tipos de
AAV, incluyendo sintomas inflamatorios inespecificos como malestar general, fiebre, anemia y

pérdida de peso, aunque también hay diferencias fenotipicas entre los tipos de AAV.

Estudios llevados a cabo en esta ponen de manifiesto que estas vasculitis también comparten con
la ACG algunas variantes que confieren riesgo tanto a AAV como a la ACG. Este es el caso de la
variante funcional del gen PTPN22 (R620W) [298, 299] que en el caso de la ACG ha sido la
asociacién mas robusta y reproducible fuera de la regidn HLA hasta la fecha y que también se ha
visto especificamente implicado primero en la susceptibilidad para desarrollar WG [299],
confirmandose esta asociacion adicionalmente en una cohorte mas amplia en la que se incluyeron
pacientes tanto GW como PAM [298]. Sin embargo, en otro estudio publicado [243] no se

encontrd evidencias de la asociacion entre este SNP y SCS.



Hay otros genes del sistema inmune que han mostrado evidencias de asociacion menos
consistentes con AAV pero que también confirman la similitud de AAV con ACG. Estos incluyen ,

IL10 y FCGR2A [300].

Enfermedad de Behget

La enfermedad o sindrome de Behcet (EB), aunque en muchas ocasiones se manifiesta como una
vasculitis, es considerada por muchos autores como una enfermedad inflamatoria sistémica, en
este caso seria la Unica capaz de afectar a vasos de todos los tamafios (pequefios, medianos y
grandes), tanto arteriales como venosos. Su origen es desconocido y, como en otras
enfermedades autoinmunes o inflamatorias, se recurre a la explicaciéon de la actividad inmune
aberrante desencadenada por la exposicidén a un agente externo, quizas infeccioso, en personas
con una predisposicién genética poligénica. La EB se caracteriza por episodios recurrentes de aftas
orales, genitales y lesiones cutdneas y oculares especificas. Ademas puede afectar a otros sistemas

como el vascular, el tracto gastrointestinal o el sistema nervioso [301].

La predisposicién genética a la EB se considera poligénica y se ha asociado fundamentalmente con
genes relacionados con el complejo HLA, pero que cada vez hay mas evidencia de la participacion
de otros genes. En la EB se ha descrito una triple repeticion del polimorfismo del microsatélite

(GTC)n dentro del gen MICA [302].

Como enfermedad compleja que es, los polimorfismos genéticos no-HLA pueden también
contribuir a la susceptibilidad en la EB. Una de las asociaciones mds importantes con BD descritos
hasta la fecha es /IL10 que primero se sugirio como un factor genético para BD en estudios de
genes candidatos [303, 304], y posteriormente fue confirmado por datos de GWAS en poblaciones
de turcos y japoneses [305, 306], mientras que en coreanos no ha podido ser confirmado dicho

hallazgo [307].

Esta asociacién genética no sélo es compartida con ACG y AAV, sino también con otras
enfermedades autoinmunes, como la colitis ulcerosa, la diabetes tipo 1 o LES [308]. Otra regién

gendmica asociada con BD a nivel GWAS es IL23R/IL12RB2 [76, 306, 309]



A través de estudios de genes candidatos se han identificado un gran nimero de asociaciones
genéticas adicionales con BD, y que también se asocian con ACG como por ejemplo; TNF, IFNG,
IL2, IL4, IL6, IL18, y MCP1 entre otras [133, 304, 310-316]. También se han detectado asociaciones
con genes implicados en la funcidon endotelial, incluyendo VEGF, ICAM1, MMP9, NOS3 [317-321]y
genes que codifican receptores de la inmunidad innata como TLR4, FCGR2A y FCGR3A [322, 323].

Todos estos ejemplos confirman las similitudes existentes entre esta vasculitis y la ACG.

