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1. RESUMEN



La enfermedad inflamatoria intestinal (EII), es una patologia que engloba otras
dos enfermedades principales, la enfermedad de Crohn (EC) y la colitis ulcerosa (CU).
En la actualidad se enmarca dentro de las denominadas enfermedades genéticas
comunes complejas. La complejidad viene determinada por la intrincada relacién entre
factores ambientales y genéticos que desembocan en una inapropiada respuesta del
sistema inmunolégico, responsable del dafio ocasionado en los tejidos y organos
afectados.

Por el momento los factores ambientales implicados son poco conocidos, salvo
el tabaco que tiene efectos contrapuestos, siendo beneficioso en la colitis ulcerosa y
perjudicial en la enfermedad de Crohn. El resto, tales como dieta, polucién, estrés,
entre otros aun no estan bien determinados.

Con respecto a los factores microbianos, no se ha podido encontrar un agente
causal responsable de la enfermedad a pesar de los numerosos candidatos
propuestos, Micobacterium avium Paratuberculosis (MAP), Paramixovirus, Escherichia
coli, etc...

Por ultimo los factores genéticos han sido la fuente de conocimiento que mas luz
ha aportado en los ultimos afios a la patogenia de la enfermedad, abriendo incluso el
camino hacia nuevas vias fisiopatolégicas hasta el momento no relacionadas con la
enfermedad inflamatoria intestinal, como es el caso del reciente descubrimiento de la
importancia de la autofagia.

La historia de la genética moderna en la enfermedad inflamatoria intestinal
comienza en el afio 2001 cuando se descubrié la implicacién del gen nucleotide-
binding oligomerization domain containing 2 (NOD2/CARDI5) en la enfermedad de
Crohn, hecho que supuso la primera evidencia contrastada de cémo una serie de

variantes genéticas estaban asociadas a la enfermedad. En este momento ya se han
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descrito los mecanismos moleculares subyacentes a la asociacion de NOD2/CARDI15
con la enfermedad de Crohn. NOD2/CARD1S5 es un receptor de patdégenos intracelular
relacionado con la destruccién de bacterias de la luz intestinal por parte de los
monocitos. Las tres variantes localizadas en el gen NOD2/CARDI15 impiden que se
realice una respuesta inmunolégica apropiada que termina por destruir los tejidos
propios.

Los polimorfismos del gen NOD2/CARDI5 no son suficientes para explicar el
componente genético de la enfermedad de Crohn. Hasta el momento se han localizado
9 regiones cromosdémicas candidatas y dentro de ellas se han localizado algunos
polimorfismos de genes también implicados en la enfermedad de Crohn, aunque
nuevamente contribuyen de forma modesta al desarrollo de la enfermedad y se sigue
sin explicar el riesgo genético que posee un individuo a padecer la enfermedad
inflamatoria intestinal. Ni tan siquiera se ha podido determinar el modo de herencia de
la enfermedad. Por lo tanto se hace necesaria una mayor profundizacién en la
arquitectura genética de esta patologia que ayude a elucidar los mecanismos
moleculares de la enfermedad inflamatoria intestinal que contribuyan a la mejora en el
diagnéstico y sean candidatos para nuevas dianas terapéuticas.

Bajo estas premisas, el objetivo de este trabajo ha sido contribuir a la busqueda
de nuevos marcadores genéticos asociados a la susceptibilidad/proteccién de la
enfermedad inflamatoria intestinal. Para realizar dicho objetivo se ha seguido una
estrategia basada en la realizaciéon estudios de asociacién caso control de genes
candidatos seleccionados segun su implicacién funcional en la fisiopatologia de la
enfermedad inflamatoria intestinal.

Dentro de la gran panoplia de moléculas relacionadas con la inflamacién se
seleccionaron los genes NFKBI(factor de transcripcién nuclear kappa Bl) por ser uno

de los principales factores de transcripcién que regulan genes proinflamatorios y
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FOXP3 (forkhead box P3) clave para el desarrollo y actividad funcional de linfocitos T
reguladores. El1 gen PTPN22 (protein tyrosine phosphatase N22) es una fosfatasa
especifica de linfocitos implicada en la sefializacién a través del receptor de las células
T (TCR) y asociada a numerosas patologias autoinmunes. Los genes NOS2A y NOS3 que
codifican para las éxido nitrico sintasas inducible y endotelial respectivamente fueron
seleccionadas por el papel que juega el 6xido nitrico (ON) en la patologia, ya que
contribuye al estrés oxidativo y por los elevados niveles de ON observados en los
pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal. E1 gen del factor inhibidor de la
migracién de macréfagos (MIF) se seleccion6é debido a su capacidad pleiotrépica, al
ser una citoquina proinflamatoria con actividad neuroinmunomoduladora y a su
implicaciébn en modelos animales de enfermedad inflamatoria intestinal. Para el
estudio de la via de la IL-23 se seleccioné el gen IL23R recientemente identificado
como un gen asociado a la enfermedad inflamatoria intestinal en otras poblaciones,
poniendo asi de manifiesto la importancia de las células proinflamatorias Thl7. Por
ultimo se seleccioné el gen de la miosina 9b (MYOYB) relacionado con la integridad de
la barrera epitelial, siendo este el primer mecanismo de defensa del organismo frente
a patégenos y asociado previamente a la enfermedad celiaca, otra enfermedad en la
que la integridad de la barrera esta también alterada.

Para realizar los andlisis se ha recopilado una larga cohorte de pacientes de
enfermedad inflamatoria intestinal provenientes del Hospital Virgen de las Nieves de
Granada y eventualmente una segunda y tercera cohorte del Hospital Puerta del Mar
(Cadiz) y Hospital Clinico San Carlos (Madrid). Los individuos control fueron obtenidos
de los bancos de sangre de las ciudades indicadas. Tras la extraccion de ADN de las
muestras se disefiaron diferentes estrategias de tipaje para los polimorfismos
estudiados, desde PCR-RFLP hasta PCR a tiempo real. Tras el recuento de los tipajes en

pacientes y controles se procedid al andlisis estadistico de los mismos, principalmente
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mediante la prueba %? de Pearson. Para evaluar el riesgo genético se utilizé la razén de
productos cruzados odds ratio (OR). En los casos en los que fue necesario construir
haplotipos, éstos fueron realizados mediante los Softwares Unphased y Haploview.

Nuestros resultados implican que el gen MIF estd relacionado con la
susceptibilidad genética a la enfermedad inflamatoria intestinal, tanto para la
enfermedad de Crohn como para la colitis ulcerosa. El alelo MIF -173*C confiere
riesgo genético a padecer la enfermedad, incrementandose si el alelo se presenta en
homocigosis. También se observé que hasta siete de las ocho variantes del gen IL23R
confieren proteccidén genética a la enfermedad inflamatoria intestinal de forma
independiente. Esto indica la importancia de los distintos mecanismos de regulacién y
expresién de este receptor. El polimorfismo mas fuertemente asociado es el rs1478026
que provoca un cambio de aminoacido arginina por glutamico pudiendo afectar a la
conformacién y funcién de la proteina de forma aguda. Por ultimo los polimorfismos de
la MYOYB resultaron asociados de forma exclusiva a la colitis ulcerosa apoyando asi la
hipoétesis de que ambas enfermedades comparten un origen genético comun pero que
existen otros genes que las diferencian.

El resto de variantes genéticas analizadas reveld que los genes candidatos
NOS2A, NOS3, NFKB1, PTPN22 y FOXP3 no parecen desempefiar un papel relevante en la
predisposicién genética a la enfermedad inflamatoria intestinal.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo, junto con los datos aportados por el
resto de la comunidad cientifica, contribuyen al avance del conocimiento de los
factores genéticos que hay tras el desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal,
aunque queda mucho camino por recorrer para poder conocer con exactitud cuantos
genes y en que proporcién estan implicados en la patologia.

El futuro de la genética aplicada a las enfermedades comunes pasa por los

esfuerzos en la recoleccién de un mayor numero de muestras, para asi aumentar el
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poder estadistico de los estudios y por ende la fiabilidad de los resultados. De esta
forma se pueden identificar variantes cuyas frecuencias alélicas estén por debajo del
5%, hecho hasta ahora dificil de observar en los estudios presentes. Junto con el
aumento del tamafio muestral el desarrollo de plataformas de genotipado a gran
escala, que permiten el rastreo simultdneo de un gran numero de marcadores de todo
el genoma, abren nuevos caminos para la identificacién de los factores genéticos
responsables de las enfermedades autoinmunes complejas como la enfermedad
inflamatoria intestinal. Esta nueva aproximacién utilizando rastreos mediante SNPs del
genoma total (GWAs), ya estd dando sus primeros frutos, recientemente se han
determinado nuevos genes (IL23R y ATGI6LI) implicados de forma sdlida el la

enfermedad inflamatoria intestinal.



2. INTRODUCCION



2.1 Enfermedad inflamatoria intestinal: Definicidon y clasificaciones.
Definicion.

El término Enfermedad Inflamatoria Intestinal (EII) hace referencia a aquellos
procesos inflamatorios crénicos e idiopaticos que afectan al tracto gastrointestinal,
cuyas dos formas principales son la Colitis Ulcerosa (CU) y la Enfermedad de Crohn
(EC). Cuando la afectacién es exclusivamente coldénica no es posible distinguir entre
colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn, en esta situacidén se aplica el término de

Colitis Indeterminada (CI) [1].

1. Colitis Ulcerosa (CU): La colitis ulcerosa se puede definir como un proceso
inflamatorio ulcerativo agudo, subagudo o crénico de la mucosa recto-colénica que se

extiende de manera proximal y continua desde recto hasta ciego, en diferente grado.

2. La enfermedad de Crohn (EC): se puede definir como un proceso inflamatorio
crénico que puede afectar a cualquier regién del tubo digestivo, desde la boca hasta el
ano. La lesion inflamatoria es caracteristicamente transmural, asimétrica y discontinua.
La enfermedad se caracteriza por un curso clinico prolongado y variable, por la
diversidad de las manifestaciones clinicas, por las complicaciones perianales y

sistémicas[2].

3. Colitis indeterminada (CI): El término colitis indeterminada es acufiado
cuando se muestra solapamiento entre los signos caracteristicos de la colitis ulcerosa y
de la enfermedad de Crohn y en los cuales no es posible realizar un diagndstico
histolégico diferencial. La mayoria de los casos diagnosticados de colitis

indeterminada son temporales resultando finalmente en colitis ulcerosa [3].



Clasificaciones de la enfermedad inflamatoria intestinal
Enfermedad de Crohn

La primera clasificacién que se propuso para la enfermedad de Crohn estaba
basada unicamente en la localizacién de las lesiones [4]. Actualmente se acepta para la
clasificacion de la enfermedad de Crohn la denominada clasificacién de Viena[5],
donde las definiciones se confinan segun la edad de diagnéstico (A), la localizacién (L)
y el comportamiento (B) de la enfermedad.

Asi, los pacientes se denominan Al si han sido diagnosticados antes de los 40
afios y A2 si lo han sido después de los 40. En cuanto a la localizacién, se denominan L1
aquellos afectados en el ileo terminal, L2 a la afectacién coldnica, L3 a la ileocoldnica y
L4 a aquellos con afectacién en el tramo alto del tubo digestivo, independientemente
de que estén presentes en otras localizaciones. Segun el comportamiento se denomina
Bl a la enfermedad inflamatoria no penetrante, B2 a la de caracter estenosante y B3 al
fenotipo penetrante. En cuanto a la evolucion se ha visto que el comportamiento de la
enfermedad de Crohn es dindamico y cambia durante el transcurso de la enfermedad.
También se clasifica al paciente por la presencia de la enfermedad perianal segun
haya o no abscesos, ulceras o fistulas perianales.

Recientemente se ha revisado esta clasificacidn proponiéndose modificaciones
de la misma, en la denominada “clasificacién revisada de Montreal”’[6]. Las diferencias
substanciales con la clasificacién de Viena estan en el grupo Al, donde se ha separado
a los pacientes con inicio antes de los 16 afios, se ha afiadido el modificador de tracto
digestivo superior (L4) a las demas localizaciones y no se ha incluido la forma perianal
en las penetrantes, sino que se ha considerado un modificador aplicable a cualquiera
de los subtipos. Se emplea el término fistulizante, aunque el original es penetrante. El
patréon de comportamiento inflamatorio se considera transitorio, porque evoluciona

frecuentemente a los patrones B2 o B3 o mixtos. La enfermedad perianal debe
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clasificarse independiente de B3 y la L4 es una variacién en la manifestacién del
fenotipo, que se afiadiria sobre L1, L2 o L3.

TABLA 1. Clasificacién de Montreal para la Enfermedad de Crohn.

EDAD AL DIAGNOSTICO
(&)
Al 16 afios o menos
A2 17-40 afios
A3 mayor 40 afios
LOCALIZACION (L)
Ll fleon terminal L1+L4 (ileon terminal + tracto
digestivo alto)
L2 Colon L2+L4 (Colon + tracto digestivo
alto)
L3 Ileocolénica L3+L4 (ileocolénica + tracto
digestivo alto)
L4 Tracto digestivo alto
PATRON CLINICO (B)
Bl No-estenosante, no fistulizante. Blp (inflamatorio con afectacion
Inflamatorio perianal asociada)
B2 Estenosante B2p (estenosante con afectacién
perianal asociada)
B3 Fistulizante B3p (fistulizante con afectacion

perianal asociada)
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Colitis Ulcerosa

En la colitis ulcerosa no se habia elaborado hasta ahora una clasificacién
unificada. Esta enfermedad se clasifica habitualmente segun su extension. Actualmente
se aceptan tres grupos, que determinan el empleo de diferentes estrategias
terapéuticas y que presentan diferentes tasas de riesgo de cancer colorectal [6]. La
clasificacion de Montreal propone una divisién de los pacientes segun extension y

gravedad.

TABLA 2. Clasificacién de Montreal para la Colitis Ulcerosa

Extension (E)
E1) Proctitis ulcerosa: afeccién limitada al recto (el limite superior de la inflamacién no

supera la unién rectosigmoidea)

E2) Colitis izquierda (o colitis distal): afeccién limitada al colon izquierdo (el limite

superior de la inflamacién no supera el angulo esplénico)

E3) Colitis extensa (pancolitis): afeccién que se extiende mas alla del &ngulo esplénico.

Gravedad (S)

S0) Colitis en remisién (Colitis silente): no hay sintomas de la enfermedad.

S1) Colitis leve: cuatro o menos deposiciones al dia con sangre, sin fiebre, leucocitosis,

taquicardia, anemia ni aumento de 1la VSG
52) Colitis moderada: criterios intermedios entre leve y grave, siempre con signos de

afeccién sistémica leves
$3) Colitis grave: seis o mas deposiciones diarias con sangre, fiebre, leucocitosis,

taquicardia, anemia y aumento de la VSG, a menudo con signos de afeccién (“toxicidad”)

sistémica grave.
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2.2 Epidemiologia de la enfermedad inflamatoria intestinal

La incidencia y prevalencia de la enfermedad inflamatoria intestinal varian
considerablemente dependiendo de la localizacién geografica. Los datos aportados
por varios estudios realizados en la poblacién europea, presentan unos rangos de
prevalencia de entre 8.3 y 214 casos por 100.000 habitantes para la enfermedad de
Crohn y de 21.4 a 243 casos para la colitis ulcerosa [7], siendo estos rangos similares a
los mostrados en Norteamérica [8].

Las tasas de incidencia de la enfermedad inflamatoria intestinal han sufrido un
notable incremento en los paises desarrollados, estabilizAndose desde los aiios 80,
entre 10-15 casos/105/afio, de lo que se deriva la alta incidencia en los paises del norte
de Europa en relacién a los paises meridionales. Esta diferencia se ha denominado
gradiente Norte-Sur. En aquellas zonas del Sur de Europa donde se han realizado
estudios epidemioldgicos recientes, estas diferencias son cada vez mas discretas,
pudiendo presuponer que en un futuro proéoximo las tasas de todos los paises
desarrollados sean similares.

Con respecto a los movimientos migratorios, la enfermedad aparece con mayor
frecuencia en habitantes de zonas de baja incidencia cuando migran a zonas de alta
incidencia [9].

Los estudios realizados en Espafia encuentran una incidencia cercana a 7 casos
cada 100.000 habitantes, de los cuales casi el 60% son colitis y el 40% enfermedad de
Crohn. La prevalencia referida a 1997 para la enfermedad inflamatoria intestinal es de
205,21, siendo de 109,96 para la colitis ulcerosa, 87,45 para la enfermedad de Crohn y
7,79 para la colitis indeterminada [10].

Con respecto a la edad de debut de la enfermedad inflamatoria intestinal se
puede hablar de una distribucién bimodal, con un maximo absoluto de frecuencia

entre los 15 y los 30 afios y un maximo relativo después de los 60 afios [11]. 12



La mayoria de los estudios muestran un ligero predomino femenino en la
enfermedad de Crohn, generalmente en el rango de un 50-60%. En contraposicién, la
colitis ulcerosa es discretamente mas frecuente en el sexo masculino.[8, 12].

Otro aspecto que ha sido ampliamente estudiado es la relevancia del origen
étnico en la enfermedad inflamatoria intestinal. La importancia del origen étnico en el
riego a padecer enfermedad inflamatoria intestinal radica en que es mas prevalente en
judios que en cualquier otro grupo étnico, dandose ademas en la enfermedad de
Crohn un fendmeno de anticipacién genética (anticipacién en la edad de inicio de la
enfermedad en generaciones sucesivas). Este hecho ha sido descrito en los Judios
Ashkenazi de Norte América, no aplicable al resto de poblaciones estudiadas [13, 14].
La colitis ulcerosa es de tres a cinco veces mas prevalente en la poblacién judia,
existiendo diferencias entre los judios residentes en Israel y los de otras regiones [15,
16]. Los estudios realizados encontraron que el riesgo de enfermedad inflamatoria
intestinal en poblacién judia inmigrante estaba aumentado 3-4 veces en relacién con la
poblaciéon nativa [13, 14, 17]. Estos datos que se han mantenido a lo largo del tiempo
ponen de manifiesto la importancia de las diferencias étnicas, por lo tanto una
evidencia a favor del componente genético de esta enfermedad.

Sin embargo, el cambio en las tasas de prevalencia tras las migraciones y las
elevadas incidencias mostradas en los paises desarrollados, sugieren que los habitos
de vida y los factores ambientales inciden de manera incipiente tanto en la incidencia

como en la prevalencia de la enfermedad inflamatoria intestinal [15, 16, 18].
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2.3 Caracteristicas clinicas de la enfermedad inflamatoria intestinal.
2.3.1 Colitis ulcerosa.

La colitis ulcerosa se caracteriza presentar alteraciones histolégicas confinadas
predominantemente a nivel de la mucosa. Sin embargo existen diferencias histolégicas
en los cuadros de colitis ulcerosa activa y pasiva. En la colitis ulcerosa activa, la mucosa
muestra un infiltrado difuso de linfocitos y células plasmaticas junto con capilares
congestivos. Los neutréfilos polimorfonucleares estan también presentes en el epitelio
y luz de las criptas, dando lugar a criptitis y abscesos cripticos, rotura de la mucosa que
posteriormente se ulcera. Las criptas que no se rompen muestran una deplecién de
células caliciformes, distorsion y ramificacién. La infiltracién por eosinéfilos puede ser
marcada en algunos casos. Cuando la enfermedad esta inactiva la infiltracién por
células inflamatorias disminuye, se resuelven los abscesos cripticos y se recupera la
poblacion de células caliciformes. Sin embargo, la arquitectura de las criptas
permanece distorsionada[2].

2.3.2 Enfermedad de Crohn

El hallazgo mas caracteristico, pero no patognoménico de la enfermedad de
Crohn es la presencia de granulomas que estan presentes entre el 50-70% de los
casos. El segundo hallazgo microscépico en importancia en la enfermedad de Crohn es
la presencia de fistulas, éstas son profundas grietas que se extienden desde una
superficie ulcerada hasta la submucosa y a menudo llegan hasta la muscular e incluso
a la serosa.

El infiltrado inflamatorio en la enfermedad de Crohn es tipicamente transmural.
La submucosa estd engrosada y fibrética, observandose a este nivel agregados de
linfocitos diseminados que también se extienden a la capa muscular y superficie
serosa. Ademas de estos hallazgos caracteristicos existe un infiltrado inflamatorio

créonico inespecifico. Las criptas no se encuentran distorsionadas y aunque hay
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deplecién de células caliciformes en su epitelio, esta no es tan marcada como en la
colitis ulcerosa [2].

2.3.3 Manifestaciones digestivas:

Diarrea:

Sin duda, la diarrea es la manifestacion clinica mas frecuente de la enfermedad
inflamatoria intestinal. La presencia de productos patoldégicos en las heces,
especialmente de sangre, es un dato valioso para diferenciar la colitis ulcerosa de la
enfermedad de Crohn.

Dolor abdominal:

Como la diarrea, el dolor abdominal es un sintoma frecuente y relativamente
inespecifico de los pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. Su frecuencia es
mucho mayor en la enfermedad de Crohn que en la colitis ulcerosa. De hecho, la
enfermedad de Crohn en su forma clasica de ileitis aguda cursa con un cuadro de
dolor abdominal en la fosa iliaca derecha indistinguible de la apendicitis aguda. En
pacientes con colitis activa el dolor abdominal también estd presente. Suele ser mas
sordo y se localiza generalmente en hipogastrio o en cualquiera de las fosas iliacas.
Fiebre

La fiebre es generalmente una manifestacion secundaria al proceso inflamatorio
y suele ser de bajo grado. La presencia de picos febriles altos, traduce en la mayoria
de los casos en una complicacién séptica o una perforacién.

Perdida de peso

Es mas frecuente en los pacientes de Crohn y por lo comun es del 10 al 20% del

peso. Es secundaria a la anorexia, la diarrea y la sitofobia.
Enfermedad perianal: fistulas
La patologia anorrectal es bastante comun en la enfermedad de Crohn. La

incidencia varia enormemente y segun las series publicadas oscila entre en 20 y 80 %
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[19]. Las lesiones mas comunes son fistulas anales, ulceras, abscesos y la estenosis del
canal anal.

La evolucion de la enfermedad va a estar determinada por la presencia de estos
trayectos fistulosos producidos como consecuencia de la profundizaciéon de la
inflamacién transmural, llegando a formar trayectos enterentéricos, entrovesicales y
enterocutaneos.

2.3.4 Manifestaciones extradigestivas.

Ademas de la sintomatologia intestinal, la enfermedad inflamatoria intestinal
suele presentarse con manifestaciones extraintestinales en diversos 6rganos. Se ha
observado que estan presentes hasta en un 25-35% de los pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal. Son ligeramente mas frecuentes en pacientes con enfermedad
de Crohn. La siguiente tabla resume las principales manifestaciones extradigestivas
asociadas a la enfermedad inflamatoria intestinal.

TABLA 3. Manifestaciones extradigestivas en la enfermedad inflamatoria intestinal

Localizacion Enfermedad
ARTRITIS PERIFERICA

OSTEOMUSCULARES SACROILEITIS
ESPONDILITIS ANQUILOSANTE
ERITEMA NUDOSO

PIEL PIODERMA GANGRENOSO
LESIONES ORALES
CEP

HEPATOBILIAR GRANULOMATOSIS
COLELITIASIS
ESTEATOSIS

OJo IRITIS / UVEITIS
EPIESCLERITIS

ENF. TROMBOEMBOLICA

AMILOIDOSIS
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2.4 Etiologia y Fisiopatologia de la Enfermedad inflamatoria intestinal

2.4.1 Etiologia

Existen diferentes teorias sobre el origen de la enfermedad inflamatoria
intestinal [20]. Inicialmente se asumié que se trataba de una patologia infecciosa. La
similitud de los primeros casos descritos con la infeccién intestinal por Mycobacterium
avium paratuberculosis (MAP), llevo a sugerirlo como agente causal. Desde ese
momento se han propuesto otros microorganismos: Diplostreptococcus, Bacterioides,
Pseudomonas maltophila, Helycobacter, Shigella, Chlamidia, Listeria, pero ninguno de
ellos ha llegado a cumplir los postulados de Koch. También se han propuesto
elementos viricos, como coxackievirus A y B, Reovirus, Polivirus, Norwall, Influezavirus
B, Herpesvirus y Paramixovirus [21]. De todos los candidatos propuestos hasta la fecha
s6lo hay evidencias convincentes a favor de Micobacterium avium paratuberculosis, el
cual se ha encontrado que el 70% de los pacientes portadores de mutaciones en
NOD2/CARD15 presentan evidencias de infeccién por MAP [22, 23].

