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Resumen

La artritis reumatoide juvenil (ARJ) representa a la artropatia autoinmune
mas comun de la infancia. El desarrollo de la ARJ esta fuertemente influenciada
por la combinaciébn de factores genéticos y ambientales. Diversos genes
involucrados con la sintesis de proteinas relacionadas con inflamacion y
autoinmunidad han sido asociados con susceptibilidad a desarrollar ARJ en
distintas poblaciones. En este estudio de casos y controles, donde se incluyeron
215 pacientes con ARJ y 430 controles, se evalu6 el impacto de 41 polimorfismos
de un sélo nucleédtido (SNP) en 14 genes candidato del sistema inmune (IL2, IL8,
IL17, CD40, CD80, GMCSF, MCP1, TACE, TNFR1l, TNFR2, TYK2, IL23R,
FCRL3, y NFKB1) y su relacion con la susceptibilidad a padecer esta patologia
multifactorial. Nuestros resultados sugieren que todos los SNP de los genes
analizados estuvieron en equilibrio de Hardy-Weinberg (E-HW), excepto el SNP -
1455A/C del gen TACE, E-HW p=0.002). Los genes IL2, IL8, IL17, CD40, CD8O0,
GMCSF, MCP1 no mostraron asociacion con ARJ. Sin embargo, SNP en los
genes TYK2 (-1218A/G, p=0.008), IL23R (-738G/A, p=0.02), FCRL3 (-169T/C,
p=0.03), y NFKB1 (-94ATTG/-, p=0.016, NFKB1_1C/T, p=0.01, NFKB1_2C/T,
p=0.001, NFKB1_3G/A, p=0.002, NFKB1_4C/T, p=0.002, NFKB1 5T/C, p=0.02,
NFKB1_7C/T, p=0.02, NFKB1_10G/C, p=0.008, NFKB1_11T/C, p=0.008) si
mostraron asociacion con ARJ. Los genes TYK2, FCRL3, TNFR1, y NFKB1 se
asociaron con ARJ de manera dependiente de género, en varones se mostro lo
siguiente; TYK2 -1218A/G, p=0.002, FCRL3 -169T/C, p=0.003, y TNFR1 -309G/T,
p=0.004, mientras en mujeres: NFKB1 -94ATTG/-, p=0.01, NFKB1 1C/T,
p=0.018, NFKB1_2C/T , p=0.004, NFKB1_3G/A, p=0.008, NFKB1_4C/T, p=0.004,
NFKB1_5T/C, p=0.002, NFKB1_10G/C, p=0.027, NFKB1_11T/C, p=0.028. El
andlisis de haplotipos mostr6 una asociacion de los genes FCRL3, TNFR1 y
NFKB1 y ARJ. Los haplotipos CGCA de FCRL3 y INSTTATCCTTCCG de NFKB1
mostraron los siguientes valores; OR 0.35, p=0.00005, y OR 0.65, p=0.0052,
respectivamente. Mientras el haplotipo CTTGC de TNFR1 mostré la siguiente
asociacion; OR 1.62, p=.016. El analisis de expresion génica mostro que el alelo T
del SNP -309G/T de TNFR1 asociado a ARJ en varones no afecta los niveles de
expresion en individuos sanos. Nuestros datos sugieren que estos polimorfismos

son marcadores importantes de desarrollo a ARJ en nuestra poblacion.



Abstract

Juvenile rheumatoid arthritis (JRA) comprises the most common
autoimmune arthropathies of childhood. Strong evidences suggests that
development are involved both genetic and environmental factors. Several single
nucleotide polymorphisms (SNP) found in genes involved with inflammation and
autoimmunity have been associated with susceptibility to JRA. We performed a
case — control study including two hundred fifteen patients with JRA and four
hundred thirty controls. The aim was to evaluate the impact of 41 SNP in 14
candidate genes of the immune system and its relationship to susceptibility to
develop this disease multifactorial. Our results suggest that all SNP of IL2, IL8,
IL17, CD40, CD80, GM-CSF, MCP-1, TACE, TNFR1, TNFR2, TYK2, IL23R,
FCRL3 and NFKBL1 genes were in Hardy-Weinberg equilibrium (E-HW), except the
SNP-1455A/ C TACE, E-HW p = 0.002). SNP located in the IL2, IL8, IL17, CD40,
GMCSF, MCP1, TNFR2 y TACE are not involved in the JRA physiophatology.
However, TYK2 (-1218A/G, p=0.008), IL23R (-738G/A, p=0.02), FCRL3 (-169T/C,
p=0.03), and NFKB1 (-94ATTG/-, p=0.016, NFKB1_1C/T, p=0.01, NFKB1_2C/T,
p=0.001, NFKB1_3G/A, p=0.002, NFKB1_4C/T, p=0.002, NFKB1_5T/C, p=0.02,
NFKB1 _7C/T, p=0.02, NFKB1_10G/C, p=0.008, NFKB1_11T/C, p=0.008)
polymorphisms were associated with JRA. After gender estratification, we found an
association between JRA and TYK2 (-1218A/G, p=0.002), FCRL3 (-169T/C,
p=0.003), and TNFR1 (-309T/G, p=0.004) genes in male group. While in women
we observed the following: NFKB1 -94ATTG/-, p=0.01, NFKB1_1C/T, p=0.018,
NFKB1_2C/T, p=0.004, NFKB1_3G/A, p=0.008, NFKB1_4C/T, p=0.004,
NFKB1_5T/C, p=0.002, NFKB1 10G/C, p=0.027, NFKB1_11T/C, p=0.028.
Haplotype analysis showed an association between haplotypes involving FCRL3,
NFKB1 ( gene and JRA. The CGCA and InsTTATCCTTCCG haplotype of FCRL3
and NFKB1 showed association with JRA (OR 0.35, p=0.00005, y OR 0.65,
p=0.0052, respectivaly). Meanwhile, CTTGC haplotype of TNFR1 showed
association with susceptibility to JRA (OR 1.62, p=0.016). Gene expression
analysis in males showed no significant difference in the TNFR1 expression level
either T or G alleles of -309G/T SNP. Ours results suggest that TYK2, IL23R,
FCRL3, TNFR1 and NFKB1 gene are associated with JRA in Mexican population.