Henoch —=Schoénlein

El Sindrome de Schonlein-Henoch o purpura (HSP) corresponde al grupo de las vasculitis
leucocitoclasticas, y se caracteriza por la inflamacién de vasos de pequefio calibre y presenta
frecuentes manifestaciones cutaneas. Similar a las otras vasculitis, la comprensiéon de la base
genética de HSP sigue siendo dificil de alcanzar, y nuevas investigaciones siguen siendo necesarias
para desentranar la base genética y los mecanismos patogénicos que conducen a esta vasculitis. El
conocimiento actual del componente genético de HSP se basa exclusivamente en los estudios de
genes candidatos (incluidos los genes que participan principalmente en las respuestas inmune e
inflamatoria, la funcién endotelial, el sistema del complemento, la coagulacién, el sistema
fibrinolitico y el sistema antioxidante), y al igual que ocurre con la ACG no hay datos de GWAS

publicados hasta la fecha [324].

Por otro lado, un polimorfismo de repeticion CCTTT dentro NOS2A, implicada en el metabolismo
del dxido nitrico, se asocié con la predisposicidon a HSP y la presencia de nefritis en una cohorte del
noroeste de Espafia [325]. De manera similar, polimorfismos genéticos del gen VEGF también han

sido identificados en el desarrollo de la nefritis en pacientes con HSP [326, 327].

Siendo otros claros ejemplos de genes que han sido asociados tanto en ACG como en otras
vasculitis, que como hemos puesto de manifiesto en este apartado guardan grandes similitudes

corroborando la teoria de un componente genético compartido.


http://es.wikipedia.org/wiki/Vasculitis
http://es.wikipedia.org/wiki/Inflamaci%C3%B3n

5.3. Perspectivas

Estudios como el presente, encaminados a obtener un mejor conocimiento de las bases
moleculares que subyacen en la susceptibilidad de la arteritis de células gigantes, y de las
enfermedades autoinmunes en general, son de gran relevancia, puesto que ayudan a esclarecer la
base genética de esta patologia con la identificacion de loci especificos y de nuevas variantes de
susceptibilidad compartidas con otras enfermedades autoinmunes. Gracias a estos estudios, en los
ultimos anos se han hecho avances importantes en la patogenia de la ACG, no obstante, aun
gueda mucho camino por recorrer en este tema, puesto que buena parte de los genes que estdn

implicados en el riesgo 6 proteccidn a la enfermedad, estan por descubrir.

La elucidacién de los factores genéticos de riesgo de la ACG, hasta el momento, se ha basado en
estudios de asociacién de genes candidatos. Esto, conlleva algunos inconvenientes como son: la
falta de poder estadistico, la falta de replicacion de resultados, la dificultad para encontrar
variantes raras, la presencia de falsos positivos y la heterogeneidad genética y clinica. Para
asegurar la fidelidad y contundencia de los conocimientos alcanzados, es necesario salvar estos
problemas y para ello hay que seleccionar un tamafio muestral adecuado de tal manera que se
garantice el suficiente poder estadistico para detectar asociaciones de riesgo modesto, asi como
garantizar la homogeneidad de la poblacién, para lo cual, es imprescindible que el grupo de

controles sea lo mas parecido posible al de pacientes en edad, sexo y origen étnico [328].

En este sentido, también es necesaria la colaboracidon entre diversos grupos de investigacion
tanto basica como clinica a nivel nacional e internacional, para de esta forma, tener acceso a
poblaciones de distinto fondo genético que permitan replicar y poder confirmar los resultados en
otras poblaciones. Asi pues, la replicacidn de asociaciones que han sido descritas con anterioridad,
son de gran interés, ya que, la validacién de estos resultados en poblaciones independientes es el
primer paso para demostrar que se trata de una verdadera asociacién. Por otro lado, como ya se
ha mencionado, el desequilibrio de ligamiento puede variar entre diferentes poblaciones, de

manera que la replicacidn de una asociacién previa puede indicar que se trata del SNP causal.