En la década de los 50, se planted la teoria psicosomatica, llegandose a describir
un patrén de personalidad infantil y dependiente que predispondria al desarrollo de la
enfermedad [24].

Posteriormente se han planteado hipdtesis relacionadas con la dieta [25], en
especial con alergias alimentarias [26-28]. Bajo estos planteamientos subyace una
inmunodeficiencia causada por alteraciones en la funcién de los neutréfilos [21].
Gracias al estudio de los procesos inmunolégicos involucrados en la patogénesis de la
enfermedad inflamatoria intestinal, concretamente en las alteraciones que afectan a la
inmunidad celular, se ha establecido que la pérdida de la tolerancia inmunolégica es
clave para el desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal. En individuos sanos
existe tolerancia a antigenos entéricos autologos, la cual se pierde durante la

inflamacién desencadenada por antigenos especificos [29]. 17



La etiopatogenia de la enfermedad inflamatoria intestinal requiere que haya
interaccién de los mecanismos de respuesta inmune innata con los mecanismos de la
respuesta inmune adaptativa [1].

Las hipétesis mas aceptadas en los ultimos afios es la del origen autoinmune de
la enfermedad inflamatoria intestinal, junto con la hipétesis de la hiperrespuesta a la
microbiota intestinal que se produciria por una sobreexposicién (por alteraciones en la
permeabilidad de la mucosa intestinal) de un sistema inmune normal a una flora
comensal también normal [30].

El elemento sintetizador de las hipdtesis anteriores, seria un aumento de la
permeabilidad de la barrera intestinal, el cual permitiria un mayor paso de antigenos y
por tanto una mayor exposicién a los mismos [21, 31-33]. En los modelos
experimentales de enfermedad inflamatoria intestinal se ha confirmado que los
agentes microbianos son condicién sine qua non en la patogénesis de la enfermedad
inflamatoria intestinal [35]. Prueba de esto es el hecho de que animales “libres de
gérmenes”, no desarrollan la enfermedad. Sin embargo, si adquieren estos
microorganismos a posteriori desarrollan la patologia de la misma forma que si
hubieran crecido en un ambiente normal no estéril.

Las teorias hasta ahora planteadas no son excluyentes en un contexto de pérdida
de tolerancia facilitada por la infeccién por MAP, que alteraria la regulaciéon del sistema
inmune, pudiendo llegar a un estado de autoinmunidad [20].

En resumen, hasta la fecha no es posible determinar un agente causal unico de la
enfermedad inflamatoria intestinal. La flora microbiana y los agentes viricos facilitan el
establecimiento de la enfermedad, funcionando como factores promotores de la misma
[29]. Estos agentes microbianos son necesarios, pero no suficientes para causar la
enfermedad, puesto que precisan de condiciones favorables para ejercer su efecto: un

hospedador genéticamente proclive y un entorno ambiental propicio.
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2.4.2 Fisiopatologia de la enfermedad inflamatoria intestinal

Bajo el amparo del ultimo modelo aceptado, el que postula que factores
ambientales inciden sobre individuos con predisposicién genética para disparar una
respuesta inmune descontrolada que origina el desarrollo de la enfermedad, vamos a
revisar los principales jugadores que desencadenan la enfermedad inflamatoria
intestinal.
2.4.2.1 Factores ambientales

La mayor incidencia y prevalencia de la enfermedad inflamatoria intestinal esta
en Norte América y Europa y la menor incidencia es observada en América del Sur,
Africa y Asia (a excepcién de Sudafrica y Australia) [34]. Habiéndose demostrado en
los estudios epidemioldgicos que es mas frecuente en zonas urbanas comparado con
zonas rurales, se pone de manifiesto la importancia de los factores ambientales como la
industrializacién, higiene y atencién médica.

La dieta, especialmente el consumo de hidratos de carbono [35], acidos grasos
polinsaturados [36] y mediadores del acido araquidénico [37] han sido puestos en tela
de juicio, aunque las conclusiones son el leve impacto de dichos elementos sobre el
origen y desarrollo de la enfermedad. Sin embargo hasta la fecha los meta-analisis que
analizan la importancia de la leche materna y la enfermedad inflamatoria intestinal,
sugieren que ésta tiene un efecto protector [38].

La hipétesis de la higiene, que sugiere que los cambios socioeconémicos afectan
al sistema inmunolégico ya que se vive menos expuesto a antigenos ambientales
[39-41], determinaria un inadecuado desarrollo del sistema inmunolégico y una
inapropiada respuesta del mismo. Aunque no deja de ser una teoria mas que aceptada
queda por comprobarse experimentalmente y ver la contribucién real de dicho factor

ambiental sobre el componente total de la enfermedad.
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Recientemente se ha relacionado el sistema nervioso con la enfermedad,
viéndose ésta relacionada con los procesos de estrés [42].

Posiblemente el factor ambiental mejor estudiado sea el tabaco, éste esta
asociado con una menor frecuencia de exacerbacién de la colitis ulcerosa; por el
contrario se ha determinado que es un factor de riesgo para la enfermedad de Crohn,
en la que se ha visto asociado a un agravamiento de la enfermedad y a la formacién de
fistulas. Dejar de fumar hace que se mejore el prondstico en la enfermedad de Crohn,
sin embargo aumenta el riesgo a padecer colitis ulcerosa [43].

Los agentes microbianos, como anteriormente se ha comentado, han estado
siempre presentes entre en los factores etiolégicos. En la actualidad, ya descartado un
unico agente causal [44], nuevos estudios muestran posibles asociaciones entre las
vacunas de la rubéola y sarampién con la enfermedad [45], aunque aun no han sido
confirmados en otros estudios caso control [46].

Por ultimo los estudios epidemiolégicos sugieren que la apendicectomia actua
como elemento protector en la colitis ulcerosa [47, 48] y como agente de riesgo en la

enfermedad de Crohn [49, 50].
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2.4.2.2. Factores inmunolégicos

En individuos sanos, la mucosa intestinal se encuentra en un estado de
inflamacién controlada o fisiolégica [2]. El mantenimiento de la homeostasis de la
mucosa se consigue mediante una capacidad contenida de respuesta a antigenos de la
dieta y microflora residente, mientras se retiene la capacidad para una respuesta
inmune efectiva contra patdégenos. Errores en la interpretaciéon o regulacién en el
reconocimiento antigénico o de su capacidad de respuesta rompen la homeostasis de
la mucosa y predisponen al individuo a un proceso inflamatorio incontrolado o
patolégico.

IMAGEN 1. Estado fisiolégico de la mucosa intestinal normal (adaptado [2])
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El hecho de que la enfermedad inflamatoria intestinal se presente clinicamente
de forma heterogénea (localizacion, gravedad, respuesta al tratamiento), se cree que
seria el resultado de diferentes alteraciones en las vias inmunoreguladoras, lo que a su
vez seria el reflejo de la variabilidad genética y de la influencia medioambiental [51].

IMAGEN 2. Mucosa intestinal EII. (adaptado [2])

Leaky Epithelial Barrier

Bacteria Antibiotics or Probkiotics

&b ' Therapeutic Vaccines
g E Q‘\ Increase Epithelial

Barrier Function

Caolumnar
Epithelial Cells

Proinflammatory

Dysregulated

Immune Response | IL-10
ANLi-CD134 : weaa
Anti-CDE0/86 I @ i o
Anti-CD40L _,,_r Kz Anti-IL-12 r - .f;r—%" Tr1 Cell
NFxB Blockade  © . —_— S 4ol@)"
Muém hage ) ., IL-12 M'E'”“p““g )= e IL-10 or TGF-
or BL 4 =~ tl..}‘IB V‘?’ or BC "“"})TG!F'B and 4
/ ‘ (";.\b e — Activation of
,\_.3 ‘_"‘Q\ .’ff{L\ % —~ 6 . Regulatory Cells

_&*‘t’w '& J Tud Cell / ZUSHR =4

/ . T,,3 Cell
|| H

[ ‘

' IFN- " JNH T Cell

_~- Substance P.

IL-1 AR
THNF-o ;}L‘p Mewron
\ / - «.{b ¥ o \\
\ oy & . }'-" Neurcimmunomodulation

-
T
O

22



Asi pues, la enfermedad inflamatoria intestinal seria consecuencia de una
compleja interaccién entre factores genéticos, medioambientales y microbianos, que
provocarian una inflamacién mantenida en la mucosa intestinal, favorecida por la
alteracién de la barrera mucosa y por defectos en el sistema inmunolégico [52].

A continuacién vamos a describir como y porqué podrian los antigenos
microbianos inducir una respuesta inflamatoria inapropiada.

Eventos iniciales:

1- Barrera epitelial: La barrera epitelial de los pacientes con enfermedad inflamatoria
intestinal tiene menor resistencia, lo que incrementa la permeabilidad [53]. Por el
momento se han propuesto diferentes hipétesis para explicar este fendmeno, desde la
mediacién de las células T que contribuyen a la pérdida de las uniones intimas célula-
célula hasta la disfuncién neuro-entérica[53-57].

2- Inmunidad innata: Se ha descrito un funcionamiento anormal de los mecanismos

inmunes innatos a nivel de la barrera, observandose una distribucién anémala de los
patrones de expresién de los toll-like receptors (TLR) ( receptores de patdgenos que
reconocen patrones moleculares comunes de microorganismos )y encontrandose TLR4
altamente sobre-expresado en ambas enfermedades [58]. Se ha descrito una sobre-
regulacién de NOD2 en las células epiteliales [59, 60]. Estos hechos pueden
comprometer la capacidad del hospedador para eliminar los patégenos invasores,
favoreciendo asi la cronificacion de la inflamacion.

3. Inmunidad adaptativa: Se ha demostrado que el sistema de reconocimiento y
procesamiento de antigenos, por parte de las células presentadoras de antigenos, no
actia de forma correcta en pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal. Gracias a
estudios en modelos murinos e in vitro se ha sugerido que las células dendriticas

reconocen a bacterias comensales e inducen una respuesta Thl y posiblemente Thl17,

23



respuesta proinflamatoria tipica ante patégenos [61]. Esta anormal regulacién puede
estar mediada por la sobre-expresiéon de TLR4 en células dendriticas [62].

4. Papel de las células epiteliales: Una presentacién antigénica atipica provoca una
potente activacién de las células T. Las células epiteliales, normalmente no
presentadoras de antigenos, adquieren un fenotipo activado que aumenta la expresiéon

moléculas de histocompatibilidad en presencia de citoquinas inflamatorias, tales como

en IFN-y y el TNF-x[¥][63]. De hecho, se han encontrado evidencias de que las células

epiteliales de pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal expresan moléculas
coestimuladoras alternativas que las convierten en células presentadoras de antigenos
funcionales [64]. Ademas tienen la capacidad de activar directamente a células T CD4,
gracias a la expresion de lectinas y otros carbohidratos [65-67].

5. Alteraciones de la tolerancia central: Debido a un fallo a nivel central (timo) y en la

tolerancia periférica, existe una disfuncién en las células T auto-reactivas. Estas células
T activadas no sufren apoptosis [67], favoreciendo asi la cronicidad de la inflamacién.

6. Balance entre células T reqguladoras (T req) v efectoras: Se altera la homeostasis de

células T reguladoras y efectoras. Cuando la enfermedad esta activa, las células T
efectoras (Thl y Th2), predominan sobre la poblacién de T reguladoras y como
consecuencia, las células ThO se diferencian preferentemente a Thl y Thl7 en la
enfermedad de Crohn [68]. El fenotipo Thl en la enfermedad de Crohn estd mediado
por el factor de transcripcién T-bet [69] y por IL-23 [70] lo que desemboca en la
produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-12, IL-18, TNF-& e IFN-y, que
estimula a los macréfagos a la produccién de IL-1, TNF-a y IL-6 [70-72]. En la colitis
ulcerosa, se ha encontrado un elevado numero de células NK activadas que producen
IL-13 e IL-5 [73], que ayudaria a perpetuar la inflamacién.

Recientemente se ha determinado el importante papel que desempeiia TGF-3 en el

mantenimiento del balance entre las ceélulas pro-inflamatorias Thl7 y las T



reguladoras, ya que la pérdida de dicho balance es critico en el desarrollo de la
inflamacioén crénica intestinal [74].

7. Autofagia: Tras una infecciéon por patégenos, la autofagia podria representar el
primer intento de restauracién de la homeostasis. Cuando esta capacidad es superada
es cuando la apoptosis puede llevarse a cabo. Aunque aun se desconocen los
mecanismos moleculares, hasta la fecha se han encontrado variantes genéticas en dos
genes relacionados con la autofagia que aumentan el riesgo a padecer enfermedad de
Crohn, proponiéndose que fallos en el autofagosoma, que hace que éste sea menos
efectivo, puedan estar afectando al desarrollo de la enfermedad [75].

8. Estrés psicosocial: El estrés puede estar actuando como disparador o aumentando la
cascada inflamatoria, gracias a la interaccién neuroinmunoldgica. En ausencia de
estrés el sistema nervioso a través del nervio vago, puede tener atenuada la respuesta
inflamatoria [76]. Por otro lado se ha demostrado que los pacientes de colitis ulcerosa
sometidos a estrés, tienen una hiperactivacién del sistema nervioso simpatico que
propicia un incremento en la permeabilidad paracelular a nivel del colon, un aumento
de la degranulaciéon por parte de las células M, una sobreproducciéon de IFN-y y un
patrén de expresion alterado de proteinas relacionadas con las uniones intimas célula-
célula[77, 718].

Eventos finales

1. Migracién celular: Se produce una migracion de células inflamatorias desde el tejido

vascular a la mucosa intestinal, gracias al reconocimiento antigénico, por parte de
células profesionales y no profesionales de la presentacién antigénica, acompartiado de
la liberacién de quimiotacticos como IL-8, MIP1 y RANTES, entre otros. Al mismo tiempo
las citoquinas proinflamatorias secretadas por macréfagos activados contribuyen a la

adhesion leucocitaria y la extravasacion al tejido [79, 80].

25



2. Mediadores inflamatorios: La acumulacién del metabolitos y mediadores

inflamatorios, como el 6xido nitrico, radicales libres de oxigeno, prostaglandinas,
leucotrienos, histaminas y proteasas terminan por generar el dafio en la mucosa, a su

vez promoviendo el crecimiento de fibroblastos y secreciéon de colageno[81-84].
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2.5. Factores genéticos de la Enfermedad Inflamatoria Intestinal
2.5.1. Epidemiologia genética

De los factores hasta ahora descritos, implicados en la etiopatogénesis de la
enfermedad inflamatoria intestinal, el componente genético es el que ha generado un
conocimiento de forma mas rapida [85]. Gracias a los estudios epidemiolégicos se ha
determinado el importante papel de los factores genéticos. Las evidencias estan
basadas en los estudios de diferencias étnicas en la prevalencia, agregacién familiar,
estudios en gemelos y asociaciéon con sindromes genéticos reconocidos [86].

Los estudios interesados en esclarecer las bases genéticas de las enfermedades
complejas intentan responder a una pregunta capital: ;déonde estan localizados los
genes o qué variantes genéticas estan involucrados en la predisposicién a padecer la
enfermedad?. Debido a que esta pregunta es el interés principal del presente tesis
doctoral, se ha decidido abordarla en un capitulo independiente para poder explicar
con un mayor detalle los cimientos sobre los que se construye el conocimiento
aportado en este trabajo de tesis doctoral. A continuacién vamos a diseccionar cada
uno de este tipo de estudios y lo que se ha determinado gracias a ellos.

Estudios étnicos

Se ha descrito una prevalencia significativamente menor de enfermedad
inflamatoria intestinal en las poblaciones hispanas, afroamericanas y asiaticas [17].
Entre los grupos étnicos con una mayor prevalencia, los judios Ashkenazis tienen
mayor riesgo a desarrollar enfermedad inflamatoria intestinal comparado con los
judios no caucasicos, con una incidencia 2-4 veces superior y una prevalencia 2-9
veces mayor, independientemente del area geografica, lo que podria sugerir que los
factores genéticos desempefian un papel importante en el riesgo de desarrollar

enfermedad inflamatoria intestinal en la poblacién judia.
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Estudios Familiares

En los estudios poblacionales aproximadamente entre un 5-10% de los pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal presentan una historia familiar positiva.
Indicando que el mayor factor de riesgo para desarrollar enfermedad inflamatoria
intestinal es el hecho de tener un familiar afectado con la enfermedad. Se ha descrito
que hasta un 75% de las familias con afectacién multiple son concordantes para el tipo
de enfermedad mientras que el 25% son mixtas (un miembro con enfermedad de
Crohn y otro con colitis ulcerosa) [86].

Curiosamente en la poblacién pediatrica han sido descritos porcentajes de
agregacion familiar de hasta un 30%, lo que sugiere una mayor importancia de los
factores familiares en los casos de debut temprano de la enfermedad [87].

Estudios con gemelos

La tasa de concordancia para la enfermedad de Crohn es del 42 al 58% en
gemelos monocigoéticos, mientras que entre gemelos dicigéticos no difiere
significativamente a las observadas entre otros hermanos. En la colitis ulcerosa la tasa
de concordancia se ha establecido entre un 6-17% para gemelos monocigéticos y un
0,5% para gemelos monocigéticos, lo que indica una penetrancia reducida para el
genotipo de enfermedad inflamatoria intestinal, posiblemente debido a los factores no
genéticos implicados en la enfermedad [86].

La mayor concordancia entre gemelos monocigéticos en la enfermedad de
Crohn sugiere un papel mas determinista de los factores genéticos que en la colitis
ulcerosa. Esto implica que hay un menor componente genético en la colitis ulcerosa, la
cual esté probablemente mas relacionada con variaciones estocasticas, como las que
ocurren en el desarrollo de las células T y B del sistema inmunolégico [88].

Sindromes genéticos asociados a la enfermedad inflamatoria intestinal
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La enfermedad inflamatoria intestinal estd claramente asociada a cuatro
sindromes genéticos bien definidos y caracterizados, como son: el sindrome de Turner
[89, 90], el sindrome Hermansky-Pudlak [91], la glucogenosis tipo Ib [92] y el sindrome
de Wiskott-Aldrich [86]. Asi mismo la enfermedad inflamatoria intestinal, se encuentra
asociada a otras enfermedades de origen autoimune, principalmente la espondilitis
anquilosante, colangiestasia primaria o la esclerosis multiple, entre otras [93].

Todas las evidencias no permiten establecer un modelo genético concreto que
pueda explicar el modo de herencia de la enfermedad inflamatoria intestinal,
habiéndose propuesto desde los modelos mendelianos para explicar la posible
herencia de algunos subtipos de la enfermedad, hasta un modelo de heterogeneidad
genética, sin haberse descartado modelos multifactoriales/poligénicos y modelos
multilocus (oligogénicos) [94].

Si nos aproximamos al posible modelo de herencia, los modelos de umbral de
susceptibilidad son los que mejor explican la transmisién de la enfermedad. En ellos
se asume que la variable ‘“susceptibilidad para desarrollar la enfermedad” se
distribuye de forma continua en la poblacién, de tal manera que sélo aquellos
individuos que sobrepasan un determinado umbral de susceptibilidad manifiestan el
trastorno. Segun estos modelos, los familiares de individuos afectados tendrian por
término medio una susceptibilidad mayor para padecer la enfermedad que la de la
poblacién general.

Dentro de esta idea de umbral de susceptibilidad, un modelo poligénico-
multifactorial (accién aditiva y combinada de multitud de genes, cada uno con una
contribucién modesta, y factores ambientales) es el mas aceptado para la enfermedad
inflamatoria intestinal [95].

Por otro lado se espera que no exista una variante genética necesaria y

suficiente para que se desarrolle la enfermedad. Ademas, ocurre que factores de
29



susceptibilidad en diferentes genes pueden dar lugar a una misma enfermedad en
diferentes individuos, lo que se conoce como heterogeneidad genética [86].
2.5.2.Tipos de estudios en genética humana aplicados a la EII.

La era moderna de la genética de la enfermedad inflamatoria intestinal,
comienza en el afio 2001 con el descubrimiento de mutaciones en el gen NOD2/
CARDI5 (IBD1), siendo éste el primer gen de susceptibilidad en enfermedad de Crohn
descubierto [96]. Se encuentra fuera de la region HLA. NOD2Z es una proteina
citosélica, que reconoce el muranil dipéptido bacteriano, componente principal de la
pared bacteriana. Las variaciones genéticas descubiertas en NODZ afectan a la
capacidad de reconocimiento de dicho componente bacteriano y a la posterior
activacion del factor de transcripcion NF-KB. Este descubrimiento abrié una nueva via
de investigacioén, aquella que relaciona las alteraciones genéticas con disfunciones del
sistema inmunolégico en la enfermedad inflamatoria intestinal, y puso de manifiesto la
importancia de la respuesta inmune innata [97].

Desde ese momento se han descrito diversos genes implicados en la etiologia
de la enfermedad, tales como DLGS, SLC22A4 y SLC22AS5 (IBDS), ATG16L1, IL23R, IRGM,
PTPN2, MDR1, MIF, entre otros [98] .

Esta nueva hornada de informacioén, acerca de la genética de la enfermedad
inflamatoria intestinal, ha puesto de manifiesto el creciente numero de genes
implicados, cada uno de ellos contribuyendo en una pequefia proporcién al riesgo
genético de padecer enfermedad inflamatoria intestinal, aceptandose que la influencia
de la genética es primordial para el desarrollo de la enfermedad y para el fenotipo
clinico mostrado por cada individuo.

Dos estrategias principales se han seguido en las ultimas décadas para la
busqueda de genes involucrados en el origen de la enfermedad inflamatoria intestinal:

los estudios de ligamiento y los estudios de asociacién de genes candidatos [99].
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2.5.2.1 Estudios de ligamiento

En los analisis de ligamiento normalmente son utilizadas genealogias en las que
la enfermedad se presenta en distintos familiares y en las que se observa un patrén de
herencia mendeliano. En estas familias se estudia la segregacién de un determinado
marcador genético cuya ubicacion conocemos ya en el genoma y se observa si hay
independencia entre la transmisién de la enfermedad y los diferentes alelos de dicho
marcador. En el caso de que la enfermedad y un determinado alelo se transmitan
conjuntamente podriamos postular la existencia de un gen para la enfermedad situado
cerca del polimorfismo utilizado como marcador. La transmision a la descendencia del
marcador y del gen de susceptibilidad se habria producido conjuntamente, debido a
su proximidad, mas a menudo de lo que se esperaria por azar.

Cuando dichos analisis abarcan todo el genoma humano, se denominan “rastreos
sistematicos del genoma”. Los marcadores genéticos utilizados son principalmente los
microsatélites, consistentes en repeticiones de una secuencia corta de ADN (entre 2y 8
pares de bases). La principal caracteristica de los microsatélites es su alto grado de
polimorfismo, representado en un elevado numero de alelos. En consecuencia existen
un elevado numero de individuos heterocigotos para un determinado microsatélite lo
que permite determinar facilmente su patrén de herencia [99]. Actualmente también
se estan analizando SNPs (single nucleotide polymorphism) para este tipo de estudios,
denominandose estudios completos de genoma, aunque la cobertura es cercana al
60% del genoma humano. Gracias a esta nueva estrategia se han determinado ya
diferentes loci implicados, en el dltimo afio, como es el caso de los genes IL23R y
ATGI611. [100, 101].

En el caso de la enfermedad inflamatoria intestinal, se han realizado varios

rastreos sistematicos del genoma llevados a cabo en poblaciones de diferente origen
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étnico (tabla 4) [102-113], asi como diferentes meta-analisis englobando los resultados

ANO REGION
AUTOR PUBLICACION EC/CU/MIXTO opovoOsSOMICA
Hugot 1996 EC 16cen
Satsangi 1996 MIXTO 12,7g22,3p21
Cho 1998 MIXTO 16cen,lp, 3q, 49
16cen,10q,1q,6p,
Hampe 1999 MIXTO 12,X,22,4q
ma 1999 EC 14ql11,17921,5g33
Duerret 2000 MIXTO 14gq11,17921,5g33
Rioux et 2000 MIXTO 19p13,5g31,3p,6p
Williams 2002 MIXTO 16cen,l1p,6p21
. 11pl12,2p11,12p13,
Paavola-Sakki 2003 MIXTO 12q23,19q13
. 14g11,Xq,1q,64q,
Vermeire 2004 MIXTO 20p,4q,10q
Barmada 2004 MIXTO 12,6p,6q,89,15q,
22,2q
Duerret 2006 MIXTO 1pl13

de varias de estas poblaciones [114].

El dato mas concluyente y reproducible que se ha obtenido en estos estudios es
la asociacién con la regién cromosémica 16pl2. También se han encontrado regiones
en otros cromosomas asociados a la enfermedad inflamatoria intestinal: 12,6, 14,5, 1 y
3.

Algunas de estas regiones se han asociado también con susceptibilidad a otras
enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (AR), la diabetes tipo 1 (DT1),

lupus eritematoso sistémico (LES) o la enfermedad celiaca (EC) apoyando la hipétesis
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Tabla 4:Resultados de los Rastreos sistematicos del genoma en EII

RLI/PA D3
! DLGS
R/PARI | |DPRBI . BCBI/MDRI
|
DPNIETAZ IBDS
SLC22A44
SLC2245
12 14 16 19 X
C2TA Asoriasid fiad
IBD4 IBDS IBDS sociacidn replicada v
confirmada
IBD2
IBD1 O Asociacién descrita
NOD2/CARDIS

de que deben existir ciertos factores genéticos comunes de predisposicidén a
diferentes enfermedades autoinmunes, y que por tanto serian factores predisponentes
de autoinmunidad [115, 116].

Las regiones candidatas propuestas en este tipo de analisis se clasifican con la
nomenclatura IBDn, por el momento se han identificado hasta nueve regiones
cromosomicas diferentes relacionadas con la enfermedad inflamatoria intestinal,
proponiendose para cada una de ellas diversos genes candidatos (figura 4).
2.5.3.2 Estudios de asociacion

La estrategia mas comunmente utilizada en la busqueda de posibles genes
asociados con las enfermedades complejas es la realizacidén de estudios de asociacién
de genes candidatos.

En los estudios de asociacién se compara la frecuencia de un posible alelo de
riesgo de un gen candidato en personas afectadas por la enfermedad, con la
frecuencia en individuos sanos del mismo grupo étnico o poblacional. Esta

comparacion puede poner de manifiesto la existencia de una “asociacion” de riesgggd



proteccién entre un alelo, o haplotipo, y la enfermedad, en caso de encontrar una
frecuencia signiticativamente elevada del alelo en el grupo de enfermos con respecto
al control [117].

Los estudios de asociacidén tienen la ventaja de poder detectar asociaciones
débiles. Sin embargo, hay que considerar que con los estudios caso-control pueden
aparecer resultados debidos a la presencia de falsos positivos. Para evitar estos errores
hay que considerar un tamafio muestral adecuado y garantizar la homogeneidad de las
poblaciones analizadas. Es imprescindible que el grupo de los controles sea semejante
al de los pacientes en términos de origen étnico, exposicion a factores ambientales,
edad y sexo [117].

El elemento fundamental en los estudios de asociacién es la eleccién de los genes
candidatos a estudiar. Basicamente se pueden seguir dos estrategias:

Funcional: consiste en seleccionar genes con una implicaciéon clara en los
mecanismos patolégicos relevantes para el desarrollo de la enfermedad.

Posicional: basada en la seleccion de genes que se localizan en regiones
cromosoémicas que se han asociado previamente con susceptibilidad a enfermedad en
estudios de ligamiento.

Por otra parte, una vez seleccionado el gen candidato a estudiar, los marcadores
de eleccidn suelen ser las denominadas “variantes funcionales”, es decir, aquellas que
pueden afectar la funcionalidad del gen, como las localizadas en regiones reguladoras
(sitios de unién de factores de trasncripcién o de procesamiento del ARN) que pueden
alterar la expresién del gen, o las que alteran la estructura de la proteina.

Este tipo de estudios ha contribuido en gran medida a la caracterizacién del
papel de los genes fuera del sistema HLA en la enfermedad inflamatoria intestinal.
Mediante esta aproximaciéon se han estudiado numerosos genes cuya funcién esta

relacionada con los mecanismos patogénicos e inmunolégicos de la enfermedad
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inflamatoria intestinal. Entre los genes estudiados se encuentran NCF4, PHOXZ2B, PTPNz,
TNFSF15, TLR4, FAM29B, MDR1,IRGM, MIE, MYO9B [98].

Debido a la gran versatilidad y potencia mostrada por los estudios caso control
ésta suele ser la estrategia de eleccién de gran parte de los investigadores. Ademas es
una herramienta de estudio relativamente facil de implementar, puesto que la
metodologia de trabajo y los requisitos técnicos son bastante asequibles para los

investigadores.

2.5.4. Seleccion de genes candidatos investigados en esta Tesis.
Si sumamos el riesgo relativo ejercido por todas las variaciones genéticas hasta
el momento descritas y se comparan con el riesgo relativo entre parejas de hermanos,

(\s), para poblacién caucésica europea (15-35), solamente pueden ser explicados un

30% de los casos de recurrencia entre hermanos. Debido a esto se requiere una mayor
profundizacién y avance en la identificacién de los genes implicados en esta patologia,
puesto que por el momento se ha identificado sélo una pequeiia proporciéon de los
numerosos genes que se espera estén involucrados en la predisposicién genética a la
enfermedad inflamatoria intestinal. La finalidad de esta tesis ha sido colaborar en el
esclarecimiento de los genes implicados en la susceptibilidad a la enfermedad
inflamatoria intestinal, siguiendo una estrategia de genes candidatos realizada
mediante estudios caso control.

Siguiendo los criterios de seleccién anteriormente descritos, se podrian
considerar como buenos genes candidatos para la enfermedad inflamatoria intestinal,
aquellos relacionados con la regulacién de la respuesta inmune, aquellos implicados
en la respuesta innata o mediadores proinflamatorios que tienen como consecuencia la
activacion de la inmunidad adaptativa. En este contexto, se seleccionaron los genes

para analizar su posible contribucién a la enfermedad inflamatoria intestinal:
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I.  NFKBI

II. PTPN2z2

IlI. FOXP3

IV. NOS2A y NOS3
V. MIF

VI. IL-23R

VII. MYO9B

Los motivos de selecciéon de cada uno de ellos sera explicado en detalle en el

apartado de discusién correspondiente
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3.JUSTIFICACIONY OBJETIVOS
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En los ultimos afios la contribucién cientifica al esclarecimiento de los
mecanismos que conducen al desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal ha
sido sumamente notorio. Estos estudios han implicado y explicado nuevas “piezas”
hasta ahora desconocidas que estan ayudando a resolver el complejo “puzzle” que
conduce al inicio y desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal. A pesar del
gran esfuerzo cientifico quedan muchas interrogantes por contestar, como el papel de
la flora bacteriana, los mecanismos de regulacién de la respuesta inflamatoria, o, a
nivel genético, cuantos genes y en que medida estan actuando en el desarrollo de la
enfermedad. De hecho, el riesgo genético atribuido a la enfermedad inflamatoria
intestinal no puede ser actualmente explicado con los genes descubiertos hasta la
fecha, por lo tanto es necesario seguir investigando en mayor los factores genéticos
relacionados con la enfermedad. El conocimiento generado por los estudios genéticos
contribuye ademdas a la identificacién y esclarecimiento de vias fisiopatoloégicas
implicadas, podria ser de utilidad para la implantacién de métodos de diagnodstico a
nivel molecular, conduciria en 1ultima instancia al desarrollo de nuevas dianas
terapéuticas. Ademas son la base de la futura medicina personalizada para cada
paciente gracias a los estudios farmacogenéticos.

Asi pues el estudio de nuevos genes candidatos implicados en la predisposicién
genética a la enfermedad inflamatoria intestinal, se presenta como un campo de
investigacion apasionante y necesario para un mejor conocimiento de los complejos
mecanismos que intervienen en esta patologia.

Por lo tanto, el objetivo general del presente trabajo ha sido la identificacion de
nuevos genes relacionados con la susceptibilidad/protecciéon a la enfermedad
inflamatoria intestinal. Para ello se ha seguido una estrategia basada en estudios de
asociacién de genes candidatos funcionales y posicionales que se llevd mediante

estudios caso control.
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Los objetivos concretos planteados fueron los siguientes:

1.

Determinar la posible asociacién del polimorfismo -94ins/delATTG del gen

NFKBI en la susceptibilidad a la enfermedad inflamatoria intestinal.

. Estudiar el polimorfismo funcional tipo microsatélite (GT)n localizado en la

region promotora del gen FOXP3 y su relaciéon con la susceptibilidad a la

enfermedad inflamatoria intestinal.

. Comprobar el papel en la genética de la enfermedad inflamatoria intestinal del

polimorfismo funcional -1858 C/T del gen PTPN22, el cual se ha asociado con

predisposicién a autoimunidad.

. Determinar la posible influencia de las variantes tipo microsatélite (TAAA)n y

(CCTTT)n del gen NOS2A y los SNPs -7186 T/C y +894 G/T del gen NOS3 en la

predisposicién genética a la enfermedad de Crohn.

. Investigar la implicacién de los polimorfismos de la regién promotora -173 G/C

y el microsatélite (CATT)n del gen MIF y su relaciéon con la susceptibilidad

genética a la enfermedad inflamatoria intestinal.

. Establecer si los polimorfismos del gen IL23R juegan un papel relevante en la

susceptibilidad/severidad de la enfermedad de Crohn.

. Estudiar en relacién a la genética de la enfermedad inflamatoria intestinal los

polimorfismos del gen MYO9B.
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4. DISCUSION
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Genes Estudiados relacionados con la respuesta inflamatoria en la EII

Nuclear Factor Kappa-B, Subunit 1; NFKB1

NOMBRE GEN NFKB1

LOCALIZACION e

CROMOSOMICA q

FUNCION Factor de Transcripcién
NOMBRE PROTEINA NFkb subunidad p50
;gzillaz%%};)lzmos rs28362491 (-94 ins/del ATTG)
VARIANTE insercién/deleccién

El factor de trancripcién NF-xB, es uno de or de trancripcién NF-«B, es uno de B, es

uno de los factores de transcripcién mas destacados en la regulacién de la respuesta
inmune innata y adquirida. Esta formado por heterodimeros codificados por los genes
RELA (p65), NFKBI (p50;p105), NFKB2 (p52;p100), c-REL y REL, los cuales componen la
familia NF-kB/REL [118]. La forma activada de NF-KB estda constituida por un
heterodimero de p65 unido a p50-52 cuya localizaciéon es citoplasmatica y suele estar
asociado con el complejo proteico que lo inhibe (IkBs). La activacién de NF-kB ocurre
rapidamente en respuesta a estimulos muy diversos como la unién de patégenos a
receptores de superficie (via receptores tipo Toll), la induccién por citoquinas (TNF-a e
IL-1) o tras la activacién del receptor de células T (TCR). En todos los casos se produce
la fosforilacién, ubiquitinaciéon y degradacién de las proteinas IKB, que posibilitan la
traslocacién de NF-kB al nucleo. Una vez en el nucleo, NF-KB inicia la transcripcién de
numerosos genes implicados en procesos inflamatorios, como citoquinas (IL-1, IL-8,
TNF-a), quimioquinas, moléculas de adhesién, metaloproteinasas o el gen NOS2A [119]
(figura 5). Son numerosas la enfermedades autoinmunes en las que NF-kB se encuentra
activado, como la artritis reumatoide (AR), la enfermedad celiaca (E.cel) o la esclerosis

multiple (EM) [119]. En la enfermedad inflamatoria intestinal también se Ha



identificado una activacién
persistente de NF-kB con elevados
niveles de las subunidades que lo
constituyen (p50/p65) y una alta
actividad de unién al ADN [120]. Por
tanto este factor de transcripcién
podria ser un importante modulador
de la respuesta inflamatoria en la
enfermedad inflamatoria intestinal,
tanto a nivel molecular como
genético.

En la region promotora del gen

NFKB1 se ha descrito recientemente
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una insercién/deleccién (-94ins/delATTG), situada entre dos elementos reguladores

(sitio de unién AP-1 y sitio de unién KB), asociada con la susceptibilidad a colitis

ulcerosa [121] en la poblaciéon de EEUU. La presencia de la deleccién de 4 pb parece

causar la pérdida de capacidad de unién a proteinas nucleares y en consecuencia

daria lugar a una menor actividad del promotor [121].

Los resultados obtenidos en nuestro extenso estudio caso-control demostraron

por primera vez que el polimorfismo -94ins/delATTG no estaba asociado a la

susceptibilidad genética a la enfermedad inflamatoria intestinal en nuestra poblacién.

Es especialmente destacable el resultado obtenido en colitis ulcerosa, ya que

contradice los hechos descritos en el primer estudio [121]. Dicha controversia pone de

manifiesto la importancia de los estudios replicativos en genética humana. Las posibles

causas que explican para explicar las diferencias entre los distintos estudios las

podemos encontrar en la propia estructura genética de la poblacién, habitos de vida,
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mezclas poblacionales o posibles problemas metodoldgicos derivados de una bajo
poder estadistico al sesgar el tamafio muestral.

Hasta la fecha se han realizado varios estudios en diferentes poblaciones,
mostrando que ni en la poblacién britanica ni en la germana [122], al igual que en
nuestra poblacién, no se reproducen los datos obtenidos por Karban et al [121] en el
primer analisis. Por el contrario un estudio realizado por un grupo holandés [123] si
muestran asociacion con la colitis ulcerosa. Las diferencias encontradas entre estos
estudios se podrian explicar por la presencia de otras variantes en desequilibrio de
ligamiento parcial con el polimorfismo -94ins/del ATTG que pudieran ser las variantes
causales responsables de la susceptibilidad a la enfermedad inflamatoria intestinal. Por
otro lado variaciones en un haplotipo ancestral modificado segun la historia de cada
poblacién podria explicar estas diferencias. En tercer lugar, podria ser debido a la
propia heterogeneidad de la enfermedad, pudiendo estar realmente asociado a un
subtipo concreto mas frecuente en unas poblaciones que en otras. Finalmente, un
reciente meta-analisis realizado con todos los datos de los estudios indica, de acuerdo
con nuestros resultados que realmente no existe asociacién del polimorfismo -94ins/

delATTG con la colitis ulcerosa [124].
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Protein Tyrosine Phosphatase, nonreceptor-type,22 PTPN22

NOMBRE GEN PTPN22
LOCALIZACION .
CROMOSOMICA plo.

FUNCION Fosfatasa de tirosinas

NOMBRE PROTEINA LYP

iﬁﬁf}"z‘};ﬁrgzms 152476601 ( 1858 C/T, R620W)
VARIANTE SNPs

La fosforilacién de proteinas sobre residuos de tirosina es uno de los
mecanismos principales de modulaciéon de la transducciéon de seiiales. Esta es una
reaccion reversible en la que intervienen dos tipos de enzimas, las PTKs (protein
tyrosine kinase) que fosforilan los residuos de tirosina, y las PTPs (protein tyrosine
phospatase) que catalizan la reaccién de desfosforilacién. Gracias a este mecanismo se
regulan numerosos procesos fisiolégicos relacionados con la diferenciacién celular,
morfologia, movilidad celular, diferenciacién y muerte celular, entre otros [125].

En la literatura encontramos evidencias de dque las células del sistema
inmunolégico expresan altos niveles de fosforilacién de tirosinas, los cambios agudos
en este sistema pueden afectar a distintos procesos lifoncitarios como la activacién
mediada por la interaccién ligando-receptor o la respuesta ante distintos estimulos
[126]. Las células T expresan un amplio rango de PTPs, entre ellas, recientemente se ha
descrito una fosfatasa especifica de linfocitos PTPN22 o lyp, que ha suscitado un gran
interés. Lyp es una proteina intracelular implicada en la sefializacién a través del TCR
ya que se une fisicamente, mediante un motivo rico en prolina (P1), al dominio SH3 de
la quinasa Csk, e inhibe la transduccién de sefiales atenuando la activaciéon de las
células T [127].
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En el gen PTPN22 se ha descrito una mutacién no sinénima que afecta al motivo

Pl de la enzima, consistente en un cambio de arginina por triptofano (1858 C/T,

R620W). Esta variante se ha convertido en la asociacién genética mas reproducible, tras

el HLA, en enfermedades autoinmunes tales como DTI1, AR, LES y enfermedad de

Graves (GD) en poblaciones caucasicas [128-134]. De hecho su implicaciéon en

enfermedades autoinmunes tanto sistémicas como 6rgano-especificas ha hecho que se

proponga el polimorfismo 1558
C/T del gen PTPN22 como un
marcador genético comun de
autoinmunidad [135]. Varios
estudios funcionales han
aseverado que el alelo de riesgo
620W parece estar implicado en
la actividad de la enzima PTPN22
de dos formas diferentes. Se
postulé en un principio que al
alterar la capacidad de unién de
Lyp con Csk se podria generar
una hiperactivaciéon de la
respuesta T patogénica, dando
lugar a procesos autoinmunes

[136]. En contraposicién, datos

Respuesta
T

ESTIMULO

. CélulaT
~ reguladora

Selec<§i6n + Activacion
Negativa

Escape de células T Regulacién deficiente de
autoreactivas células T autoreactivas

v

AUTOINMUNIDAD
Figura 6. Implicaciones funcionales 1858T en autoinmunidad

recientes han aportado una nueva vision de la funcionalidad de la mutacién, al

demostrarse que puede causar un aumento en la actividad fosfatasa, inhibiendo

potentemente la sefalizacion mediante Csk [137]. Adn no estd claro como este

aumento en la capacidad enzimatica de PTPN22 podria redundar en la aparicién de
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enfermedades autoinmunes, pero se baraja la posibilidad de que pueda afectar a la
seleccidn timica y a la actividad de las células T reguladoras [137](figura 6).

Nuestro trabajo es el primer estudio genético de asociaciéon entre el
polimorfismo 1858 C/T del gen PTPN22 y la enfermedad inflamatoria intestinal[138]
[154]. Se realizé en dos cohortes de pacientes independientes, una procedente del sur
de Espafia (Granada y Cadiz) y la otra de Madrid.

Los resultados obtenidos no mostraron asociacién estadisticamente significativa
del polimorfismo 1858 C/T con la susceptibilidad a la enfermedad inflamatoria
intestinal. La tendencia observada en nuestra poblacién se ha confirmado en otros
estudios en cohortes diferentes, asi como en diversos meta-analisis realizados con
todos los datos publicados hasta el momento [139-141]. Al igual que para la
enfermedad inflamatoria intestinal, la variante genética 1858 C/T del gen PTPN22 no se
ha encontrada asociada a otras enfermedades autoinmunes como la esclerosis
multiple, enfermedad celiaca o la espondilitis anquilosante (EA) [132, 142, 143]. Estas
diferencias entre diferentes enfermedades autoinmunes han determinado que el papel
de PTPN22 esta al parecer relacionado con enfermedades en las que la produccién de
autoanticuerpos es importante [144].

Aunque esta ampliamente demostrado y aceptado que existe un origen genético
comun de las enfermedades autoinmunes, también deben existir, obviamente variantes
genéticas especificas de cada enfermedad y por ende polimorfismos que afecten sélo
a un subconjunto de las enfermedades autoinmunes, como es el caso aqui expuesto.
Por otro lado la proteina PTPN22 podria presentar una actividad reguladora en
activacion de las células T distinta segun el tipo de enfermedad autoinmune. Otra
explicacién mas parsimoniosa, podria incluir un papel importante de otras PTPs, como
se ha sugerido recientemente con variantes del gen PTPN2, encontrado en relacién con

la Diabetes tipo 1 [145] y la Enfermedad de Crohn [146].
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El descubrimiento de PTPN22 y el gran numero de miembros de la familia PTP
en el sistema inmunoldgico, deja abierta una nueva via de investigacion para el estudio
de otras variantes genéticas y su posible asociacién con la enfermedad inflamatoria

intestinal.
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Forkhead Box P3; FOXP3

NOMBRE GEN FOXP3

LOCALIZACION

CROMOSOMICA Xpl1.23

FUNCION Factor de Transcripcién
NOMBRE PROTEINA forkhead box P3 (Scurfin)
POLIMORFISMOS L
ANALIZADOS (Etiiaien @
VARIANTE STR (microsatelite)

Las células T (T reg) reguladoras son un elemento clave en la regulacién del
proceso inflamatorio. Como se ha descrito previamente, la disminucién en el nimero o
en la actividad supresora de las células T reg puede provocar la aparicién de
enfermedades autoinmunes asi como la alteracion de otros procesos inmunolégicos,
como la inmunidad tumoral, la alergia o el rechazo de transplantes[147-149].

Por definicién las células T reg constituyen una subpoblacién de linfocitos de T
CD4+ producidos por el sistema inmune. Se caracterizan por la expresion constitutiva
de la molécula de superficie CD25 y por la expresidén especifica del factor de
transcripcion FOXP3, el cual es clave para su desarrollo y su actividad funcional (figura
7).

En el sistema inmune intestinal no se conoce con exactitud el papel de las
células T reg, aunque los datos obtenidos sugieren que pueden estar controlando la
respuesta inflamatoria inducida tanto por la respuesta inmune innata como por la
respuesta inmune adquirida, mediante mecanismos dependientes de la secreciéon de

IL-10 y de TGF-B [150].
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Médula osea

AUTOINMUNIDAD

APC

figura 7. Papel de Foxp3 en autoinmunidad

El gen FOXP3 pertenece a la familia de factores de ‘“transcripciéon
forkhead winged-helix”. Su activacién induce la expresién de moléculas asociadas al
fenotipo y la actividad de las células Treg, como CD25 y CTLA-4[151]. Por lo tanto, es
un regulador critico de la actividad de las células Treg y por ello de la homeostasis del
sistema inmune; de tal forma que cualquier alteraciéon de los niveles de expresién del
gen FOXP3 podria desencadenar procesos autoinmunes. De hecho, la alteracién
genética de este importante regulador se ha asociado con la presencia de patologias
muy graves, como el sindrome IPEX (X linked immunodeficiency)causado por
mutaciones recesivas en FOXP3 y que se encuentra asociado con la apariciéon de DT1 y
enfermedad inflamatoria intestinal [152].

A parte de los polimorfismos que provocan IPEX se ha descrito otra variante, un

microsatélite de repeticiones (GT)n, en el promotor del gen FOXP3 que parece estar
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afectando a los niveles de expresidén del gen y que se asocié en un principio con
susceptibilidad a la DT1 en la poblacién japonesa [153][169]. En vista de estos datos,
decidimos estudiar la posible influencia del gen FOXP3 en la susceptibilidad a la
enfermedad inflamatoria intestinal por medio del marcador genético (GT)n.

Nuestros resultados no revelaron asociacién de ninguno de los alelos del
microsatélite (GT)n del gen FOXP3 con la predisposicion genética a enfermedad
inflamatoria intestinal [154]. Se observé una tendencia en los pacientes de colitis
ulcerosa que no fue suficiente para ser estadisticamente significativa tras la correcciéon
de Bonferroni. A la vez que para la enfermedad inflamatoria intestinal ,se estudié su
relevancia en la susceptibilidad genética a la AR, el LES y la E cel, confirmandose la
falta de asociacion del microsatélite (GT)n con estas patologias [154]. De acuerdo con
lo observado en nuestra poblacién, en un estudio llevado a cabo en otra poblaciéon
caucasica, tampoco se pudo replicar la asociacién del microsatélite (GT)n con
susceptibilidad a la DT1[155, 156]. Recientemente se han descubierto y analizado otros
marcadores genéticos del gen FOXP3 en la enfermedad de Crohn [157], la enfermedad
de Graves y la enfermedad de Addison [158]. mostrandose nuevamente que los
polimorfismos hasta ahora analizados del gen FOXP3 no estan implicados en estas
patologias autoinmunes.