Gracias a los avances tecnoldgicos que permiten analizar de forma rapida y efectiva miles de SNPs
y a los avances informaticos que han permitido el andlisis del gran volumen de datos generado en
estudios de GWAS esta siendo posible la identificacién de la influencia genética de muchas
enfermedades genéticamente complejas, como es el caso de la ACG. Estos estudios se basan en la
deteccidn y andlisis de marcadores genéticos relacionados con la enfermedad a lo largo de todo el
genoma en poblaciones independientes con nimero muy amplio de participantes. Aunque se han
realizado GWASs en diversas enfermedades autoinmunes, actualmente no existen estudios
similares en ACG, asi que el uso de la plataforma de genotipado de alto rendimiento en esta
vasculitis creemos que también proporcionaria una oportunidad para para identificar mas
marcadores genéticos implicados en su susceptibilidad y/o fenotipo, desentrafiando asi su
componente genético. No obstante, el inconveniente de estos estudios, es la aparicién de
resultados falsos positivos (error de tipo I), que hacen necesaria la replicacion en estudios
independientes. Asi mismo, otra deficiencia en este tipo de estudios, es la falta de deteccién de

variantes raras.

El siguiente paso seran estudios de interaccién génica y de funcionalidad que permitiran entender
mejor el riesgo genético de esta vasculitis. Con el conjunto de datos obtenidos a partir de todas
estas aproximaciones se espera que en un futuro préximo se pueda mejorar el entendimiento de
las rutas de seializacién y metabdlicas, lo cual seria de gran ayuda para el conocimiento de las
bases moleculares que subyacen a la enfermedad y por tanto, el establecimiento de nuevas
estrategias de diagndstico asi como la identificacién de dianas terapedticas, favoreciendo asi el
desarrollo de la investigacién traslacional y persiguiendo el avance en la calidad de vida de los

ciudadanos.



6. CONCLUSIONES

Los avances llevados a cabo mediante la realizaciéon del presente trabajo permiten extraer las

siguientes conclusiones:

1. El gen ITGAM, asociado previamente a diversas enfermedades autoinmunes, no parece influir

en la susceptibilidad a padecer ACG.

2. Polimorfismos localizados en el gen CD226 no parecen influir en la susceptibilidad a padecer

EM en general, ni en ninguno de los aspectos analizados de esta enfermedad.

3. No detectamos asociacion de la variante genética analizada donde se localiza el gen TRAF6, con
la susceptibilidad a padecer ACG ni con ninguno de los aspectos analizados de la enfermedad en Ia

poblacién espafiola.

4. No observamos asociacion del polimorfismo analizado en el gen CCR6 con ACG, ni influencia del

mismo en ningun aspecto de la enfermedad.

5. La variante localizada en el gen NLRP1 aumenta la susceptibilidad a padecer ACG tanto en la
poblacién espafola como en el meta-analisis combinado incluyendo la cohorte italiana, mostrando
el mismo efecto al descrito en otras enfermedades de cardcter autoinmune. El efecto observado
de dicha variante genética con la enfermedad global también se observé en el caso de los
pacientes que presentan manifestaciones visuales isquémicas, cuando los casos fueron meta-
analizados frente a los controles de acuerdo a las caracteristicas clinicas especificas de la ACG. Sin

embargo, no se observd asociacidn con las otras caracteristicas clinicas.



6. El trabajo representa el primer estudio del gen CSK en la ACG vy, a pesar de haberse
considerado como un marcador comun de autoinmunidad, nuestros resultados no reflejaron gran

relevancia en la genética de la vasculitis de células gigantes.

7. Detectamos en la poblacién espanola por primera vez la influencia en la predisposicion genética
a padecer ACG del gen PTPN22 que parece ser un marcador comun en la autoinmunidad y
posteriormente ésta asociacién fue confirmada con una réplica de tres cohortes independientes
de ascendencia caucasica, mostrando una consistente asociacién entre dicho polimorfismo y la
ACG. Tomando esto en consideracidn, nuestros resultados apoyan la teoria de un fondo genético

compartido entre las diferentes enfermedades autoinmunes.
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