La discordancia obtenida entre los estudios de poblaciones caucasicas y
asiaticas podrian deberse a las diferencias étnicas entre ambas poblaciones. De hecho
se observé que la distribucién de los alelos del microsatélite (GT)n en nuestra
poblacioén era significativamente distinta con respecto a la poblacién japonesa[154]. En
cuanto a la actividad funcional del microsatélite (GT)n conviene ser cautos, ademas de
hacer mas experimentos y tener en cuenta la posible existencia de otros marcadores
genéticos en desequilibrio de ligamiento con dicho microsatélite que podrian ser los

verdaderos causantes de las alteraciones en la expresiéon del gen FOXP3. Por tanto
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nuestros datos, junto con los obtenidos por el resto de grupos, descartaria la
implicacién del gen FOXP3 como marcador genético de predisposicién a
enfermedades autoinmunes, al menos en poblaciones de origen caucasico. Sin
embargo, dada la obvia implicacién del factor de transcripcién FOXP3 en la regulacién
de los procesos autoinumnes, no descartamos la posibilidad de que otros marcadores

genéticos puedan afectar la expresién de este gen.
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Nitric Oxide Synthase 2A; NOS2A y Nitric Oxide Synthase 3;NOS3

NOMBRE GEN NOS2A NOS3
LOCALIZA’CI()N
CROMOSOMICA 17q11.2 7g36.1
FUNCION

o6xido nitrico sintasa inducible 6xido nitrico sintasa endotelial

NOMBRE PROTEINA

iNOS eNOS
POLIMORFISMOS 93998792 (_/TTTA) rs11771443 (-786 T/C)
ANALIZADOS (CCTTT)s. rs1799983(+894 G/T E298D)
insercién/deleccién
VARIANTES STR (Microsatélite) SNPs

El o6xido nitrico (ON) es un importante mediador inflamatorio. Desde su
descubrimiento como modulador de la permeabilidad endotelial se ha visto implicado
en numerosas patologias [159]. Con respecto a la enfermedad inflamatoria intestinal, se
ha probado que el ON es uno de los factores implicados en el desencadenamiento de
brotes de la enfermedad. Se ha relacionado un aumento en la produccién de ON con la
inflamacion intestinal crénica [160, 161], no se conoce el papel exacto que juega el ON
en la patogénesis de dicha enfermedad. De hecho el ON esta intimamente ligado al
estrés oxidativo [162], asi como a los mecanismos antibacterianos de los fagocitos
[179] y a la sefializacién de la apoptosis [163], procesos involucrados en la enfermedad

inflamatoria intestinal.
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Los estudios realizados en los pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal
muestran que cuando la enfermedad esta activa los niveles de ON son de dos a cinco
veces superiores a los de individuos sanos o enfermos en fase de remisiéon [164, 165].
Las enzimas responsables de la producciéon de ON son las 6xido nitrico sintasas, familia
compuesta por tres miembros: la 6xido nitrico sintasa neuronal (nINOS), la 6xido nitrico
sintasa endotelial (eNOS) y la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). Mientras el ON
generado por la eNOS esta relacionado con el mantenimiento del flujo sanguineo en la
mucosa y con la motilidad gastrica, en los focos inflamatorios la iNOS es responsable
del aumento en la concentracién de ON inducida por citoquinas, por el
lipopolisacarido bacteriano, y por el TNF-a [166], todos relacionados con la

fisiopatologia de la enfermedad inflamatoria intestinal.

En la actualidad el planteamiento mas aceptado es que el ON podria tener un
efecto protector, sin embargo, las grandes cantidades liberadas por la iNOS tendrian
efectos lesivos [160, 167].

Para medir la posible contribucién genética de las enzimas iNOS y eNOS en la
enfermedad inflamatoria intestinal seleccionamos los genes NOSZ2A (iNOS) y NOS3
(eNOS). Dentro de ellos se realizo una busqueda de polimorfismos previamente
descritos y con relevancia funcional ya contrastada o bien asociados a otras patologias
relacionadas. Los marcadores analizados fueron la insercién/deleccién TAAA [168, 169]
y el microsatélite (CCTTT)n [170] ambos situados en la regién promotora del gen
NOS2A. Por su parte, para el estudio del gen NOSS3, se seleccionaron las variantes tipo
SNP -786 T/C [171] y el SNP localizado en el exén 7, +894G/T [172].

Nuestros resultados no mostraron asociacién genética de ninguno de los
polimorfismos analizados en los genes NOS2A y NOS3 con la susceptibilidad a la

enfermedad inflamatoria intestinal. La practica ausencia de desequilibrio de
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ligamiento entre los marcadores del gen NOS2A pone de manifiesto las evidencias
previas que describen esta regién como inestable y con una elevada tasa de mutacién
para ser una region reguladora de un gen [173].

De manera interesante, un estudio posterior realizado en otra poblacién
espafiola de enfermedad inflamatoria intestinal [174] confirma nuestros resultados,
pero ademas ha encontrado asociacién del gen NOS2A con la susceptibilidad a la
enfermedad inflamatoria intestinal. Dicha asociacién fue posible analizando otros
marcadores a lo largo de todo el gen y eliminando del haplotipo los marcadores
(CCTTT)n y (TAAA)n. Si bien es interesante el hallazgo, estos polimorfismos
encontrados en asociaciéon con la enfermedad no explican aun las diferencias en los
niveles de expresiéon de ON encontradas en los pacientes de enfermedad inflamatoria
intestinal, ya que carecen de estudios funcionales.

Una posible explicacion para las variaciones en la expresiéon génica no debidas
a polimorfismos situados en las regiones promotoras podria involucrar mecanismos de
regulacién post-transcripcionales y post-traduccionales. También podria jugar un
papel determinante una estabilidad de unién diferencial de factores de transcripciéon a
la regién promotora, como se detectd en el caso de SLC22A4 en relacién a la

enfermedad de Crohn [175][191].
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Macrophage Migration Inhibitory Factor. MIF

NOMBRE GEN

LOCALIZACION
CROMOSOMICA

FUNCION
NOMBRE PROTEINA

POLIMORFISMOS
ANALIZADOS

VARIANTES

MIF
22q11.23

Citoquina proinflamatoria
MIF

-173 G/C
(CATT)x

SNPs
STR (microsatelite)

El factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF) es una citoquina

inmunoreguladora que tiene actividades proinflamatorias, hormonales y enzimaticas.

Es un hecho ya evidenciado que las citoquinas proinflamatorias estan involucradas en

la patogénesis de la enfermedad inflamatoria intestinal, especialmente en la

exacerbacién de la enfermedad [1, 2, 176, 177].

En el sistema inmunoldgico se ha
observado que un gran numero de
células que expresan MIF, como
macrofagos, células B y T, entre
otras [178-180]. Los modelos
murinos nos aportan una valiosa
informacién a cerca de la relacién
entre MIF y la enfermedad
inflamatoria intestinal, ya que los

ratones deficientes en MIF no

e N [ %
fA ‘ MFdb__
Wl
e oA G
! v—{/ ‘ . :
= 1
g .. v \
- : |
i B K - B S

[\ Growth arrest

i Figuﬂa 53 Sistema de activacion de MIF Apoptosis

desarrollan la enfermedad y los que poseen una mayor expresién la desarrollan,

reduciéndose ésta tras un bloqueo con anticuerpos anti-MIF [181]. Los estudios de
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expresioén realizados en humanos han reflejado un significativo aumento de MIF en
pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal [181-183]. Este aumento podria
provocar la inmovilizacién de los macréfagos y facilitar su localizacién en la mucosa
intestinal, con la posterior produccién de citoquinas inflamatorias. MIF, ademas, puede
provocar la activaciéon de las células dendriticas [184] que, junto con las citoquinas
inflamatorias, estan implicadas en la supervivencia de las células T activadas y en el
mantenimiento de una mucosa intestinal inflamada en un ambiente como el
desarrollado por los pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal. Por lo tanto la
pérdida de una eficiente regulacién de MIF en la enfermedad de Crohn y colitis

ulcerosa podria estar contribuyendo a un amplio espectro de respuestas inflamatorias,
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bien de la inmunidad innata bien de la
inmunidad adquirida [178, 179].

Para el estudio de la regién promotora del gen MIF analizamos los polimorfismos
MIF-173*C/G vy el microsatélite (CATT)n. Hemos demostrado que el alelo MIF -173*C
estd asociado con un incremento de 1,4 en el riesgo de padecer la enfermedad. Aun
mas, la homocigosidad del alelo MIF-173*C presenta una OR de 1,8 tanto en la
enfermedad de Crohn como en la colitis ulcerosa, lo que implica que los efectos del
alelo MIF -113*C son dosis dependiente para la predisposiciéon genética a la
enfermedad inflamatoria intestinal.

Los datos obtenidos en nuestro estudio [185] indican que MIF esta implicado en
la patogénesis de la enfermedad inflamatoria intestinal. Esta conclusién se apoya en las

evidencias previas que muestran que el alelo MIF-173*C esta relacionado con uh@
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mayor produccién de MIF, tanto in vitro como in vivo [186], ademas de la observacién
de que los niveles de MIF estan sobreexpresados en pacientes de colitis ulcerosa y
enfermedad de Crohn. [181, 183].

En la literatura existe otro estudio donde se muestra que el alelo MIF -173*C no
estd asociado a la colitis ulcerosa. Este hecho es facilmente explicable por las
diferencias en las frecuencias alélicas entre las distintas poblaciones, ya que fue
realizado en japoneses. Prueba de ello son numerosos ejemplos que muestran que
mutaciones tan importantes como NOD2/CARDI15, SLC22A4, SLC22A5 o DLGS5 estan
asociadas a la enfermedad inflamatoria intestinal en poblaciones caucasicas y no en la
poblacidn asiatica [187-189].

De los analisis genotipo-fenotipo podemos concluir que MIF parece no estar
actuando en las formas mas severas de la enfermedad, por lo que se sugiere que esta
asociado a la susceptibilidad mas que a la severidad. De acuerdo con este hallazgo se
encuentran las asociaciones previas encontradas con el gen MIF y otras patologias
autoinmunes, como artritis juvenil idiomatica [186], psoriasis [179] o lupus eritematoso
sistémico [190], en las cuales esta relacionado con la susceptibilidad y no con la
severidad de los subgrupos clinicos. Nuestros datos, contribuyen de forma sélida a
apoyar la hipétesis de que las enfermedades autoinmunes comparten en alguna

medida genes y vias fisiopatolégicas comunes.
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Interleunkin 23 Receptor. IL23R

NOMBRE GEN IL23R
LOCALIZACION —
CROMOSOMICA pal.
FUNCION Receptor Interleucina 23
NOMBRE PROTEINA IL23R

rs1004819 G/A rs1343151 G/A
POLIMORFISMOS rs7517847 A/C rs10889677 C/A
ANALIZADOS rs10489629 G/A rs11209032 G/A

rs11209026 G/A rs1495965 G/A

VARIANTE SNPs

La interleucina 23 (IL-23) es una citoquina descubierta recientemente que tiene
estructura y funciones semejantes a la citoquina proinflamatoria IL-12. Se ha observado
que es secretada principalmente por células dendriticas activadas, monocitos y
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macroéfagos. Los modelos murinos de enfermedad inflamatoria intestinal muestran que
la IL-23 juega un papel fundamental en la inflamacién crénica intestinal [191] y que al

bloquearla reduce la enfermedad. Su capacidad proinflamatoria es debida a su papel
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en la regulacién de las células Thl7, las cuales secretan citoquinas proinflamatorias
como IL-1,IL-6, TNF-a, e IL-22, entre otras. Probablemente la IL-23 esté creando un
“loop” autocrino en el sistema inmune innato, que dirige la produccién de mediadores
proinflamatorios que contribuyen a la respuesta inflamatoria intestinal [192].

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio demostraron que el gen de la
IL23 no es polimorfico en nuestra poblacién, por ello, se decidié abordar un estudio
replicativo del receptor(IL23R) de dicha citoquina.[193].

Para analizar el andlisis del gen IL23R seleccionamos 8 variantes genéticas a lo
largo de todo el gen aplicando un criterio de Tag SNPs, basado en datos obtenidos en

HapMap (www.hapmap.org). Gracias a esta estrategia se puede recoger toda la

informacién genética de un haplotipo con el andlisis de unos pocos SNPs
representantivos de dichos haplotipos.

Nuestros datos mostraron que el marcador mas fuertemente asociado con
proteccién a la enfermedad inflamatoria intestinal, ha sido el rs11209026, (p=1E-03, OR
0.3 IC. 0.1-0.7). Este polimorfismo provoca un cambio de aminoacido de arginina a
glutamina, que afecta al residuo 50 de la proteina, concretamente se sitia en la regién
inicial de la porcién intracitoplasmatica del receptor. Aun son necesarios estudios
funcionales para determinar si este polimorfismo provoca una pérdida o ganancia de
funcién. El resto de polimorfismos asociados también confieren proteccién frente a la
enfermedad, hecho demostrado en el estudio de independencia realizado al
estratificar por el polimorfismo rs11209026. Esto pone de manifiesto la importancia de
los distintos splicing alternativos, es decir, que el grado de proteccion varia segun el
numero de alelos portados por cada individuo de forma independiente a pesar de
formar un bloque haplotipico bien definido.

Para completar el estudio se realizé un analisis de interaccién génica con NOD2/

CARD15, no encontrandose diferencias en la distribucién de las frecuencias alelicas y
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genotipicas tras la agrupacién por NOD2/CARDIS. Este analisis nos determina la
independencia en la segregacién de marcadores asociados a la enfermedad. De igual
modo se estudioé la posible implicacién de los marcadores analizados con respecto a
los patrones clinicos y aunque se observaron leves diferencias entre los distintos
subfenotipos, éstas no llegaron a ser estadisticamente significativas.

Nuestro estudio ha confirmado la asociacién previamente descrita en una
poblacién Germana [194, 195]. Es importante destacar que recientemente se ha
replicado en numerosos estudios [195-203] convirtiéndose en el estudio replicativo
mas robusto hasta la fecha tras el descubrimiento de NOD2/CARDI5 en el 2001. Por el
momento no ha habido ningin grupo que presente resultados contradictorios,
incluidas la siempre tan distinta poblacién japonesa [204] y las poblacién pediatrica de
enfermedad de Crohn [205, 206].

Los resultados obtenidos en los diferentes estudios muestran que los
polimorfismos de ILZ3R estan asociados tanto a la enfermedad de Crohn como a la
colitis ulcerosa, dando asi soporte a la teoria que mantiene que ambas patologias
comparten genes de susceptibilidad/proteccién. En el caso de la IL-23 estamos
incidiendo sobre una via fisiopatologica comun, no sélo a la enfermedad inflamatoria
intestinal, si no también a otras patologias autoinmunes (espondilitis anquilosante
psoriasis y enfermedad inflamatoria intestinal) [207] en las que también estos
polimorfismos de IL23R se han visto asociados. Con estos datos se ha propuesto que
ILZ3R podria ser un gen comun de susceptibilidad/proteccién a enfermedades
autoinmunes organoespecificas. Dicha teoria estd a su vez avalada por estudios
realizados en enfermedades autoinmunes sistémicas como la AR o LES (en los que la
presencia de autoainticuerpos es importante y ademas estan asociadas a PTPN22), los

cuales han resultado negativos para la asociaciéon con IL23R [208, 209].
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MYO9B

NOMBRE GEN MYO9B
LOCALIZACION CROMOSOMICA 19p13.11

FUNCION Integridad de la barrera intestinal
NOMBRE PROTEINA miosina IXB
rs2305767,A/G

POLIMORFISMOS ANALIZADOS 151457092 C/A

rs2305764 G/A

VARIANTE SNPs

La alteracién de la permeabilidad de la barrera intestinal es un proceso capital
para el desarrollo de la enfermedad inflamatoria intestinal. Aunque no se conoce con
exactitud el papel que puede estar jugando la miosina 9b, se postula que gracias a su
capacidad de remodelado del citoesqueleto (mediante su actividad GTPasa
dependiente de Rho) ésta puede afectar a las uniones intimas célula-célula. Ademas,
los estudios de expresién indican que la miosina 9b se expresa en células epiteliales
intestinales [210]. Recientemente se han visto asociados polimorfismos en el gen
MYOOB con la Enfermedad celiaca, en la cual la permeabilidad de la barrera también

se encuentra comprometida[211].
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Nuestros datos obtenidos tras el analisis de los polimorfismos tipo SNPs
rs2305767 (A/G), rs1470902 (C/A) rs2305764 (G/A) indican que estan asociados a la
Colitis ulcerosa en nuestra poblacién, y por el contrario no estan asociados a la
enfermedad de Crohn [212].

Por otro lado un estudio reciente llevado a cabo en la poblacién italiana a
encontrado asociacién con la enfermedad de Crohn y no con la colitis ulcerosa [213],
en contraposiciéon con un estudio publicado en la poblacién canadiense de colitis
ulcerosa [214]. Por ultimo en un estudio realizado en la poblacién noruega de
enfermedad inflamatoria intestinal no se detectd asociacién ni con enfermedad de
Crohn ni con colitis ulcerosa [215]. La falta de replicabilidad de los estudios hasta

ahora realizados en la enfermedad inflamatoria intestinal ,al igual que ha ocurrido en
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la enfermedad celiaca, podria ser un reflejo del bajo valor de OR mostrado por los
polimorfismos, derivandose en una sobre-estimacién del poder estadistico de los
estudios. A este respecto nuestro estudio tiene un 68% de poder estadistico para una
OR de 1.2, significando un fuerte poder estadistico teniendo en cuenta nuestro tamarfio
muestral (1306 pacientes). Otra posible explicacién la podemos encontrar en la propia
heterogeneidad de la enfermedad. La colitis ulcerosa “per se” alberga diferentes
subgrupos de pacientes, pudiendo mostrar una asociacion diferencial de los
polimorfismos de la MYO9B con algun subgrupo concreto. Tal es asi, que si ese
subgrupo es mas prevalente en una poblacién dada, la asociacion de MYO9B sera mas
evidente que en otras poblaciones donde dicho subgrupo este menos representado. En
nuestro estudio no encontramos diferencias de asociacién de MYOIB entre los distintos
subgrupos clinicos de la enfermedad. Con lo cual esta ultima teoria seria aplicable
para nuestro caso.

El que los polimorfismos del gen MYO9B no estén asociado a la enfermedad de
Crohn, no es facilmente explicable, ya que aun no conocemos con exactitud si las
funciones de la barrera son diferentes entre enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa.
Cabe destacar que no es la primera vez que se han descrito en la literatura cientifica
diferencias genéticas entre ambas enfermedades, como NOD2/CARDI15 o ATG1611 que
sblo esta asociado a la enfermedad de Crohn [101, 216,217] o CARD4 [218],solamente
asociadas a colitis ulcerosa.

Por lo tanto podemos hipotetizar que el gen MYOIB estaria afectando exclusivamente a
la susceptibilidad a padecer colitis ulcerosa y que probablemente esté relacionado

con la pérdida de tolerancia a agentes ambientales.
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5. CONCLUSIONES
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. La insercién/deleccién -94 ATTG de la regiéon promotora del gen NFKBI no esta
implicada en la susceptibilidad/protecciéon genética a padecer enfermedad
inflamatoria intestinal en nuestra poblacion.

. Nuestro trabajo representa el primer analisis del polimorfismo 1858 C/T del gen
PTPN22 en relaciéon con la enfermedad inflamatoria intestinal y a pesar de
haberse considerado como un marcador comun de autoinmunidad nuestros
resultados no reflejan gran relevancia en la genética de la enfermedad
inflamatoria intestinal

. Los analisis realizados con el microsatélite (GT)n de la regién promotora del gen
FOXP3 nos permiten descartar a este polimorfismo como un factor de riesgo
genético para la enfermedad inflamatoria intestinal.

. Los polimorfismos (TAAA)n y (CTTTT)n del gen NOS2A y las variantes genéticas
tipo SNP -786 T/C y +894 G/T del gen NOS3 no juegan un papel fundamental en
la predisposicién genética a la enfermedad inflamatoria intestinal.

. En nuestra poblaciéon, el alelo MIF-173*C se presenta como un marcador
genético de susceptibilidad tanto para la enfermedad de Crohn como para la
colitis ulcerosa.

. El analisis de los SNPs y haplotipos estudiados en el gen IL23R han revelado su
posible papel como nuevos marcadores genéticos de susceptibilidad/proteccion
asociadas a la enfermedad inflamatoria intestinal.

. Las variantes genéticas analizadas en el gen de la MYO9B muestran una
asociacién diferencial entre la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn.;
Mostrandose dicho gen como neutro para la enfermedad de Crohn y como

marcador de susceptibilidad para la colitis ulcerosa
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6. PERSPECTIVAS
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La mayoria de las enfermedades autoinmunes se caracterizan por ser
multifactoriales, en dichas enfermedades intervienen tanto factores ambientales como
genéticos. La finalidad del trabajo aqui presentado ha sido contribuir modestamente al
conocimiento acerca de los genes implicados en la enfermedad inflamatoria intestinal.
Entre ellos cabe destacar los datos obtenidos con los marcadores de los genes MIF,
MYOOIB y IL23R ya que se han encontrado asociados a la enfermedad confiriendo tanto
proteccién como susceptibilidad genética. No obstante no debemos restar importancia
a los resultados de no asociaciéon que son igualmente informativos, puesto que en
algunos casos han servido bien para demostrar la heterogeneidad genética y clinica
inherente a la enfermedad inflamatoria intestinal o bien para mostrar a la comunidad
cientifica discrepancias entre estudios, ayudando a si profundizar mas en los temas
tratados y al mejor entendimiento de los genes estudiados. Ademas los estudios cuyo
resultado es la no asociacidn sirven a otros investigadores para evitar el consiguiente
gasto de recursos y tiempo. No debemos olvidar que los razonamientos y esfuerzos en
la seleccién y analisis de genes siguen los mismos f{iltros, independientemente del
resultado final obtenido, es decir, “es igual de dificil descubrir una regiéon de
asociacién con una patologia que una regién de no asociacion”. PK Gregersen.

Las hipoétesis actuales proponen que debe haber unos pocos genes implicados
fuertemente en la patologia inflamatoria intestinal y una elevada panoplia de genes
que contribuyen con un efecto mas modesto. En los ultimos afios el avance en el
conocimiento de la genética de las enfermedades complejas, como la enfermedad
inflamatoria intestinal, ha experimentado un crecimiento ciertamente espectacular. La
enfermedad de Crohn fue descrita, por el Doctor Crohn et col, en la década de los
cuarenta y desde ese momento hasta el afio 2005 sbélo se habia descrito NOD2/

CARD15como gen implicado y bien caracterizado. A dia de hoy, sélo en el afio 2007 se
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han propuesto mas de diez genes candidatos y al menos dos de ellos bien replicados y
establecidos.

Aun queda mucho camino por recorrer, debido a que estos hallazgos todavia no
permiten conocer ni la contribuciéon exacta de cada uno de los polimorfismos, ni la
relacién entre los factores genéticos y ambientales que hacen a los individuos
susceptibles de padecer dicha enfermedad. Es decir, con los datos existentes atin no
podemos determinar de manera fehaciente el modo de herencia .

Para mejorar el conocimiento generado por los estudios genéticos en las
enfermedades comunes, se requiere un aumento en el numero de muestras, hecho
capital para otorgar mayor rigor estadistico a los andlisis y poder aumentar la
sensibilidad. Gracias al aumento en el niumero de muestras también se pueden reducir
los artefactos estadisticos, propios de las estratificaciones entre las diferentes
caracteristicas clinicas, dando asi mas valor a los andlisis genotipo-fenotipo.

Junto con el incremento en el nimero de pacientes se ha incrementado en
numero de variantes que se pueden analizar por muestra, gracias a una mejora en las
plataformas de tipaje masivo que en la actualidad permiten analizar marcadores
repartidos por todo el genoma de forma mas exhaustiva y econdémica. Los
recientemente denominados “estudios del genoma completo”(GWAS), a pesar de
cubrir aproximadamente el 60% del genoma humano, estan suponiendo una nueva
revolucion en la genética de la enfermedad inflamatoria intestinal, al igual que en el
resto de enfermedades autoinmunes. Gracias a ellos se ha podido determinar
fehacientemente que los genes IL23R y ATG16L1 estan implicados en la patogénesis de
la enfermedad inflamatoria intestinal. Ademas se han propuesto otros genes
candidatos que estan aun por replicar (PTPN2, TNFS15, desierto génico 5pl3, NCF4,
IRGM, NKX2-3, PHOX2B, NELLI). Este revolucionario desarrollo tecnolégico es

consecuencia del conocimiento generado por el Proyecto Genoma Humano y sus
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posteriores sucesores, como el Hapmap (www.hapmap.org). En la actualidad se
pueden establecer estrategias de Tag SNPs que aumentan la cobertura de las regiones
a estudiar, basandose en la relaciones de desequilibrio de ligamiento existente entre
los marcadores utilizados.

El incremento tanto del numero de muestras por estudio como el de marcadores
analizados por muestra ha provocado que se desplace el cuello de botella de los
analisis genéticos. Ahora el problema no es la seleccién de marcadores si no la ingente
cantidad de datos generados, esto ha provocado una necesidad imperiosa del
desarrollo de soportes informaticos adecuados a las nuevas necesidades. Los
genetistas tienen en este momento el desafio de dar un sentido biolégico plausible a
los datos obtenidos y eliminar las posibles correlaciones espurias.

Los analisis del genoma completo no son las tunicas fuentes novedosas de
conocimiento, ain hay que dilucidar cémo afectan otro tipo de variantes menos
estudiadas hasta el momento, nos referimos a variaciones epigenéticas (patrones de
metilacion) y a variaciones en el numero de copias de los genes dentro del genoma,
entre otras.

Estas aproximaciones, bajo el prisma de la ciencia basica, sirven para elucidar
tanto la arquitectura genética de la enfermedad inflamatoria intestinal, como el modo
de herencia de la misma, es decir pueden ayudar a esclarecer las preguntas
anteriormente expuestas y que aun siguen siendo un enigma: ;Qué genes estan
implicados en la enfermedad inflamatoria intestinal?, ¢cudl es la contribucién genética
de cada uno de los alelos implicados en la enfermedad inflamatoria intestinal?, etc.

Este conocimiento de ciencia basica tiene su reflejo directo e inmediato en la
ciencia aplicada, ya que muchas de las moléculas “descubiertas” gracias a los estudios
genéticos son ahora dianas terapéuticas que estan en fase de experimentacién y

sientan el conocimiento para los estudios farmacogenéticos y farmacogendémicos. Estos
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esfuerzos estan encaminados hacia la realizacién de una medicina individualizada para
cada paciente, basandose en su genotipo y en su capacidad de resistencia a drogas
determinadas por su genoma. En un futuro, aunando todos estos estudios se podra
establecer un consejo genético, al igual que ocurre en la actualidad con las

enfermedades mendelianas.
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PACIENTESY CONTROLES

El nimero de pacientes ha ido variando a lo largo de los estudios debido a que
la recolecciéon de muestras se ha realizado de forma simultdnea a los estudios
genéticos. La cohorte de pacientes de enfermedad inflamatoria intestinal provenientes
del Hospital Universitario Virgen de las Nieves Granada, fue obtenida gracias a la
colaboracién de la doctora Maria Rosario Gémez Garcia. La cohorte de pacientes y
controles de CAdiz ha sido obtenida gracias a la inestimable colaboracién de los
servicios de Inmunologia y Digestivo del Hospital Puerta del Mar, Cadiz.
Eventualmente se ha contado con un tercer grupo de pacientes y controles del servicio

de Inmunologia del Hospital Clinico San Carlos de Madrid.

Como poblacién sana se han
seleccionado aproximadamente 450
individuos anénimos del centro de
transfusion sanguinea de Granada.
Fueron seleccionados bajo los

criterios de edad y sexo para que

resultasen lo mas parecidos posible a

o, ® v} O JO la poblacién de enfermos.
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Descripcion de la poblacion de pacientes de EII.

Enfermedad de Crohn:

Figura 9: distribucioén de sexos en los pacientes de EC en la poblacién analizada.

® HOMBRE ® MUJER

Figura 10. Distribucién de pacientes de EC segun la edad de comienzo (Al<40,

A2>40) (%)

90,0
67,5
45,0
22,5

0

B A1(<40) B A2 (>40)
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Figura 11: la grafica muestra el porcentaje de distribucién de los pacientes de EC (%)

segun localizacién de la enfermedad

4
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Figura 12. Distribucién del comportamiento de los pacientes de EC expresado en %

B Bi(Inflamatorio) B B2(Estenosante) W B3 (Fistulizante)

40

35

30

25

20

75



Figura 13: Distribucién de pacientes con Manifestaciones extradigestivas, Cirugia,

inmunosupresién y terapia biolégica (%)
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Colitis ulcerosa:

Figura 14. Distribucién de sexo en pacientes de colitis ulcerosa (%)

® HOMBRE ® MUJER



Figura 15. Porcentaje de pacientes de colitis ulcerosa segun su la localizacién de la
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Figura 16: Manifestaciones extradigestivas en pacientes de Colitis ulcerosa (%). el 42
% de los pacientes de colitis ulcerosa presentan manifestaciones extradigestivas de las

cuales las mas frecuentes con un 36% son las articulares.
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EXTRACCION DE ADNY METODOS DE TIPA]JE.

La obtencién de ADN a partir de sangre periférica se realizé mediante métodos
estandar de extraccion de acidos nucleicos. Tras ello, para medir la calidad y el
rendimiento de la extraccién se realizaron medidas de Espectrofotometria, ajustandose
cada una de las muestras a una concentracién final de trabajo de 0.05 ng/pl.

Segun los polimorfismos a analizar se determiné la mejor estrategia de tipaje para
cada uno de ellos. Las técnicas utilizadas han sido:

PCR a tiempo real mediante sondas Tagman. Las reacciones de PCR constaron de los
siguientes reactivos y concentraciones finales:

8 ng de ADN

2.5 pul de Tagman master mix

0.125 pl de sonda Tagman 20x

ddH20 hasta completar un volumen final de reaccién de 5 pl.

El protocolo de amplificacidén estandar utilizado fue: 95° durante 2 minutos para la
desnaturalizacién inicial, seguido de 50 ciclos

. ., Figura 17, representacion de datos obtenidos pot PCR
desnaturalizacién a 92° durante 15 segundos, J P P

a tiempo real
0.8 4
con un tiempo de anneling/extensién de 1:30 ~ ’,
2 06 1
. . o
minutos a 60°. Los genotipos de cada muestra g %
g 0.4 P oy
fueron determinados automdéaticamente 0
%t -
determinando las medidas de fluorescencia 0 | | I adnd |
1] 0.2 0.4 0.6 0. 1
alelo especificas (cémo se muestra en la figura Fluorescence 1

17) en el equipo ABI Prism 7900, usando el
software 2.2.2 para la discriminacién alélica (Applied Biosystems).
El tipaje de los microsatélites fue llevado a cabo mediante la tecnologia de PCR

combinada con fluorocromos. Tras la reaccién de PCR se determiné el tamafio de los
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fragmentos mediante electroforesis capilar, llevado en el secuenciador automatico de

ADN (ABI Prism 3100 genetics analyzer, Applied Biosystems). Usando el software

it : : : - Genotyper 3.7 se
- relaciond el tamafio de los

el fragmentos con los

— R T S distintos alelos. (figura 18)

84 6 £ 20 92 34 E3 38 100 102 104 108 108 110 12 114 1

i Para confirmar los

tiapjes de las variantes

- - o genéticas se escogieron
BS2013 fsa. BS2013 ufs IRF5 \a \3 \ﬂ \3 lﬂ \a Yﬂ \a \ﬂ 0
= algunas muestras al azar
-Figura 18. representacion gréafica de para su secuenciacion
hicrosatélites

directa por el método de
los Dideoxy. Utilizdndose para ello el
secuenciador automatico de ADN (ABI Prism 3100 genetics analyzer, Applied
Biosystem).
ANALISIS ESTADISTICO
Se disefié una base de datos en entorno de Microsoft Office en la que se han
recogido todas la variables estudiadas. El analisis estadistico de los datos se realizo
con los programas informaticos SPSS v.11.0 y Epilnfo. Para la descripccién de variables
cuantitativas se utilizé la media y desviacion estandar de la media. El desequilibrio de
ligamiento entre polimorfismos, es decir, la probabilidad de encontrar dos alelos de
diferentes polimorfismo en un mismo haplotipo, se midié mediante el parametro de
desequilibro de ligamiento normalizado D’. El valor D’ tiene un maximo de 1, indicando
que el desequilibrio de unidén es total entre los alelos en cuestidén. Para estudiar la
asociacion entre dos variables categdricas se utilizé el test de %2 de Pearson para tablas

de contingencia o la prueba exacta de Fisher cuando la frecuencia esperada en
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algunas celdas fue inferior a 5. Para evaluar el riesgo genético se utilizé la razén de
productos cruzados odds ratio (OR). El test de Mantel-Haenszel basado en la OR se
realizé para comparar las tendencias observadas entre distintas cohortes
independientes previo andlisis de homogeneidad goodness of fit, basado en la 2 de
Pearson, mediante este analisis podemos determinar la homogeneidad de las

poblaciones analizadas.
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Background: This study investigated the influence of the
NFKB1-94ins/delATTG in the susceptibility/phenotype to ulcer-
ative colitis.

Methods: We analyzed the distribution of —94ins/delATTG NFKBI
in 258 patients and 264 healthy controls from southern Spain by
a polymerase chain reaction-fluorescent method.

Results: The genotype and allele frequencies of —94ins/delATTG
did not significantly differ between patients and controls. In fact, the
frequency of the —94delATTG allele was almost identical in both
groups (34.8% and 35.4%, respectively), and the del/del genotype
was underrepresented in UC patients (11.2% versus 14%). In
addition, no association of this polymorphism was found with any of
the clinical parameters analyzed.

Conclusion: These results suggest that the NFKBI —94ins/delATTG
gene variation, previously associated with UC susceptibility in North
Americans, does not influence either susceptibility or phenotype of UC
in the Spanish population.
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he precise etiology of inflammatory bowel diseases (IBDs),

Crohn'’s disease (CD), and ulcerative colitis (UC) is poorly
understood and remains a field of intensive study. There is
increasing evidence from epidemiological'* and genome-wide
linkage studies® that genetic factors play an important role in
the predisposition to IBD. Genetic susceptibility to IBD, as in
most autoimmune diseases, is complex and heterogenous and
likely involves multiple genes of relatively low penetrance.**

IBDs are characterized by imbalanced activation of the
intestinal immune system leading to the destruction of the
mucosa and are also characterized by the production of in-
flammatory mediators, many of which are regulated by the
nuclear factor-kB (NF-kB)/Rel transcription factors.™® The
NF-kB/Rel family includes NF-kB1 (p50/p105), NF-kB2
(p52/p100), p65 (RelA), RelB, and c-Rel” The most prevalent
activated form of NF-kB is a heterodimer consisting of a p50
or p52 subunit and p65, which contains transactivation do-
mains necessary for gene induction.

The gene NFKBI is located on chromosome 4q23-q24,
spans 156 kb, has 24 exons, and encodes the NF-«kB p50/p105
isoforms.® Recently, a novel functional NFKBI promoter
polymorphism has been identified, consisting of a common
insertion/deletion (94ins/delATTG) located between two puta-
tive key promoter regulatory elements, showing functional
effects on the transcription of the NFKB1 gene.’ The presence
of a 4-bp deletion results in the loss of binding to nuclear
proteins and reduced promoter activity of NFKBI promoter-
luciferase reporter constructs in transient transfection experi-
ments. Furthermore, this deletion increased the risk for UC in
a North American population.’ The —94ins/delATTG seems to
be the first potential functional NFKBI polymorphism.

The aim of this study was to investigate whether the
NFKBI —94 ins/delATTG polymorphism is associated with
UC in a white Spanish population. Furthermore, we analyzed
the possible influence of this polymorphism in the UC
phenotype.
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MATERIALS AND METHODS

Subjects

This study includes 258 unrelated patients with UC and
264 healthy volunteer blood donors matched for sex and age.
Patients with UC were randomly recruited from 2 hospitals in
the south of Spain: Hospital Virgen de las Nieves in Granada
and Hospital Puerta del Mar in Cadiz. The patients and
controls were of white Spanish origin. UC was diagnosed ac-
cording to standard clinical, endoscopic, radiologic, and histo-
pathologic criteria.'® The clinical characteristics of patients are
shown in Table 1. Written consent was obtained from all par-
ticipants. The study was approved by the Ethics Committee of
both hospitals.

—94ins/delATTG Genotyping

DNA was isolated from anticoagulant-treated peripheral
blood mononuclear cells using standard methods. We deter-
mined the —94ins/delATTG genotypes by a polymerase chain
reaction (PCR)-based method as described.” Briefly, a 289-bp
PCR fragment was amplified from genomic DNA using the for-
ward primer 5'-TTTAATCTGTGAAGAGATGTGAATG-3’
and the reverse primer 5'-CTCTGGCTTCCTAGCAGGG-3'.
The forward primer was 5'-labeled with the fluorescent dye
6-Carboxyfluorescein amino hexy FAM. The presence or
absence of the 4-bp deletion was determined by the size of the
labeled PCR product on an ABI 3100 sequencer, using
Genescan 672 software (Applied Biosystems, Foster City,
Calif)). Selected samples were sequenced on the ABI 3100
sequencer. The sequence results accurately confirmed the
molecular weight determined by fluorescence labeling.

Statistical Methods
Deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was tested
by x* analysis. The differences in genotype distribution and

TABLE 1. Clinical Features of Patients with UC

allele frequency among the groups were examined for
statistical significance by the x? test for independence. Odds
ratios with 95% confidence intervals were calculated accord-
ing to the Woolf method. The association of the NFKBI
polymorphism with age at onset was analyzed using analysis
of variance; categorical variables were compared using the x*
test. A P value less than 0.05 was considered statistically
significant. Analyses were conducted using Epilnfo (Centers
for Disease Control and Prevention, Atlanta, Ga) (v.6) and SPSS
(Chicago, Il1.) (v.11.0) software packages.

RESULTS

Table 2 shows the genotype and allele distribution
frequencies of the —94ins/delATTG NFKBI promoter poly-
morphism in patients with UC and healthy controls. No de-
parture from Hardy-Weinberg equilibrium was observed in
patients or controls. No statistically significant differences
between groups were observed when the —94ins/delATTG ge-
notype and allele distributions were compared. The frequency
of patients with the del/del genotype was lower than in controls
(11.24% versus 14%), and the frequency of —94ins/delATTG
alleles was equally distributed in both groups. Because genetic
variation may not only contribute to disease susceptibility
but also define or modify disease phenotype, we performed
genotype/phenotype analysis. No significant association of
the “94ATTG deletion was observed with any of the clini-
cal characteristics analyzed (Table 1), indicating that the
—94ins/delATTG polymorphism does not influence the disease
phenotype either.

DISCUSSION
A previous study in a white North American population
showed an association between UC and the —94ins/delATTG
NFKB]I promoter polymorphism.® An excess of probands with

TABLE 2. Frequencies of —94ins/delATTG NFKB1 Promoter
Polymorphism Genotypes and Alleles in Patients with UC and
Healthy Subjects

Total number 258
Health

Sex (% mal 49 y
A (to s T) . mean + SD 323 = 137 Controls ue

ge at onset (yr; mean * SD) S+ 13 —94ins/delATTG [n = 264 (%)] [n = 258 (%)]
Smoking habits (%) G

Never >19 e;l(;%ples 37 (14 29 (11.24) P =048

Exfeurrent w1 dlin 13 (42)8 122 (47'29) o
Extraintestinal manifestations (%) 31.7 ) ¢ /.ms 114 (43'2) 107 (41'47)
Disease location (%) Isns (43.2) (41.47)

. e Alleles

Proctosigmoiditis 23.1 del 187 (35 180 (34.88) P = 0.85

Left-sided 317 e 341 (65) 336 (65.12) OR = 0.98

Extensive colitis/pancolitis 45.2 s (65) (65.12) © ;5_' 1.27)
Colectomy (%) 15.9 i i
Immunosuppression (%) 26 del, —94ATTG deletion; ins, —94ATTG insertion.
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the del/del genotype was found, resulting in overrepresentation
of the —94delATTG allele in patients with UC. In this study,
which is the first to attempt to replicate this association with
the NFKBI gene, we have shown no association of UC with
the above-mentioned polymorphism in Spanish patients. In
our population, the frequency of patients with the del/del ge-
notype was lower than in controls (11.24% versus 14%), and
the frequency of —94ins/delATTG alleles was equally dis-
tributed in both groups. The observed genotype and allele
frequencies in our control population for the —94ins/delATTG
variation were in good agreement with those found in the
North American white population.” Furthermore, no associ-
ation with disease phenotype was observed.

There could be several possible explanations why the
association found between —94ins/delATTG NFKBI and UC
was not replicated in our study. The simplest explanation is
that NF-kB, or the polymorphisms under study, do not play
a major role in the pathogenesis of UC. The first possibility
does not seem very likely, because an increased expres-
sion of several NF-kB subunits in macrophages and intestinal
lamina propria cells of patients with IBD has already been
reported.'’'? However, it seems that NF-kB p65 (RelA),
and not NF-kB p50 (NF-kB1), is the most relevant subunit
involved in the regulation of intestinal inflammation in
IBD.“’IZ

With regard to the functional relevance of the NFKBI
gene variation, the —94ins/delATTG NFKBI alleles seem to
affect promoter activity of the NFKBI gene and differential
nuclear protein binding.’ Nevertheless, caution should be ex-
ercised in extrapolating the results of in vitro experiments to
the individual patient, because other factors within the dis-
ease environment may affect the NF-kB production and the
biologic activity. In addition, further detailed molecular
promoter studies using cell lines of different origins are
needed to define the overall functional importance of the
—94ins/delATTG NFKBI polymorphism, bearing in mind that
other polymorphisms in linkage disequilibrium might also be
influencing the promoter activity. It is clear that NF-kB plays
an important role in autoimmunity and inflammation,>*"* but
the pathologic processes involved are complex, and further
genetic studies are required to assess the relative importance
of the NFKB gene polymorphism in relation to the genetic
predisposition to autoimmunity. It would be of interest to ex-
amine the polymorphism within other NF-kB molecules such
as NFkB2 and NFkB3 or genes encoding other components of
the NF-kB cascade such as inhibitors of NF-kB in relation to
IBD. Of note, a recent study has shown an association of the
NF-kB inhibitor o« (NFKBIA) gene with CD."*

The effects of genetic, population, and clinical hetero-
geneity, in addition to different gene—environment interac-
tions, may explain the discrepant results obtained with regard
to the influence of 94ins/delATTG NFKBI polymorphism in
UC. Thus, it is possible that the NFKBI polymorphism plays
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a role in susceptibility to UC only in the presence of envi-
ronmental factors to which the North American, but not the
Spanish, population is exposed. Differences in diet and other
lifestyle factors are known to exist between the 2 ethnic
groups. The lack of agreement between the different studies
could also be caused by the presence of false negatives
because of the relatively lower number in our study. However,
this is unlikely because our study had more than 80% power to
detect the relative risk for the polymorphism (considering an
odds ratio of 1.7) at the 5% significance level. In addition,
genotype frequencies did not differ from Hardy-Weinberg
expectations in the control population, and allele frequencies
in our white Spanish population are similar to those reported
by Karban et al.’ Alternatively, it is possible that the
haplotypic context of the —94delATTG allele is different in
North American and Spanish populations, resulting in diff-
erential susceptibility to UC when one looks only at this
polymorphism. On the other hand, it is possible that the
NFKB1 polymorphism is associated with a particular UC sub-
set underrepresented in our sample population. In this sense, it
is of note that the genome-wide screen that prompted the
study by Karban et al® showed evidence for linkage with the
region where NFKBI maps in the mixed families (CD + UC in
the same pedigree) analysis but not when the UC only families
were analyzed.'”

In summary, our data do not support the hypothesis that
there is an association between UC and the —94ins/delATTG
NFKBI polymorphism.
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Abstract

The aim of this study was to assess the possible association between the protein
tyrosine phosphatase non-receptor 22 (PTPN22) gene 1858C—T (rs2476601,
encoding R620W) polymorphism and inflammatory bowel disease (IBD). Our
study population consisted of 1113 IBD [544 ulcerative colitis (UC) and 569
Crohn’s disease (CD)] patients and 812 healthy subjects. All the individuals were
of Spanish white origin. Genotyping of the PTPN22 gene 1858C—T poly-
morphism was performed by real time polymerase chain reaction technology,
using TagMan 5'-allelic discrimination assay. The frequency of the PTPN22
1858T allele in healthy subjects was 6.2% compared with 6.7% in the UC
patients and 5.1% in Crohn’s patients. No statistically significant differences
were observed when the PTPN22 1858C—T allele and genotype distribution
among CD patients, UC patients and healthy controls were compared. These
results indicate that the PTPN22 1858C—T polymorphism does not appear to
play a major role in IBD predisposition in our population.

The precise etiology of inflammatory bowel diseases
(IBD), Crohn’s disease (CD), and ulcerative colitis (UC)
is poorly understood and remains a field of intensive
investigation. There is increasing evidence from epidemi-
ological and genome-wide linkage studies that genetic
factors play an important role in the predisposition to
IBD (1-3). Genetic susceptibility to IBD, as in most auto-
immune diseases, is complex and heterogenous and probably
involves multiple genes of relatively low penetrance (3, 4).
Protein tyrosine phosphatases (PTPs) are critical regu-
lators of T-cell signal transduction (5). In conjunction with

*These authors have contributed equally to this work.
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protein tyrosine kinases, PTPs regulate the reversible
phosphorylation of tyrosine residues and thereby play
important roles in many different aspects of T-cell physiol-
ogy (6). Abnormalities in tyrosine phosphorylation have
been shown to be involved in the pathogenesis of numer-
ous human diseases from autoimmunity to cancer (7).
Thus, T cells displaying disregulated tyrosine phosphory-
lation would be expected to mediate the pathological pro-
cess in autoimmunity. Because of their potential
etiological and pathogenic roles in human disease, PTPs
can be considered as good candidate genes in the study of
genetically determined diseases.

The PTP non-receptor 22 (PTPN22) gene, located on
chromosome 1pl3, encodes a lymphoid-specific phospha-
tase (Lyp). Lyp is an intracellular PTP with a mole%léar

Tissue Antigens 66 (2005) 314-317 © 2005 Blackwell Publishing Ltd
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weight of 110 kDa containing a N-terminal catalytic domain
and a non-catalytic C terminus with four proline-rich
domains (8). Lyp is physically bound through one proline-
rich motif (referred to as P1) to the SH3 domain of the Csk
kinase (9). The ability of Csk and Lyp to inhibit T-cell
receptor signaling requires their physical association (10).
Recent findings suggest that a PTPN22 single nucleotide
polymorphism (SNP) (rs2476601; 1858C—T; R620W),
located at the P1 motif, disrupts the interaction between
Lyp and Csk, avoiding the formation of the complex and
therefore, the suppression of T-cell activation (11).
Furthermore, the PTPN22 R620W polymorphism has
been reported to be associated with autoimmune diseases
such as type 1 diabetes mellitus (T1D), rheumatoid arthritis
(RA), and systemic lupus erythematosus (SLE) (11-13). In
contrast, no evidence of association between multiple sclero-
sis (MS) with the PTPN22 R620W variation was observed
(14, 15).

Taking into account these findings, the aim of this study
was to assess the role of the PTPN22 1858C—T poly-
morphism in the genetic predisposition to IBD.

A total of 1113 IBD (544 with UC and 569 with CD)
patients were recruited from three Spanish hospitals:
Hospital Virgen de las Nieves (Granada), Hospital Puerta
del Mar (Cadiz), and Hospital Clinico San Carlos (Madrid).
The diagnosis of CD or UC was established according to
conventional clinical, radiological, endoscopic, and histolo-
gical criteria (16). Cases with an undetermined colitis were

PTPN22in IBD

excluded from the study. A total of 812 blood bank donors
and bone marrow donors with no family history of an
autoimmune disease of the corresponding cities were
included as healthy controls. IBD patients and controls
were matched by age and sex. All the subjects, patients
and controls, were of Spanish white origin and were
included in this study after written informed consent. We
obtained approval for the study from all local ethical com-
mittees of the corresponding hospitals.

Table 1 summarizes the PTPN22 1858C—T genotypic
and allelic frequencies in Crohn’s patients, UC patients,
and healthy subjects. The allelic distribution was similar to
that obtained in other Caucasian populations (11, 12). No
deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium were
observed for PTPN22 1858C—T genotypes in any of the
patient groups and healthy controls. The frequency of the
PTPN22 1858T allele in healthy subjects was 6.2% com-
pared with 6.7% in the UC patients, 5.1% in the Crohn’s
patients, and 5.9% in the combined IBD patient popula-
tion. No statistically significant differences were observed
when the PTPN22 1858C—T allele and genotype distri-
bution between CD patients, UC patients, and healthy
controls were compared. Furthermore, combined pheno-
type of CD and UC (IBD patients) do not show a
significant difference in the frequency of PTPN22
1858C—T polymorphism compared with controls. The
sample size used in the UC and CD studies had 84 and
78% power, respectively, to detect the effect of the SNP

Table 1 PTPN22 1858C—T genotypic and allele frequencies in healthy controls, ulcerative colitis (UC) patients, Crohn’s disease (CD) patients

PTPN22 1858C—T Controls uc uc OR CD CD OR

genotype n 812 (%) n 544 (%) P values (95% ClI) n 569 (%) P values (95% ClI)
0.93 1.28

CcC 714 (87.93) 474 (87.13%) 0.66 (0.66-1.31) 514 (90.33) 0.16 (0.89-1.85)
1.05 0.74

CT 95 (11.70) 67 (12.32) 0.76 (0.74-1.49) 51 (8.96) 0.09 (0.51-1.07)
1.5 1.91

TT 3(0.37) 3 (0.55) 0.62 (0.24-9.27) 4(0.71) 0.39 (0.36-10.75)

PTPN22 1858C—T allele
0.91 1.20

C 1523 (93.78) 1015 (93.29) 0.6 (0.67-1.25) 1079 (94.82) 0.25 (0.86-1.67)
1.08 0.82

T 101 (6.22) 73 (6.71) 0.6 0.79-1.50 59 (5.18) 0.25 (0.58-1.16)

Cl, confidence interval; OR, odds ratio.

DNA from patients and controls was obtained from peripheral blood using standard methods. Genotyping of the PTPN22 SNP (rs2476601; 1858C—T;
R620W) was performed using a TagMan 5'-allelic discrimination Assay-By-Design method (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), as previously
described (17). In order to confirm the genotyping obtained by the Tagman 5-allelic discrimination assay, polymerase chain reaction-restriction fra-
gment length polymorphism was performed on representative samples from each genotype as previously described (11). Allelic and genotypic fre-
guencies of PTPN22 1858C—T were obtained by direct counting. Statistical analysis to compare allelic and genotypic distributions was performed by
2 test calculated on 2 3 or 2 2 contingency tables. The software used was sTaTcaLc program (Epi Info 2002; Centers for Disease Control and Pre-
vention, Atlanta, GA, USA). Statistical significance was P 0.05. The power of the study to detect an effect of a polymorphism in disease susceptibility
was estimated using the auanto v 0.5 software (Department of Preventive Medicine University of Southern California, CA, USA) assuming dominant
inheritance model (18).
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conferring an odd ratio 1.7 at the 5% significance level.
Overall, we observed no evidence of genetic association
between the PTPN22 R620W polymorphism and IBD
susceptibility.

The association of TID, RA, SLE, juvenile idiopathic
arthritis, Graves, Hashimoto, and Addison diseases
(19-22)susceptibility with the PTPN22 1858C—T poly-
morphism suggests that the PTPN22 1858T allele pre-
disposes individuals to developing autoimmune diseases.
These data raised the hope of having a common marker
for the autoimmune diseases as well as a common underlying
mechanism for autoimmunity and indicate that this SNP
should also be studied in other autoimmune disorders.
However, PTPN22 1858C—T polymorphism does not
seem to be a critical point in the susceptibility to IBD.
Interestingly, our data are in accordance with recent
reports in which no association evidence of association
between the PTPN22 1858 SNP with MS was observed
(14, 15). The finding that IBD and MS are not associated
with the PTPN22 1858T allele, where other autoimmune
diseases, such as T1D, RA, SLE, and Graves disease are,
suggest that the latter diseases share common underlying
mechanism that may not have an important role in the
predisposition to IBD or MS. It is worth noting that in
most autoimmune diseases associated with PTPN22
1858C—T polymorphism are characterized by the presence
of autoantibodies that are related with clinical outcome.
Kyogoku et al. (13) proposed that PTPN22 1858C—T vari-
ant may predispose individuals to autoimmune diseases by
facilitating the generation of certain disease-associated auto-
antibodies, thereby contributing to disease progression.
IBD, and also MS, is thought to be primarily a T-cell-
mediated disease, and although there are reports on
the presence of autoantobodies in IBD, such as anti-
Saccharomyces cerevisiae antibody, anti-neutrophil cyto-
plasmatic antibody with perinuclear staining, their role in
disease pathogenesis and progression is not well established
(23).

Similar findings have been reported concerning the
influence of CTLA-4 gene in autoimmunity. While the
CTLA-4-CT60 marker has been associated with a range
of autoimmune diseases, such as T1D, Graves’ disease,
thyroiditis, and SLE (24, 25), no linkage was observed
with RA (26, 27) or celiac disease (28-30). These findings
support the notion that common susceptibility alleles are
not shared among all autoimmune diseases but rather only
among certain groups of autoimmune diseases.

It is possible that different genetic backgrounds could
condition the effect of the PTPN22 polymorphism, but it
seems not to be the reason, because the PTPN22 poly-
morphism confers susceptibility to other autoimmune dis-
eases such as RA and SLE with the same genetic
background (12, 13, 17). Furthermore, there are no sig-
nificant  differences between 1858C—T  genotype
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distribution of control groups from North America,
where an association of the PTPN22 1858C—T poly-
morphism with RA and SLE was described, and the
South Spain population.

In summary, the present study is the first to investigate
the role of PTPN22 1858C—T polymorphism in IBD, and
our data suggest that the PTPN22 1858 SNP has no or
only a negligible effect on IBD susceptibility in this
Spanish population. However, a minor effect of the
PTPN22 SNP cannot be ruled out, and this can only be
verified in an extremely large data set.
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ABSTRACT: The aim of this study was to assess the
possible association of the functional (GT), microsatellite
polymorphism in the FOXP3 gene with predisposition to
several autoimmune diseases such as systemic lupus ery-
thematosus (SLE), rheumatoid arthritis (RA), ulcerative co-
litis (UC), Crohn’s disease, and celiac disease. We analyzed
a case-control cohort composed of 231 SLE patients, 293
RA patients, 528 inflammatory bowel disease (354 Crohn’s
disease patients and 260 UC patients) patients, 103 celiac
disease patients, and 274 healthy controls ethnically
matched. Genotyping of (GT), microsatellite was per-
formed by polymerase chain reaction (PCR)-based method
combined with fluorescent technology. We found no evi-
dence for association of this polymorphism between controls

ABBREVIATIONS

AID autoimmune diseases

CI confidence interval

HLA human leukocyte antigen

IBD inflammatory bowel disease

OR odds ratio

PBMC  peripheral blood mononuclear cell

INTRODUCTION

Autoimmune diseases (AID) affect approximately 5% of
the population and are characterized by loss of self-
tolerance causing immune-mediated tissue destruction
[1]. AID share a number of characteristics that suggest
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and these autoimmune disease patients. Additionally, no
differences in the genotype and allele distribution were
found when patients were stratified according to clinical
manifestation. The (GT), microsatellite of the FOXP3 gene
may not play a relevant role in the susceptibility to SLE,
RA, inflammatory bowel disease, and celiac disease in
our population. Human  Immunology 66, 869-873
(2005). © American Society for Histocompatibility and
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PCR polymerase chain reaction
RA rheumatoid arthritis

SLE systemic lupus erythematosus
T1D type 1 diabetes

Tregs regulatory T cells

ucC ulcerative colitis

common etiologic pathways or mechanisms, including
reactivity to self-antigens, inflammatory manifestation,
as well as genetic associations with human leukocyte
antigens (HLA) {2}. Although the etiology of AID is
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unknown, it is widely accepted that both environmental
and genetic factors are involved in the pathogenesis of
these disorders {3}. The genetic background of AID is
complex and likely involves multiple genes encoding
proteins with significant functions in the regulation of
the immune system.

Regulatory T cells (Tregs) are important components
of the homeostasis of the immune system, because im-
paired regulatory T-cell activity can cause AID {4, S5}.
There is compelling evidence that the role of Treg is not
limited to the prevention of autoimmunity, but is im-
portant in controlling virtually all forms of immune
response, including inflammation. FoxP3/Scurfin gene
encodes a protein that is a member of the forkhead/
winged-helix family of transcriptional regulators, and is
specifically expressed in naturally occurring CD25 " CD4™
regulatory T cells {6, 7]1. Furthermore, retroviral gene
transfer of Foxp3 converts naive T cells toward a regulatory
T-cell phenotype similar to naturally occurring CD4+
regulatory T cells [7]. Thus, Foxp3 is a master regulatory
gene for the development of regulatory T cells.

A rare recessive monogenetic disorder called IPEX
(immune dysregulation, polyendocrinopathy, including
type 1 diabetes, enteropathy, and X-linked syndrome), is
caused by a mutation in the FOXP3 gene on human
chromosome Xp11.23 {8}. Because of the pathologic role
in the maintenance of the immune system and the vari-
ation in the balance between pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokines, dysregulation of FOXP3/Scurfin
gene expression may lead to the development of AID. Of
interest, Bassuny ez 2/, reported an association of a func-
tional microsatellite polymorphism (GT), of FOXP3
gene with susceptibility to type 1 diabetes (T1D) in a
Japanese population [9].

There is increasing evidence that AID share a common
genetic risk factor, which is suggested by the familial
aggregation of autoimmunity and also that the chromo-
somal region linkage to AID tends to overlap. Taking into
account these findings, the aim of our study was to exam-
ine the possible influence of the functional (GT), polymor-
phism in the FOXP3 gene on genetic predisposition of a
panel of autoimmune diseases, namely rheumatoid arthri-
tis (RA), systemic lupus erythematosus (SLE), inflamma-
tory bowel disease (IBD), and celiac disease.

PATIENTS AND METHODS
Patients

A total of 231 SLE patients, 293 RA patients, 528 IBD
patients (354 Crohn’s disease patients and 260 UC pa-
tients), 103 celiac disease patients, and 274 healthy
controls included in this study were recruited from Hos-
pital Virgen de las Nieves (Granada) and Hospital
Clinico San Cecilio (Granada), Hospital Puerta del Mar

E. Sdnchez et al.

(Cadiz), and Hospital Materno-Infantil (Granada). SLE
and RA patients fulfilled the classification criteria of the
American College of Rheumatology [10, 11}. Celiac
disease patients were diagnosed following the European
Society for Pediatric Gastroenterology and Nutrition cri-
teria for celiac disease {12}. IBD patients were diagnosed
according to standard clinical, endoscopic, radiologic,
and histopathologic criteria {13]. All the subjects, cases
and controls, were Caucasian Spanish, living in the same
geographic area and were matched for age and sex. All
study subjects were included in this study after written
informed consent. We obtained approval for the study
from all local ethical committees of the corresponding
hospitals.

Genotyping

Genomic DNA was isolated from anticoagulant-treated
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) using stan-
dard methods. Genotyping of the (GT), microsatellite
marker located between exon —1 and exon 1 of the
FOXP3 gene was performed by a polymerase chain reac-
tion (PCR)-based method as previously described {9}, us-
ing the following primers: forward, 5'-CAACCATTG-
CCCTCATAGAGG-3', and reverse, 5'-GGCGGTATG-
AGATACTCGACCA-3'. The forward primer was 5’ la-
beled with the fluorescent dye 6-FAM and the lengths of
the fragments were analyzed in an ABI PRISM 3100
Genetic Analyzer and using a Genescan 672 software (Ap-
plied Biosystems, Foster City, CA). To verify the repeat
numbers of each allele we used direct sequencing using
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Statistical Analyses

Allelic and genotypic frequencies of FOXP3 polymor-
phism were obtained by direct counting. Statistical anal-
ysis to compare allelic and genotypic distributions was
performed by chi-square test. Odds ratios (ORs) and 95%
confidence intervals (95% CI) were calculated according to
Wolf's method. The software used was Statcalc program
(Epi Info 2002; Centers for Disease Control and Preven-
tion, Atlanta, GA). p Values were corrected for the number
of alleles determined using the Bonferroni test, and p
values below 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

The genotype and allele distribution frequencies of the
(GT), FOXP3 microsatellite in AID patients and healthy
controls is shown in Tables 1 and 2. In both patient and
control groups, genotype and allele frequencies did not
deviate significantly from those expected from Hardy-
Weinberg equilibrium. We found seven different alleles
comprising repeat and bp ranges (GT),,—~(GT),g and
255-267, respectively. The most frequent alleles were
(GT),5 (54.1%) and (GT),, (36.6%) in the control
91
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TABLE 1 Genotype distribution of FOXP3/Scurfin (GT), in female and male controls and SLE, RA, CD, UC,

and celiac disease patients

SLE (%) RA (%) CD (%) UC (%) Celiac disease (%) Controls (%)
Female (n = 206) (n = 232) (n = 177) (n = 130) (n = 65) (n = 147)
(GT),,/(GT),5 0 1(0.4) 8 (4.6)* 2(1.5) 0 1(0.7)
(GT),14/(GT),4 0 0 2(1.1) 0 (0) 0 0
(GT),5/(GT),5 62 (30.1) 72 (31) 45 (25.4) 34 (26.2) 18 (27.7) 44 (30)
(GT),5/(GT),4 94 (45.7) 108 (46.6) 74 (41.8) 50 (38.5) 29 (44.6) 62 (42.2)
(GT);5/(GT),5 9(4.3) 8(3.5) 16 (9) 6 (4.6) 5(7.7) 8 (5.4)
(GT), (GT), 4 29 (14) 33 (14.2) 14 (7.9) 30 (23.1)° 8(12.3) 18 (12.2)
(GT),,/(GT),4 8(3.9) 8(3.5) 12(6.8) 5(3.8) 2(3) 5 (3.4)
Others 4(2) 2(0.8) 6 (3.4) 3(2.3) 3(4.7) 9(6.1)
SLE (%) RA (%) CD (%) UC (%) Celiac disease (%) Controls (%)
Males (n = 25) (n = 61) (z = 107) (n = 114) (n = 38) (n = 127)
(GT),4 0 0 2(1.9) 2(1.8) 0 0
(GT),5 16 (64) 32(52.5) 59 (55.1) 57 (50) 25 (65.7) 69 (54.3)
(GT)¢ 7 (28) 25 (41) 42 (39.2) 50 (43.8) 11 (29) 47 (37)
(GT),, 1(4) 4(6.5) 3(2.8) S (4.4) 2(5.3) 11 (8.7)
Others 1 (4) 0 1(0.9) 0 0 0

Abbreviations: SLE = systemic lupus erythematosus; RA = rheumatoid arthritis;

*p = 0.03, p corrected = NS.
b p = 0.01, p corrected = NS.

group. FOXP3genotypes and alleles with a frequency of
=2% in patients or controls were jointly considered. The
allele frequencies observed in our control population
were in good agreement with allele frequencies found in
other Caucasian South-European population {14}. How-
ever, these allele frequencies contrast significantly with
those detected in the Japanese population (Table 3).
No statistically significant differences were observed
between allele frequencies of SLE, RA, or celiac patients

CD = Crohns disease; UC = ulcerative colitis.

and controls. In addition, we found no association of this
polymorphism and genotype frequencies in female and
male patients with these AID. With regard to the IBD
patients, the (GT),/(GT),, genotype was slightly in-
creased in UC patients (23.1% versus 12.2% in the
control group, p = 0.01, p. = not significant, OR =
2.15,95% CI = 1.08-4.29). We observed a statistically
significant deviation in the distribution of the (GT), 4
allele among the female Crohn’s patients (5.1% versus

TABLE 2 Distribution of allele frequencies of FOXP3/Scurfin (GT),, in female and male SLE, RA, CD, CU,

celiac disease, and healthy controls

Alleles SLE (%) RA (%) CD (%) UC (%) Celiac Disease (%) Controls (%)
Female Size (bp) (n = 412) (n = 462) (n = 354) (n = 260) (n = 130) (n = 294)
(GT), 4 259 0 1(0.2) 18 (5.1)* 2 (0.8) 0 4(1.3)
(GT),5 261 228 (55.3) 263 (57) 189 (53.4) 127 (48.8) 72 (55.4) 159 (54.1)
(GT),6 263 162 (39.3) 182 (39.4) 116 (32.7) 115 (44.2) 47 (36.2) 107 (36.4)
(GT),- 265 18 (4.4) 16 (3.4) 30 (8.5) 15(5.8) 9(6.9) 19 (6.5)
Others Others 4(1) 0 1(0.3) 1(0.4) 2(1.5) 5(1.7)
SLE (%) RA (%) CD (%) UC (%) Celiac disease (%) Controls (%)
Males Size (bp) (n = 25) (n = 61) n = 107) (n = 114) (n = 38) (n = 127)
(GT), 4 259 0 0 2(1.9) 2(1.8) 0 0
(GT),5 261 16 (64) 32(52.5) 59 (55.1) 57 (50) 25 (65.7) 69 (54.3)
(GD)y4 263 7 (28) 25 (41) 42 (39.2) 50 (43.8) 11(29) 47 37)
(GT),- 265 1(4) 4(6.5) 3(2.8) 5 (4.4) 2(5.3) 11 (8.7)
Others Others 1(4) 0 1(0.9) 0 0 0

Abbreviations: SLE = systemic lupus erythematosus; RA = rheumatoid arthritis; CD = Crohns disease; UC = ulcerative colitis.

“p = 0.009, p corrected = 0.05; OR = 3.88 (1.22-13.72).
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TABLE 3 Comparative allele frequencies between Japanese and Spanish populations

Japanese controls (%)

Spanish controls (%)

Alleles (n = 472) (n = 421) p Value be
(GT),5 0 2(0.5) ns ns
(GT)y4 1(0.2) 4 (1) ns ns
(GT),5 154 (32.6) 228 (54.1) >0.000001 >0.000001
(GT),4 296 (62.8) 154 (36.6) >0.000001 >0.000001
(GT),- 11 (2.3) 30(7.1) 0.002 0.01
(GT),4 10 (2.1) 0 0.001 0.006

GT = genotyping; ns = not significant.

1.3% in the control group; p = 0.009, OR 3.88, 95% CI
= 1.22-13.72) that turned out to be nonsignificant after
applying the Bonferroni test (9., = 0.05).

corr

DISCUSSION

There is increasing evidence that common genes may
underlie autoimmunity {3, 15}. However, evidence that
specific risk alleles are associated with multiple AID is
relatively sparse. Genes within the MHC complex, and
not only the HLA alleles, are associated with multiple
autoimmunity diseases {16}. Recently there have also
been examples showing that non-HLA complex genes
play a role in the development of more than one auto-
immune disease. Thus, CTLA4 gene variants are associ-
ated with T1D, Graves’ disease, and SLE {17, 18}. In
addition, the PTPN22 R620W polymorphism has been
associated with a number of AID [19, 20}. This leads to
the hypothesis of common predisposing genes to auto-
immunity and consequently when a potential risk factor
for an autoimmune disease is discovered, such as the
FOXP3 gene, investigating its involvement in different
AID is of interest.

In the current case-control study, the possible associ-
ation of RA, SLE, IBD, and celiac disease with variants in
the FOXP3 gene was investigated. The data reveal no
association between the AID investigated with the
FOXP3 variant that was found to be associated with T1D
in the Japanese population.

The possible reason for the lack of association for this
polymorphism in our population may result from a
FOXP3/Scurfin gene located on one of the T1D suscep-
tible loci, Xp11.23, which is not a RA, SLE, IBD, or
celiac disease susceptibility loci. However, the absence of
linkage evidence in a particular chromosomal region does
not mean that genes in that region do not contribute to
disease risk. Our negative findings could be due to lack
of power to detect a true association in these diseases,
specially in Crohn’s disease, in which we observed a trend
of association for the GT14 allele. Therefore, genotyping

in larger number of materials is warranted before draw-
ing any definitive conclusions.

In accordance with our findings, no association was
detected between T1D and FOXP3 polymorphisms in an
Italian population {14}. Zavattari er «/. extensively char-
acterized the FOXP3 region, searching for genetic vari-
ants, and no evidence of association between T1D and
the 12 FOXP3 polymorphisms analyzed was observed.
Differences in the ethnicities of the study population
may account for the failure to replicate the T1D associ-
ation with FOXP3 in a Japanese population [9]. This
possibility is consistent with the marked differences in
FOXP3 allele frequencies in the Japanese versus the
white population. Alternatively, it is possible that the
specific disease-relevant alleles for at least some suscep-
tibility genes vary among different ethnic groups. Thus,
our findings together with those of Zavattari ez /. sug-
gest that the FOXP3 microsatellite is not a susceptibility
allele for most common AID, at least in the Caucasian
population. Further studies are warranted to assess the
FOXP3 variants’ relevance to AID in the Japanese
population.

With regard to the functional relevance of the FOXP3
gene microsatellite polymorphism, the different micro-
satellite alleles appear to affect promoter activity of the
FOXP3 gene [9]. Nevertheless, caution should be exer-
cised in extrapolating the results of previous functional
assays, because the presence of other polymorphisms
within intron zero or other distant genetic variants in
strong linkage disequilibrium with FOXP3 gene micro-
satellite might be those that are really affecting FOXP3
gene expression.

In summary, we found no evidence of association
between this genetic variant in FOXP3 gene with AID
patients in our Spanish population. Obviously, the par-
ticipation of FOXP3 protein in autoimmunity is not
brought into question by these data, and the existence of
other FOXP3 gene regulatory polymorphisms that might
affect FOXP3 expression and influence AID risk cannot
be excluded.
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Abstract

To assess the influence of inducible and endothelial nitric oxide synthase gene
(NOS2A4 and NOS3) polymorphisms in susceptibility to Crohn’s disease (CD)
and ulcerative colitis (UC). A total of 505 inflammatory bowel disease (IBD)
patients (221 with UC and 284 with CD) and 332 ethnically matched controls
were studied. Patients and controls were genotyped by polymerase chain reac-
tion -based techniques for a multiallelic (CCTTT),, repeat and biallelic marker
(TAAA), in the promoter region of the NOS2A4 gene and for a T/C polymorph-
ism at position —786 in the promoter region and a polymorphism in exon
7(298Glu/Asp) of the NOS3 gene. There was not association between NOS2A4
and NOS3 genotypes, alleles or haplotypes frequencies with UC, CD and con-
trols. Our data suggest that NOS24 and NOS3 polymorphisms do not play a
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Crohn’s disease (CD) and ulcerative colitis (UC) are common,
chronic intestinal inflammation disorders. The molecular
basis of pathogenesis of inflammatory bowel disease (IBD)
is not yet clear, but contributory factors may include persis-
tent bacterial infection, and an imbalance in the regulation of
intestinal immune response. Epidemiological, linkage studies
and candidate gene approach, suggest that genetics factors
play a significant role in determining IBD susceptibility (1). In
this regard, variants in CARDI5/NOD2, SLC22A4/
SLC22A5 and DLGS genes have been shown to confer
genetic risk for IBD (1).

Nitric oxide (NO) is a free radical that is largely pro-
duced by three isoforms of NO synthase (NOS): neuronal
(nNOS), endothelial (eNOS), and inducible (iNOS).
NOS catalyzes the production of NO and L-citruline
from r-arginine, O, and NADPH (2, 3).

The NO generation by eNOS throughout the gastro-
intestinal tract is important for the maintenance of
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major role in IBD predisposition.

mucosal blood flow and gut motility. eNOS is constitu-
tively expressed and their expression can be modulated by
temperature, ischemia, inflammation, hypoxia and lipo-
polysaccharide (LPS) may increase or decrease expression
depending on the cell type (4, 5). NO concentration is
increased at sites of inflammation, as the result of activity
of the iNOS whose expression is induced by a complex
cyto-kines combination including interferon (IFN)-v,
TNF-a, and IL-1B (6). These inducer and suppressor
cytokines are important in the inflammatory response
present in IBD patients. UC and CD patients show
increased expression of iNOS and eNOS in the epithelial
and immune cells (7, 8). However, the relative contribu-
tions of the different NOS isoforms in the regulation of
inflammatory responses in the gastrointestinal tract are
unclear.

Several polymorphisms have been described in NOS2A4
and NOS3 genes. A highly polymorphic pentanucleogtisde
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(CCTTT), repeat located at NOS2A gene promoter region
has been shown to be functionally important in the regula-
tion of NOS2A transcription (9). Also, a functional poly-
morphism in the proximal promoter involving the insertion
or deletion of one unit of an TAAA repeat has been described
(10, 11). In NOS3 gene two functional SNPs, — 786 T/C
and exon 7 (Glu298Asp), were reported, which are associated
vascular diseases in several populations (12, 13).

Due to the role of NO in development of inflammatory
process NOS2A4 and NOS3 can be considered as good
candidates genes in the study of IBD. Therefore, the pur-
pose of the present study was to address the possible
contribution of the described polymorphisms located
within the NOS24 and NOS3 genes to the susceptibility
and/or severity of IBD.

Genotypes and distribution of allele frequencies in
patients and controls for the (TAAA), biallelic marker,
220 and 224 bp alleles, in the promoter region are listed in
Table 1. In both patients and controls, genotype and allele
frequencies did not deviate significantly from those
expected form Hardy—Weinberg equilibrium. After com-
paring patients with CD and patients with UC as two
independent groups, with the control population, we
found no significant deviation in the distribution of the
genotype and allele frequency of (TAAA), biallelic mar-
ker. Similarly, when both groups were considered as a
whole, no statistically significant differences was found
between patient with IBD and controls.

The distribution of alleles of the (CCTTT),, polymorph-
ism in our population is shown in Table 2. We found
10 alleles comprising repeat and bp ranges 7-16 and
171-216 bp, respectively; the most common occurring
repeats are 12 (31.16%) and 11 (20.85%). The 13 repeat

NOS2A and NOS3 in IBD

allele (201 bp) showed a trend for decreased frequency in
the UC patients compared with controls (19.85% vs
14.7%, P = 0.01, Pc = 0.1), although this difference was
not statistically significant after correcting for the number
of comparisons.

The relationship between the two microsatellites repeats
in the NOS24 promoter was investigated in our population.
The linkage disequilibrium (LD) between the individual
CCTTT microsatellite alleles and the two TAAA alleles
was determined. For the two TAAA alleles, there was a
strikingly wide distribution of CCTTT microsatellite alleles,
reflecting lack of LD between the two markers analyzed
(global delta’ = 0.25). No association was observed com-
paring the CCTTT-TAAA haplotype distribution between
IBD patients and controls (data not shown).

Genotype and allele frequencies of both exon 7
(Glu298Asp) and —786 T/C polymorphisms in IBD
patients and healthy controls are shown in Table 3.
Genotypes and alleles frequencies were in accordance
with Hardy—Weinberg equilibrium. Regarding to exon 7
(Glu298Asp) polymorphism, genotypes and allele frequen-
cies did not differ significantly in IBD patients compared
to controls. The GG genotype was decreased in controls
(37.6%) compared to UC patients (44.3%), however, it
failed to reach significance (P-value = 0.11). We also
found no statistically significant association of the —786
T/C polymorphism with UC, CD or IBD.

We also estimated the NOS3 haplotype frequencies and
evaluated associations between these variants with UC and
CD. The Glu298Asp and —786 T/C polymorphisms were
not in LD (D' = 0.01, 0.08, and 0.12 for UC, CD and
controls, respectively). Moreover, we found no association
between NOS3 haplotypes with UC, CD in our population.

Table 1 Genotypic and allelic frequencies of (TAAA),, polymorphisms of NOS2A gene in Controls, Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD)

patients*
Controls uc P-value, CD P-value
(TAAA), n =332 n =221 OR (95% CI) n =284 OR (95% Cl)
220/220 233 (70.1) 168 (76) 206 (72.5)
220/224 95 (28.7) 47 (20.2) 76 (26.8)
224/224 4(01.1) 6(2.7) 2(0.7)
220 561 (84.5) 383 (86.6) 0.31 438 (86) 0.48
OR 0.84 OR 0.89
(0.569-1.19) (0.64-1.24)
224 103 (15.5) 59 (13.3) 0.31 80 (14) 0.48
OR 1.18 OR 1.12
(0.83-1.67) (0.81-1.56)

*Comparison of (TAAA), genotype frequencies in UC and CD patients and controls, using 2 x 3 contingency table, P = 0.08 (UC vs Controls),
P = 0.7 (CD vs controls).

A total of 505 IBD (221 with UC and 284 with CD) patients were recruited from Hospital Virgen de las Nieves (Granada) and Hospital Puerta del Mar
(Cadiz). The diagnosis of Crohn’s disease or ulcerative colitis was established according to conventional clinical, radiological, endoscopic and
histological criteria (14). A total of 332 blood bank donors and bone marrow donors were included as healthy controls. All the subjects, patients
and controls, were of Spanish white origin.
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Table 2 Allelic frequencies of (CCTTT), microsatellite polymorphisms of NOS2A gene for Controls, Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD)
patients

Controls uc CD
Alleles bp n = 332 (%) n=221(%) n =284 (%)
7 171 3(0.5) 0 (0) 0 (0)
8 176 13 (2.01) 14 (3.2) 19 (3.3)
9 181 32 (4.77) 20 (4.5) 16 (2.7)
10 186 73 (11.06) 49 (11.3) 61 (10.7)
11 191 138 (20.85) 95 (21.4) 127 (22.0)
12 196 210 (31.6) 133 (30.0) 182 (32.1)
13 201 132 (19.85) 65 (14.7) 88 (15.5)
14 206 47 (7.4) 47 (10.6) 45 (8.0)
15 211 13 (2.01) 16 (3.6) 22 (3.9)
16 216 3(0.25) 3(0.6) 8 (1.5)

P-values were no significant.

DNA from patients and controls was obtained from peripheral blood using standard methods. We determined the (TAAA), and (CCTTT), genotypes
by a polymerase chain reaction (PCR)-based method combined with fluorescence technology as described previously (9,15). Forward and reverse
primers were 5-TGCCACTCCGCTCCAG-3’ and 5-GGCCTCTGAGATGTTGGTCTT-3 for (TAAA),, and 5-ACCCCTGGAAGCCTACAACTGCAT-3' and
5-GCCACTGCACCCTAGCCTGTCTCA-3, for (CCTTT),. The forward primers were 5’ labeled with the fluorescent dye 6-FAM. The different alleles of
(CCTTT), and (TAAA),, were resolved by capillary electrophoresis on automated DNA sequencer (AbiPrism 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosys-
tems) and analyzed using Genotyper 3.7 (Applied Biosystems). The NOS3-786 T/C and exon 7 (Glu298Asp) gene variations were analyzed by PCR-
restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) as previously described (16). Briefly, for determination of the —786 polymorphism, a 306-base
pair fragment was amplified using the following primers: forward 5'-GTGTACCCCACCTGCATTCT-3" and reverse 5-CCCAGCAAGGATGTAGTGAC-3'.
The amplified fragment was digested with the enzyme TurboNae, resulting in uncut products of 306 base pairs for allele T and 225 and 81 base pairs
for allele C. For determination of the exon 7 (Glu298Asp) polymorphism, a 248-base pair fragment was amplified using the following forward and
reverse primers: 5'-AAG GCA GGA GAC AGT GGA TGGA-3' and 5’-CCC AGT CAA TCC CTT TGG TGC TCA-3, respectively. The PCR product was
digested with the enzyme Mbol (17). The 248 bp PCR product is cleaved into 158 bp and 90 bp fragments in the presence of the T allele, but not in
the presence of the G allele. In order to confirm the genotypes direct sequencing was performed on representative samples from each genotypes.

Next, available clinical characteristics of patients with
IBD were analyzed for possible association with the differ-
ent alleles or genotypes of NOS3 and NOS2A polymorph-
isms. No correlation was observed between NOS3 and
NOS2A genetics variants and the following variables: sex,
age at onset, smoking habits, extraintestinal manifestations,
disease localization and immunosupression for UC patients
and subgroups of Vienna classification for CD patients
(data not shown). Our study had more than 80% power
to detect the relative risk for the polymorphisms (consider-
ing an odds ratio 1.8) at the 5% significance level.

Our study constitutes the first attempt to establish the
potential implication of genetic variants in the NOS24 and
NOS3 genes in predisposition to IBD using a Spanish
Caucasian cohort.

Several reports have shown that NO overproduction
plays an important role in autoimmunity and inflamma-
tion (20). In inflamed intestinal areas of IBD, both eNOS
and iNOS activity were enhanced (21, 22). In addition,
iNOS is increased in circulating monocytes from patients
with active IBD and this increased expression correlates
with disease activity (7). The complex promoter of NOS2A4
gene contains multiple transcription initiation sites and it
has been suggested that this region may has an important
role in translational regulation of NOS2A4. In the present
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study we tested a biallelic marker (TAAA), and (CCTTT),
microsatellite in the promoter region of NOS2A4 gene that
could potentially affect expression of the iNOS enzyme.
We did not obtain evidence to suggest that the NOS24
promoter polymorphisms are associated with IBD predis-
position. Previous investigations of NOS2A4 polymorph-
isms have been reported association with other
autoimmune diseases such multiple sclerosis and rheuma-
toid arthritis (23, 24). However, other studies did not
demonstrate significant associations in both diseases (25,
26). In addition, NOS2A genetic variations have not been
associated with other autoimmune diseases, such as celiac
disease (27) and systemic lupus erythematosus (28).

However, it is important to consider the possibility that
genetic variants elsewhere in the gene, especially in the 3/
region, which are not in LD with these polymorphisms are
associated with susceptibility to IBD. The high levels of
NO observed in IBD patients may be caused by the action
of proinflammatory mediators; combinations of cytokines
or LPS with IFN-y induce iNOS expression synergisti-
cally. On the other hand high levels of NO could be
explained by others post-transcriptional, translational
and post-translational mechanisms.

The role of constitutively expressed eNOS in intestinal
inflammation is not fully understood. Although diffeée%nt

© 2006 The Authors
Journal compilation 67 (326-330) © 2006 Blackwell Munksgaard
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NOS2A and NOS3 in IBD

Table 3 Distribution of NOS3 polymorphisms in Controls, Ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD) patients

Controls uc p-value CD p-value
NOS3 n =332 n =221 OR n =284 OR
Exon 7 (%) (%) (95% Cl) (%) (95% Cl)
GG 125 (37.6) 8 (44.3) 113 (39.8)
GT 169 (50.9) 4 (5,42) 132 (46.5)
T 8 (11.44) 9(13.2) 9 (13.7)
G 419 (63.1) 290 (65.6) 0.39 358 (63) 0.97
OR =0.90 OR =1
(0.69-1.16) (0.78-1.27)
T 245 (36.9) 152 (34.4) 0.39 210 (37) 0.97
OR =1.12 OR =1
(0.86-1.45) (0.78-1.27)
NOS3 CONTROLS uc CcD
-786 T/C
T 165 (49.7) 3 (42) 134 (47.1)
CT 133 (40.06) 103 (46.6) 118 (41.5)
cC 4 (10.24) 5 (4,11) 2 (11.4)
T 463 (69.7) 289 (65.3) 0.12 386 (68) 0.5
OR = 0.82 OR =0.92
(0.63-1.07) (0.72-1.18)
C 201 (30.3) 153 (34.7) 0.12 182 (32) 0.5
OR =1.22 OR =1.09
(0.94-1.59) (0.85-1.39)

*Comparison of genotype frequencies of NOS3 polymorphisms in UC and CD patients and controls, using 2 x 3 contingency table. P = 0.15 (Exon 7,
UC vs controls), P = 0.48 (Exon 7, CD vs controls). P = 0.20 (NOS3-786 T/C, UC vs controls). P = 0.8 (NOS3-786 T/C CD vs controls).

Allelic and genotypic frequencies were obtained by direct counting. Statistical analysis to compare allelic and genotypic distributions was performed
by % tests. The software used was Statcalc program (Epi Info 2002; Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA). Statistical
significance was p < 0.05. For the haplotype analysis, pairwise linkage disequilibrium measures were investigated and haplotypes constructed using
the expectation-maximization (EM) algorithm implemented in UNPHASED software (http://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/personal/frank/software/
unphased/) (18, 19). The power of study to detect an effect of polymorphisms in disease susceptibility was estimated using Quanto Software

(Department of Preventive Medicine, University of Southern California, Los Angeles, CA, USA).

studies showed that the —786 T/C polymorphism, and the
Glu298Asp variation of NOS3 may have functional effects
(29, 30), our data suggest that NOS3 polymorphisms have
a negligible impact on predisposition to IBD. In concor-
dance with our data a lack of association of NOS3
polymorphisms with rheumatoid arthritis and systemic
sclerosis in European populations has been shown (23,
31). The association of NOS3 variation with systemic
lupus erythematosus found in Colombian (32), was not
confirmed in a North American population (33). The
interethnic differences in the distribution of NOS3 poly-
morphism may account for the discrepancy between
results (33, 34). Of note, the NOS3 genotype and allele
frequencies observed in our study were similar to those
described in other Caucasian population (23, 31).
According to our findings, the increased levels of NO in
the digestive tract of IBD individuals do not seem to be
due to an effect of polymorphism in promoter region of
NOS24 and NOS3. The numerous conflicting reports
linking genetic polymorphisms and different diseases
point to the multigene interactions and environmental
factors that likely define a complex disease such as IBD.

© 2006 The Authors
Journal compilation 67 (326-330) © 2006 Blackwell Munksgaard

Newer technologies utilizing microarray analysis or high
through-put genotyping platforms provide a genome-wide
look, bringing new insight to the pathogenesis of IBD and
other complex genetic autoimmune diseases.

In conclusion, our data suggest that the NOS2A4 and
NOS3 polymorphisms analyzed do not have a major effect
on IBD predisposition or clinical phenotype in our
population.
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Association of the macrophage
migration inhibitory factor gene
polymorphisms with inflammatory
bowel disease

Macrophage migration inhibitory factor (MIF),
an immunoregulatory cytokine that has pro-
inflammatory, hormonal and enzymatic activ-
ities, has been found to be markedly increased
in the serum of patients with inflammatory
bowel disease (IBD).'* MIF-deficient mice
failed to develop disease' and blockage with
anti-MIF antibody reduced disease activity.'*
Finally, functional polymorphisms of the
human MIF gene have been associated with
increased susceptibility to inflammatory and
autoimmune  diseases.” These  findings
prompted us to investigate the potential
association of the functional MIF —173G/C
and —794 (CATT), gene variants with the
susceptibility and clinical expression of IBD.

www.gutinl.com

We studied a case—control cohort (cohort 1)
comprising 336 patients with Crohn’s disease
and 287 patients with ulcerative colitis from
south Spain and 361 controls from the same
area. An additional cohort (cohort 2) was
analysed, comprising 325 patients with
Crohn’s disease, 347 patients with ulcerative
colitis and 526 controls from Madrid. Table 1
shows the clinical characteristics of both
cohorts separately. MIF —173 and MIF CATT
repeat genotyping was carried out as described
previously.*

Evidence for association of MIF and IBD was
found when the MIF —173G/C genotypes and
alleles were compared between patients with
IBD and controls from cohort 1 (table 2). The
MIF —173*C allele was associated with an
increased susceptibility to IBD (p=0.002).
Similarly, an increased —173*C allele frequency
was observed in patients with IBD in cohort 2
(p=0.034). In the combined analysis, the odds
ratio (OR) for the estimated risk for the MIF
—173*C allele was 1.37 (95% confidence interval
1.1 to 1.6), with an overall p = 0.001.

PostScript

Next, we analysed the prevalence of the MIF
—173G/C variation in patients with Crohn’s
disease and ulcerative colitis independently.
The MIF —173*C allele frequency was signifi-
cantly higher in patients with ulcerative colitis
from cohorts 1 (p=0.02) and 2 (p=0.01)
compared with their respective controls.
Similarly, the allele frequency of the MIF
polymorphism in patients with Crohn’s disease
from cohort 1 was significantly higher than in
controls (p =0.002). When the entire popula-
tion with IBD was subdivided into ulcerative
colitis and Crohn’s disease cohorts, the MIF
—173*C allele was found to be associated with
both disease subgroups (Crohn’s disease,
pooled OR = 1.3, p=0.004; ulcerative colitis,
pooled OR=1.4, p=0.001). No significant
differences were observed in the distribution
of CATT, genotype and allele frequencies
between IBD, Crohn’s disease, ulcerative colitis
and controls in the two cohorts, when analysed
independently or combined (data not shown).
For the genotype-phenotype analysis, patients
from cohorts 1 and 2 were grouped and

Table 1 Clinical features of 558 Spanish patients with Crohn’s disease and 472
Spanish patients with ulcerative colitis
Cohort 1 Cohort 2
Ulcerative colitis
Sex (% M) 49 43
Mean (SD) age at onset (y) 32.3(13.7) 37.5(12.3)
Mean (SD) disease duration (y) 8.1 (6.4) 11.8 (7.6)
Smoking habits (%)
Never 43.2
Ex/current 56.8
Extraintestinal manifestations 41.7 46.6
Cutaneous (%) 13.7 15.8
Avrticular (%) 35.8 36.8
Ocular (%) 3.6 3.2
Disease location (%)
Left sided 54.8 58.6
Extensive colitis/pancolitis 45.2 41.4
Surgery (%) 15.9 12.1
Immunosuppression (%) 26 23
Crohn’s disease
Sex (% M) 48 47.1
Mean (SD) age at onset (y) 29.2(11.7) 27.3(13.4)
<40 (A1) 82.3 80.1
>40 (A2) 17.7 19.9
Mean (SD) disease duration (y) 7.9 (6.1) 11 (6.6)
Smoking habits (%)
Never 49.2 53.9
Ex/current 50.8 46.1
Disease location
lleal (L1) 412 47.9
Colonic (L2) 16.4 16.4
lleocolonic (L3) 38.7 32.2
Upper Gl tract (L4) 37 3.4
Disease behaviour
Inflammatory (B1) 36.7 43.2
Structuring (B2) 25.3 15.1
Perforating (B3) 38 41.8
Extraintestinal manifestations 37.8 36.9
Surgery (%) 43.2 41.5
Immunosuppression (%) 46.8 45.1
Infliximab (%) 12.3 10.8
Gl, gastrointestinal; M, male. 101
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Table 2 Genotype and allele frequencies of MIF — 173G/C in patients with inflammatory bowel disease and in controls

Genotypes, (n %)

Alleles, (n %)

MIF ~173G/C GG GC cc G c p Value* OR (95% CI)
Cohort 1
Controls (n=361) 275 (76.2) 81 (22.4) 5(1.4) 631 (87.4) 91 (12.6)
IBD (n=623) 423 (67.9) 178 (28.6) 22 (3.5) 1024 (82.2) 222 (17.8) 0.002 1.5(1.1101.9)
CD (n=334) 227 (67.5) 94 (27.9) 15 (4.5) 548 (81.5) 124 (18.4) 0.002 1.5(1.1 to0 2.0)
UC (n=287) 196 (68.3) 84 (29.3) 7 (2.4) 476 (82) 98 (17) 0.02 1.4(1.04t0 1.9)
Cohort 2
Controls (n=526) 406 (77.2) 107 (20.3) 13 (2.5) 919 (87.3) 133 (12.6)
IBD (n=672) 484 (73.2) 165 (23.5) 23 (3.3) 1133 (84.3) 211 (15.7) 0.034 1.2 (1.01 to 1.6)
CD (n=325) 239 (73.5) 78 (24) 8 (2.5) 556 (85.5) 94 (14.4) 02 11 (08 o0 1.5)
UC (n=347) 245 (72.9) 87 (23) 15(3.9) 577 (83.1) 117 (16.8) 0.01 1.4 (1.07 to 1.8)
Combined
Controls (n=887) 681 (76.7) 188 (21.3) 18 (2) 1550 (87.4) 224 (12.6)
IBD (n=1295) 907 (70) 343 (26.4) 45 (3.4) 2157 (83.3) 433 (16.7) 0.001 1.3 (1.1 10 1.6)
CD (n=661) 466 (70.5) 172 (26) 23(35) 1104 (83.5) 218 (16.5) 0.002 1301110 1.6)
UC (n=634) 441 (70.9) 171 (25.7) 22 (3.3) 1053 (83) 215(17) 0.001 1.4(1.1101.7)

*p Value of MIF —173* C dllele.

Mantel-Haenszel test:

IBD pooled OR 1.37, 95% Cl 1.1 to 1.6; p=0.001.
CD pooled OR 1.34, 95% Cl 1.1 to 1.6; p=0.005.
UC pooled OR 1.4, 95% Cl 1.1 to 1.7; p=0.001.

CD, Crohn's disease; IBD, inflammatory bowel disease; UC, ulcerative colitis.

analysed together, and no significant differ-
ences were observed.

Along with the data reported here, the
observations that the MIF —173*C risk allele
is related to high MIF expression’ and that
serum MIF levels were markedly increased in
patients with IBD' * support the involvement of
MIF in the pathogenesis of IBD. Interestingly,
transgenic overexpression of MIF renders mice
markedly more susceptible to experimental
colitis.® High levels of MIF in patients with
IBD might immobilise macrophages and facil-
itate their localisation at the intestinal mucosa,
leading to the production of several inflamma-
tory cytokines. Upregulation of MIF in both
Crohn’s disease and ulcerative colitis indicates
that MIF might contribute to a broad spectrum
of inflammatory responses via innate and
acquired immune systems in IBD that may
involve different pathogenic mechanisms.’

The MIF allele frequencies found in the
Spanish population are similar to those
reported in other white populations.” It is
remarkable that, although an increase in the
MIF —173*C allele was observed in patients
with ulcerative colitis compared with controls,
the MIF —173*C allele was not associated with

provide support for the notion that suscept-
ibility to multiple autoimmune diseases may
have some common susceptibility alleles or
pathways.
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expanded before the extent of associations can
be properly assessed.

Autoimmune diseases such as IBD are
presumed to have common underlying
mechanisms and thus, some degree of shared
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Replication of an Association Between IL23R Gene Polymorphism With

Inflammatory Bowel Disease
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Background & Aims: Recently, the interleukin 23 recep-
tor (IL23R) gene encoding a subunit of the receptor of the
inflammatory cytokine IL-23 has been identified as a novel
genetic factor strongly associated with inflammatory bowel
disease (IBD). We aimed to replicate the IBD association of
IL23R genetic markers in an IBD independent Spanish
cohort. Methods: Four hundred sixty IBD patients of
Spanish white origin (238 CD and 222 UC) and 342 ethni-
cally matched healthy controls comprised the study popu-
lation. Eight single nucleotide polymorphisms (SNPs)
spanning the IL23R gene and its downstream intergenic
region were selected as genetic markers and genotyped by

using Taqman 5’ allelic discrimination assay. Results: All
genetic variants located within the IL23R gene were ob-
served to confer a strong protective effect against IBD sus-
ceptibility in our population. The Arg381Gln (rs11209026)
non-synonymous SNP was most significantly associated
with IBD protection (odds ratio, 0.4; 95% confidence inter-
val, 0.3-0.7). In addition to the single SNP analysis, we
performed a haplotype analysis identifying 2 haplotypes
significantly associated with IBD protection. Conclusions:
In this study we replicate the association of IL23R genetic
variants with IBD in a Spanish population. These findings,
together with the previous results, suggest that the IL23R
gene is one of the genetic factors implicated in the genetics
of IBD in the general population.

C rohn’s disease and UC are 2 related, relapsing, and chronic
inflammatory disorders of the gastrointestinal tract, com-
monly denoted as IBD.! Although the precise etiology of IBD
remains unknown, both animal models and human studies
have pointed out a substantial genetic contribution to disease
susceptibility.? Several chromosomal regions have been in link-
age with IBD susceptibility in genome-wide scan analysis, and
subsequent association studies further identified specific ge-
netic variants associated with IBD.>* The identification that the
gene encoding the caspase-activating recruitment domain 15
(CARD1S or NOD?2) is important in the pathogenesis of CD
has refocused attention on the role of the innate immune
system in IBD. Interleukin 12 (IL-12) and interleukin 23 (IL-23)
are critical immunoregulatory cytokines that bridge innate and
adaptive immunity, playing an important role in the intestinal
inflammatory pathology.

IL-23 is a recently discovered cytokine that bears structural
and functional resemblance to IL-12. Like IL-12, IL-23 is pri-
marily secreted by activated dendritic cells, monocytes, and
macrophages.® IL-23 is a heterodimer composed of a subunit
identical to IL-12 p40 and a novel IL-12 p35-related protein,

p19.7 Besides a common subunit, IL-23 shares its receptor
structure with IL-12. The high-affinity IL-23 receptor complex
is composed of an IL-12RB1 and a unique cytokine receptor
subunit termed IL-23R.8 Although IL-12 and IL-23 share com-
mon p40 subunits, IL-23, rather than IL-12, seems to drive the
pathogenesis of various experimental models of autoimmune
diseases.”1% Specifically, IL-23 has emerged as a key player in
chronic intestinal inflammation as shown in several mod-
els.!1"14 The proinflammatory activities of IL-23 have been par-
tially ascribed to its ability to support the development of a
novel subset of CD4* inflammatory T cells known as Th17
cells.>1*15 In addition, recent studies reported elevated expres-
sion of both IL-12 and IL-23 in the inflamed gut of CD pa-
tients.!®!” These findings highlight the importance of the IL-
12/IL-23 pathway components as functional candidate genes in
IBD.

A very recent genome-wide association study showed that
the IL23R gene, coding for a subunit of the receptor of IL-23 on
chromosome 1p31, was strongly associated with IBD.!8 A non-
coding variant (Arg381Gln) together with other genetic mark-
ers located in the IL23R gene and in its downstream intergenic
region was identified as exerting a potent protective effect
against IBD susceptibility.

The aim of the current study was to investigate whether the
IL23R gene associated with IBD in a North American popula-
tion is associated with IBD in a Spanish white population.

Materials and Methods
Patients and Controls

We studied a case-control cohort, comprising 460 IBD
patients (238 CD and 222 UC) from the south of Spain region
and 342 blood bank and bone marrow donors from the same
area who were included as healthy individuals.

Both patient and control groups were of Spanish white
origin and were matched for age and sex. Patients were diag-
nosed according to standard clinical, endoscopic, radiologic,
and histopathologic criteria.’® Information on demographic
and clinical parameters of IBD patients has been published

Abbreviations used in this paper: CARD 15, caspase-activating
recruitment domain 15; CD, Crohn’s disease; Cl, confidence inter-
val; IBD, inflammatory bowel disease; IL, interleukin; LD, linkage
disequilibrium; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide polymor-
phism; UC, ulcerative colitis.
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Table 1. Genetic Variants Selected for the IL23R Gene
Association Study

Tagman SNP
genotyping assay

SNP Gene location part number
rs1004819 Intron 5 C___ 1272321 10
rs7517847 Intron 6 C__30369702_10
rs10489629 Intron 7 C__30279129_20
rs11209026 Exon 9 (non-synonymous C___1272298_10

SNP: Arg381GiIn)

rs1343151 Intron 9 C__8367043_10
rs10889677 Exon 11 (synonymous) C__11283764_10
rs11209032 Intergenic C___2720238_10
rs1495965 Intergenic C__8361864_10

elsewhere.?® The local ethical committee of the hospital ap-

proved the study.

IL23R Single Nucleotide Polymorphism
Selection and Genotyping

Eight single nucleotide polymorphisms (SNPs) span-
ning the IL23R gene located in intronic, coding, and 3’ untrans-
lated regions were selected as genetic markers for our associa-
tion study on the basis of their previously reported association
with IBD susceptibility (Table 1). Although 10 SNPs of the
IL23R region were reported to be strongly associated with IBD
genetic predisposition by Duerr et al,'® with the tagger algo-
rithm we determined that rs2201841 and rs11465804 SNPs
were in complete linkage disequilibrium with rs10889677 and
rs11209026 SNPs, respectively (r=1, Hapmap CEU dataset),
and were not tested. Therefore, 8 of the previously studied
IL23R genetic variants were analyzed in our population and
genotyped by using a Taqgman 5’ allelic discrimination assay
(Taqman Pre-designed SNP Genotyping Assays; Applied Biosys-
tems, Foster City, CA) (Table 1).

Statistical Analysis

Both allelic and genotypic frequencies were calculated
and compared by x? tests with the Statcalc software (Epi Info
2002; Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA).
Significance was calculated by 2 X 2 contingency table and
Fisher exact test to obtain P values, odds ratios (ORs), and 95%
confidence intervals (Cls). Statistical significance was consid-
ered when P< SE-02. The Haploview software was used to
obtain linkage disequilibrium (LD) pairwise values, haplotype
construction, and to implement the tagger algorithm.

As a test for association of IL23R SNPs independent of
rs11209026, we compared the distribution of haplotypes not
carrying the rs11209026 A allele in IBD patients and controls.
In addition, a conditional case-control test implemented in the
UNPHASED software was used as an overall test for indepen-
dent association of rs11209026.

Results

IL23R Single Nucleotide Polymorphism
Association Study

All 8 IL23R tested SNPs were observed to be in Hardy-
Weimberg equilibrium in both healthy control and patient

CLINICAL GASTROENTEROLOGY AND HEPATOLOGY Vol. 5, No. 8

groups. Seven of the analyzed markers (rs1004819,
rs7517847, rs10489629, rs11209026, rs1343151, rs10889677,
and rs1495965) showed statistically significant differences
between cases and controls, considering either allelic or ge-
notypic frequencies (Table 2). The strongest association was
observed for the rs10489629 SNPs, with significant P values
ranging from P= 2E-02 to 4E-05 when testing for CD, UC, or
IBD disease status. Meanwhile, the IL23R genetic variant
with the highest protective effect against IBD as well as CD
and UC development was the rs11209026 non-synonymous
SNP, for which the lowest ORs were found (0.3 for CD, 0.6
for UC, and 0.4 for IBD) (Table 2). Only 1 of the 8 SNPs, the
rs11209032 genetic variant, was not found to be significantly
associated with IBD, CD, or UC, showing very similar allelic
and genotypic frequencies in patient and control groups.

In addition, we investigated the LD pattern of the 8 tested
IL23R SNPs and observed the existence of 2 haplotype blocks
characterized by high D’ pairwise values and defined by the 6
markers located within the IL23R gene, excluding the 2 SNPs
located downstream of the gene. The first block (block 1) was
determined by SNPs rs1004819 and rs7517847 and comprised
the 11-kb region. A second block (block 2) spanning 36-kb
included rs10489629, rs11209026, rs1343151, and rs10889677
genetic variants (Supplementary Figure 1). Two haplotypes GC
(block 1) and AAAC (block 2) were significantly associated with
protection against the development of IBD (ORs, 0.6 and 0.4,
respectively) (Supplementary Table 1).

Because of the high degree of LD existing in this region, we
investigated whether the contribution of the tested IL23R SNPs
was independent of the rs11209026 genetic variant, which
showed the most significant association, or whether all of the
association evidence can be explained by linkage with
rs11209026. After stratifying the case-control groups by
rs11209026 alleles, we observed that several of the IL23R ana-
lyzed SNPs maintained the association in the absence of the
rs11209026 A protective allele (Table 3). In addition, the overall
conditional extended case-control test for IL23R SNPs condi-
tioned on the rs11209026 polymorphism confirmed the exis-
tence of different independent effects throughout the IL23R
gene, contributing to IBD in our population (Table 3).

IL23R Gene Variants: Interaction With
Caspase-activating Recruitment Domain 15
Gene and Association With Clinical
Manifestations

To test gene-gene interaction, all patients with CD were
stratified according to their CARDIS phenotype. There was no
difference in allele frequencies for the studied variants in IL23R
gene between CARDI15-positive (defined as carrying at least one
CARD1S variant) and CARDIS-negative patients (data not
shown).

In general, IL23R allele frequencies within the various CD
and UC subphenotypes showed small variations and were not
statistically different when compared with other subpheno-
types, a factor compounded by the relatively small numbers of
each phenotype observed (data not shown).

Discussion 104

Genetic association studies represent one of the most
powerful and direct approaches to investigate the basis of
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Table 2. /L23R Single Marker Analysis in Spanish Case-Control Cohorts

Healthy controls

UC (n = 222)

CD (n = 238)

(n = 342)

IBD (n = 420)

Genotypes

Genotypes

Genotypes

Allele

P value P value

allele

P value
allele

allele OR (95% Cl)

OR (95% Cl)

12 22 MAF

11

OR (95%Cl)

12 22 MAF 11 12 22 MAF

11

1

IL23R SNP

AAAAAA & ~
RS HBO R
29299979
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MO SN
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09099060009
W
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4
9
69

20,

9
75

101

6

0.7
0.6
0.6
0.3
0.7
0.7
0.8
0.7

2E-02
8E-04
4E-05
1E-03
4E-02
2E-02
1E-01
3E-03

37
0.32
37
0.02
0.31
0.38
37
0.49

22
18
23

0
21
27
30
59

130
119
130

12
108
127
116
115

86
101
85
226
109
84
92
64

0.30
0.42
0.49
0.07
0.37
0.32
0.33
0.40

35
68
72

6
49
41
44
68

137
153
192

34
157
134
137
139

170
121

78
302
136
167
161
135

A
Ca
Aa
Aa
Aa
A
A
A

Ga
A
G
G
G
Ca
G
G

rs1004819
rs7517847
rs10489629
rs11209026
rs1343151
rs10889677
rs11209032
rs1495965

aProtective allele.
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Table 3. Test for Association of IL23R SNPs Independent of
rs11209026 (Arg381GIn) SNP

Stratification by Overall test for

Gene rs11209026 A independence,

SNP location allele, P value? P value®
rs1004819 Intron 5 .007 .02
rs7517847 Intron 6 .01 .04
rs10489629 Intron 7 .0004 .01
rs1343151 Intron 9 .19 .2
rs10889677 Exon 11 .04 .01
rs11209032 Intergenic 8.3E-7 2.7E-9
rs1495965 Intergenic 12 14

@Association test for haplotypes lacking the rs11209026 A allele.
bConditional extended case-control analysis for IL23R SNPs condi-
tioned on rs11209026.

human complex diseases. However, in many cases reported
associations are not consistently reproducible.2?? Therefore,
the independent replication of results is a key feature of asso-
ciation studies that strengthens their confidence and validates
disease gene association.?!

The present study replicates a recently reported associa-
tion of IL23R gene with IBD susceptibility. We analyzed 8
genetic variants spanning the IL23R gene and its downstream
intergenic region that were significantly associated with IBD
in a North American population.!® Interestingly, several
IL23R genetic variants were found to exert an independent
and strong protective effect against IBD susceptibility in a
Spanish population, confirming the contribution of IL23R
gene to IBD genetics. The only difference with the previously
reported results was the lack of association of the
rs11209032 genetic variant located in the intergenic region
between IL23R and ILI2RB2 genes. Although a second
marker in this region (rs1495965) showed a significant asso-
ciation with IBD in our population, when performing a
haplotype analysis we observed that this effect might be due
to the strong LD with GIn381Arg SNP (D'=0.93). In fact, the
analysis of the rs1495965 conditioned on Gln381Arg showed
that its effect was dependent of the latter (conditional case-
control test, P=0.2) (Table 3). Therefore, the existence of a
genetic marker associated with IBD mapping in the IL23R
intergenic region seems to be unlikely in our population. The
different associations of the IL23R intergenic region poly-
morphisms in North American and Spanish populations
might account for genetic heterogeneity in LD patterns and
ancestral haplotype backgrounds between both populations.

Although the available genetic data implicate the IL23R
gene as determinant of IBD predisposition, the clinical im-
portance of these data remains unclear. We found that IL23R
mutations do not influence the phenotype expression of the
disease. It might be cautioned, however, that the numbers in
the CD and UC subphenotype samples were relatively small
and should be expanded before drawing any definitive con-
clusions regarding the influence of IL23R variants in the
disease phenotype.

The strongest protective effect of IL23R genetic variants is
exerted by an uncommon non-synonymous Arg381Gln poly-
morphism, located in the exon 9 and coding for the T033R
intracytoplasmic tail. The most common Arg381 allele is
located in the initial portion of the intracytoplasmic region,
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very near the first putative tyrosine phosphorylation site
located in the 399 position. Therefore, the change of the
highly conserved Arg381 for GIn381 might have functional
consequences in the transducing pathway of IL23R, modify-
ing the interaction between IL23R and its associated Jack2
kinase. This might lead to a reduction in the cellular re-
sponse to IL-23 and could explain the protective effect of this
infrequent allele in IBD pathogenesis.

It has been described that IL23R has 6 different splicing
forms, with differential expression depending on the cellular
subset.? CD4+ lymphocytes have a complex IL23R pattern,
expressing together with IL23R1, IL23R3, ILR23R2, and /or
ILR23R4. IL23R3 and IL23R4 are 2 soluble forms lacking the
exon 10 that codifies for the transmembrane region. These
alternative IL23R splice forms might block the binding of IL-23
with its receptor membrane-anchor isoforms inhibiting its sig-
naling pathway. Interestingly, we observed a protective IL23R
haplotype (AAAC) including the GIn381 allele together with 3
alleles of IL23R variants (rs100489629, rs11209026, and
rs10889677) flanking the exon 10. Therefore, it could be hy-
pothesized that this protective haplotype might affect IL23R
splicing, leading to a higher expression of soluble isoforms
inhibiting IL-23 proinflammatory activities and exerting a pro-
tective effect in IBD.

IL-12 and IL-23 are master regulators of innate and adaptive
immunity.’ The balance and timing for production of these 2
immunoregulatory cytokines are critically important in driving
and efficient cellular immune response. Because of its proin-
flammatory and immunoregulatory activities, the IL-12 and
IL-23 signaling pathway molecules might be important candi-
date genes for autoimmune diseases. However, no evidence for
association of ILI2RBI, IL12B, or IL23A genes with IBD has
been reported.!824 Similarly, we previously observed no evidence
of association of ILI2B, ILI2RBI, and IL23A genes in systemic
lupus erythematosus?® or rheumatoid arthritis.?6 Together
these findings suggest that the IL12B, ILI2RBI, and IL23A gene
variants do not play a relevant role in autoimmunity. Neverthe-
less, the recently discovered implication of IL23R gene in IBD
genetics prompted us to investigate the possible implication of
IL23R gene in other autoimmune diseases. Thus, we analyzed
the IL23R gene variant in our systemic lupus erythematosus
cohort. However, no evidence of association was observed (un-
published observations). Interestingly, recent data suggest that
IL-23 is essential for local tissue inflammation in the intestine
but not required for systemic inflammation.?” Although the
mechanisms behind the IL23R gene association with IBD are
still unknown, it is tempting to speculate that the IL23R asso-
ciation with IBD, and not with systemic lupus erythematosus,
the prototype of systemic autoimmunity, might be related to
the fact that IL-23 is a key effector cytokine for local but not for
systemic inflammation.

In summary, the results obtained in the present study con-
firm previous findings in independent cohorts and therefore
reinforce the role of the IL23R gene polymorphism as a genetic
determinant in IBD.

Supplementary Data

Note: To access the supplementary material accompa-
nying this article, visit the online version of Clinical Gastroenter-
ology and Hepatology at www.cghjournal.org.
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rs1004819
rs7517847
rs1495965

rs10489629 /
—
rs10889677 /

rs11209032 — |

rs11209026
rs1343151

Block 1 (11 kb) | Block 2 (36 kb)
1 3 4

Supplementary Figure 1. Pairwise linkage disequilibrium LD be-
tween the eight IL23R tested SNPs, given by the D’ obtained com-
puting the genotype data.
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MYO9B polymorphisms in patients
with inflammatory bowel disease

An abnormal function of the intestinal barrier
has been found not only in patients with
inflammatory bowel disease (IBD) but even in
their healthy relatives, suggesting that this
condition may precede disease onset by years.'
A genetic alteration in the intestinal perme-
ability has also been proposed to exist in
patients with coeliac disease. In support of this
proposal, polymorphisms in the MY0O9B gene
(the gene for myosin IXb involved in cytoske-
leton remodelling) were found to be associated
with increased susceptibility to coeliac disease.”

The MYO9B gene has recently been investi-
gated in relation to IBD and produced dis-
cordant results. No association was observed in
a Norwegian population,” but shortly after-
wards an international collaboration group
performed a statistically powerful study on
samples collected from the UK, Netherlands,
Canada and Italy in which MYO9B was found
to be associated with IBD, and with ulcerative
colitis and Crohn’s disease considered sepa-
rately in some populations.* In that study, a
stronger effect was seen in ulcerative colitis

than in Crohn’s disease. Our aim in the present
study was to evaluate the described MY0O9B
associations in a large sample of Spanish
patients with IBD.

We performed a case-control study of 627
patients with ulcerative colitis and 677 with
Crohn’s disease recruited from three Spanish
hospitals; 990 blood donors of the same
ethnicity were used as controls. Written
informed consent was obtained from all sub-
jects and ethical approval for the study was
obtained from the ethics committees of the
hospitals. The diagnosis of ulcerative colitis
and Crohn’s disease was based on standard
clinical, radiological, endoscopic and histologi-
cal criteria. Clinical data from essentially the
same cohort can be found in a previous report.’

Table 1 shows the distribution of MY0O9B
polymorphisms in patients with ulcerative
colitis and Crohn’s disease and in healthy
controls. All single nucleotide polymorphisms
(SNPs) conformed to Hardy-Weinberg predic-
tions in our control sample. In all cases a
strong association was seen when patients
with ulcerative colitis were compared with
healthy controls. However, the association with
Crohn’s disease was almost negligible.
Moreover, when patients with ulcerative colitis
were compared with those with Crohn’s dis-
ease, significant differences were observed.
Stratification of the patients by clinical char-
acteristics did not show differences between
the groups.

Table 2 shows the MYO9B haplotype dis-
tribution estimated by the expectation-
maximisation algorithm. Only the most
strongly associated SNPs, in tight linkage
disequilibrium as shown in the previous
exhaustive research in coeliac disease suscept-
ibility, were included in our study. It is there-
fore not surprising that the haplotypes show
results which closely mirror those found with
individual polymorphisms. In particular, the
152305767G allele is an almost perfect marker
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of the first haplotype (GCG) and rs1457092A
allele of the second haplotype (AAA). The AAA
haplotype confers a strong predisposition to
ulcerative colitis compared with the GCG
haplotype (p =0.0001).

This study shows a clear association of
MYO9B polymorphisms with ulcerative colitis
in the Spanish population but not with Crohn’s
disease. This lack of association does not seem
to be derived from a low statistical power (68%
for rs1457092 with OR 1.20), because the size
of our Crohn’s disease sample was high enough
to show a strong difference with ulcerative
colitis. A lower association has previously been
observed with Crohn’s disease than with
ulcerative colitis, and no association with
Crohn’s disease was found in the Canadian/
Italian sample.”

The diverse results found in the previous
studies are difficult to explain. It may be that
the low intrinsic OR renders most of the
studies underpowered and an association is
found only with luck. Another explanation
might be the heterogeneous nature of the
disease. There is also no easy explanation for
the strikingly different susceptibility to Crohn’s
disease and ulcerative colitis. To our knowl-
edge, no report has claimed that there is a
difference in barrier function between the two
diseases. However, this is not the first time that
genetic differences have been reported between
these two forms of IBD.® Since twin concor-
dance rate data for ulcerative colitis suggest
that the heritable component is less important
than for Crohn’s disease, it has been proposed
that environmental factors have a stronger
impact in ulcerative colitis.” It is therefore
intriguing that the MY0O9B gene, which seems
specifically to affect susceptibility to ulcerative
colitis, is probably involved in loss of tolerance
to environmental agents. However, functional
analyses are needed to explore further the role
of this gene in ulcerative colitis and other
diseases.

Table 1 MYO$B polymorphisms in Spanish patients with ulcerative colitis, Crohn’s disease and controls
uc D Controls
(n=677) (n =627) (n =990)
n (%) n (%) n (%) UC vs controls CD vs controls UC vs CD
Rs2305767
AA 263 (39) 183 (29) 296 (30) 3*2 3*2 3*2
AG 297 (44) 318 (51) 518 (52) p=0.0004 p=0.51 p=0.001
GG 17 (17) 126 (20) 176 (18)
A 823 (61) 684 (55) 1110 (56) Gvs A: Gvs A: Gvs A:
G 531 (39) 570 (45) 870 (44) p=0.007 p=0.40 p=0.001
OR=0.82 OR=1.06 OR=0.77
(95% C1 0.71 to 0.95) (95% C1 0.92 to 1.23) (95% Cl 0.66 to 0.91)
Rs1457092
cc 258 (38) 281 (45) 403 (41) 32 32 3*2
CA 282 (42) 257 (41) 451 (46) p=0.002 p=0.18 p=0.005
AA 137 (20) 89 (14) 136 (14)
€ 798 (59) 819 (65) 1257 (63) Avs C: Avs C: Avs C:
A 556 (41) 435 (35) 723 (37) p=0.008 p=0.29 p=0.0008
OR=1.21 OR=0.92 OR=1.31
(95% Cl 1.05 to 1.40) (95% C1 0.79 to 1.07) (95% Cl 1.12 to 1.54)
Rs2305764
GG 227 (34) 262 (42) 364 (37) 32 32 3*2
GA 300 (44) 269 (43) 469 (47) p=0.005 p=0.12 p=0.0008
AA 150 (22) 96 (15) 157 (16)
G 754 (56) 793 (63) 1197 (60) Avs G: Avs G: Avs G:
A 600 (44) 461 (37) 783 (40) p=0.006 p=0.11 p=0.00009
OR=1.22 OR=0.89 OR=1.37
(95% Cl1 1.05 to 1.40) (95% C1 0.77 to 1.03) (95% Cl 1.17 to 1.61)
Genotyping was performed by TagMan technology under conditions recommended by the manufacturer (Applied Biosystems, Foster City, California, USA). 111
CD, Crohn'’s disease; UC, ulcerative colitis.
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Table 2 MYO$B haplotypes in Spanish patients with ulcerative colitis, Crohn’s disease and controls

Rs2305767/ uc <D Controls
rs1457092/ (n=1356) (n=1254) (n=1980)
rs2305764 n (%) n (%) n (%) UC vs controls CD vs controls UC vs CD
GCG 516 (38) 563 (45) 844 (43) p=0.008 p=0.20 p=0.0004

OR=0.83 OR=1.10 OR=0.75

(95% CI 0.72 to 0.95) (95% C1 0.95 to 1.27) (95% ClI 0.64 to 0.89)
AAA 549 (40) 424 (34) 713 (36) p=0.009 p=0.20 p=0.0004

OR=1.21 OR=0.91 OR=1.33

(95% ClI 1.05 to 1.40) (95% Cl1 0.78 to 1.06) (95% Cl 1.13 to 1.57)
ACG 226 (17) 223 (18) 347 (18) p=0.52 p=0.85 p=0.45

OR=0.94 OR=1.02 OR=0.92

(95% C1 0.78 to 1.14) (95% C1 0.84 to 1.23) (95% C1 0.75 to 1.14)
ACA 42 (3.1) 24 (1.9) 46 (2.3) p=0.17 p=0.44 p=0.05

OR=1.34 OR=0.82 OR=1.64

(95% CI 0.86 to 2.10) (95% Cl 0.48 to 1.39) (95% CI 0.96 to 2.81)
Rare haplotypes 23(1.7) 20 (1.6) 30(1.5) p=0.68 p=0.86 p=0.84

OR=1.12 OR=1.05 OR=1.06

(95% CI 0.63 to 2.00) (95% Cl 0.57 to 1.93) (95% Cl 0.56 to 2.03)
Haplotypes were estimated by the expectation-maximisation algorithm implemented in the Arlequin software.
CD, Crohn'’s disease; UC, ulcerative colitis.
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Cathepsin B gene polymorphism
Val26 is not associated with
idiopathic chronic pancreatitis in
European patients

Pancreatitis is thought to be a disease of
autodigestion triggered by premature and
intracellular activation of digestive proteases.'
We and others have shown that lysosomal
cathepsin B can activate trypsinogen intracel-
lularly’ and that a large proportion of pancrea-
tic cathepsin B is physiologically sorted into
the secretory compartment.” Further support
for a role of cathepsin B in pancreatitis came
from a recent study published by Mahurkar
and coworkers in Gut* in which the authors
reported that a leucine to valine mutation at
position 26 of cathepsin B (L26V) is associated
with tropical calcifying pancreatitis (odds ratio
~2.2) in patients from southern India. Tropical
calcifying pancreatitis is also associated (in up
to 50% of cases) with mutations in the SPINK1
gene’—with N34S being the most common
mutation. In the study by Mahurkar ef al the

cathepsin B L26V mutation was, however,
equally as common in SPINKI N34S patients
as in SPINK1 wild type patients, which
suggests that cathepsin B is involved in an
independent disease causing mechanism for
pancreatitis.

As idiopathic chronic pancreatitis in Western
countries and tropical calcifying pancreatitis in
India share a high prevalence of SPINKI
mutations,” we investigated whether the for-
mer is also associated with the L26V
cathepsin B mutation. We studied 64 patients
with idiopathic chronic pancreatitis (ICP,
defined as having unequivocal morphological
evidence of chronic pancreatitis on computed
tomography or endoscopic retrograde cholan-
gio-pancreatography, or both) from northern
Germany (aged 3 to 68 years; 38 male, 26
female) and 100 locally recruited healthy
control subjects according to a recently
reported ethics committee approved protocol.®
Patients with known risk factors for pancrea-
titis, such as a history of regular alcohol
consumption (more than two drinks or 20 g a
day), or with biliary, metabolic, or endocrine
disorders, cystic fibrosis, or hereditary pancrea-
titis were excluded.

Genomic DNA was extracted from blood
leucocytes and polymerase chain reaction
amplification of exons 2 and 3 of the
cathepsin B gene was undertaken using spe-
cific oligonucleotides (sense: CGA GAC GGT
GCC CCT GTG TGT G; antisense: GAG GCC TTC
ACT CTC CCA CTT CC). Sequencing of
cathepsin B exons in ICP patients identified
31 heterozygous and 10 homozygous Val26
alleles (allele frequency 0.398), while in the
control cohort we found 46 heterozygous and
25 homozygous Val26 mutations (allele fre-
quency 0.48; table 1). To our surprise and in
contrast to the study by Mahurkar ef al,* the
allele frequency of cathepsin B Val26 appeared
to be even higher among controls than among
ICP patients.

Being faced with a Val26 allele frequency
higher in Western control subjects than in
Indian pancreatitis patients, we searched the
SNP Genbank of NCBI for ethnic cohorts in
whom the frequency of the Val26 variant had
been reported. From the reported 16 groups of
diverse ethnic backgrounds, the nine largest
cohorts (n >40) were selected, comprising
1198 individuals. The according frdq@ncies
for C-G mutations (C is replaced by G in Val26)
at codon 26 are given in table 2.
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