1. Introduccion

1.1. Artritis reumatoide

La artritis representa un grupo heterogéneo de enfermedades inflamatorias
articulares que se asocian con manifestaciones extrarticulares.® Estas patologias
se dividen por el tiempo de evolucion en artritis aguda y crénica. La artritis aguda
tienen un tiempo de evolucion inferior a 6 semanas, (no so6lo es una causa de
urgencia meédica por la incapacidad funcional, sino también porque si se deja
evolucionar sin un tratamiento adecuado, pueden comprometer la vida de los
pacientes, mientras la artritis cronica se presentan en los individuos con un tiempo
de evolucién mayor a 6 semanas.? Entre las artritis crénicas autoinmunes mas
comunes en adultos y nifios se encuentran la artritis reumatoide (AR) y la artritis
reumatoide juvenil (ARJ), respectivamente. Siendo incluso la AR y la ARJ las

enfermedades autoinmunes mas comunes>>.

1.1.1 Prevalencia e incidencia de la ARJ

La incidencia y prevalencia exacta de la ARJ no esta muy clara; en Finlandia se
ha reportado una prevalencia de apenas el 0.1% de las enfermedades que
afectan a dicha poblacién®. Otros estudios han reportado que la incidencia de la
ARJ varia considerablemente de una poblacion a otra, pero en general se
presenta entre 10 a 23 por cada 100,000 nifios (Tabla 1), mientras la prevalencia
se presenta de 0.83 a 220 por cada 100,000 nacidos vivos’.

1.1.2 Caracteristicas clinicas de la ARJ

La ARJ en una enfermedad caracterizada por presentar inflamacion en una o mas
articulaciones con al menos 6 semanas de evolucion que afecta a nifios menores
de 16 afios, y predomina en el género femenino®. Esta entidad se caracteriza por
inflamacion, edema, eritema, prurito, pérdida de la funcion vy rigidez articular que
frecuentemente causa discapacidad funcional, alterando la calidad de vida de los
individuos afectados. Durante la evolucion de la enfermedad se van destruyendo
progresivamente las articulaciones debido a procesos inflamatorios desregulados.

Sin embargo, la enfermedad se puede presentar con manifestaciones clinica muy
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variable y puede ir desde la inflamacion de una articulacion, hiperemia y prurito,
hasta destruccion del cartilago y erosion de hueso de varias articulaciones;
incluso puede haber manifestaciones extrarticulares”®. Estos eventos destruyen
progresivamente la estructura normal de los componentes articulares y el dafio
que sufren las articulaciones depende de la gravedad de la enfermedad®. En la
ARJ generalmente las articulaciones grandes son las mas afectadas, sin
embargo, las articulaciones pequefias como las de manos y pies se ven
involucradas especialmente en algunos subtipos clinicos®. En ocasiones, también
las articulaciones temporo-mandibular, cervicales, toracicas y columna lumbar
pueden estar afectadas en los pacientes con esta patologia™*?. Otro rasgo clinico

comun en niflas es la uveitis.

Tabla 1. Incidencia y prevalencia de la ARJ en diferentes poblaciones.

No/100,000 No/100,000

Japon 0.83 *NR Fujikawa y Okuni , 1997
Finlandia 19.5 *NR Kaipianen

Noruega 22.6 148.1 Seppanen,1995

Turquia *NR 64 Moe y Rygg, 1998
Alemania 3.5 20 Ozen, 1998

Australia *NR 400 Kiessling, et al. 1988
Costa Rica 6.8 34.9 Manners and Diapevven

A NR. No reportado  (Datos tomados de Schneider R).



1.1.3 Clasificacion de la artritis reumatoide crénica

El Colegio Americano de Reumatologia (ACR por sus siglas en ingles)™, la
Asociacién Europea Contra el Reumatismo (EULAR)Y vy la Asociacion
Internacional Contra el Reumatismo (ILAR)'®, han clasificado a los nifios con
artritis reumatoide cronica tomando en cuenta los sintomas y algunos marcadores
moleculares presentes en los individuos afectados (Tabla 2). Segun diferentes
consensos sobre la clasificacion de la artritis cronica juvenil es posible emplear

cualquiera de las tres formas de clasificacion de la artritis infantil cronica.

Tabla 2. Clasificacion de las artritis crénicas en nifios.

EULAR (1978) ILAR (1997)
ACJ* AIJ**
Sistémica Sistémica Sistémica
Poliarticular Poliarticular Poliarticular FR positivo
Oligoarticular ARJ Poliarticular FR negativo
Oligoarticular Oligoarticular: persistente
Artritis con psoriasis extendida
Artritis relacionada con
psoriasis
Artritis relacionada con

entesitis
Otras

* ACJ: Artritis cronica juvenil  ** AlJ: Artritis idiopatica juvenil

1.1.4. Clasificacion de la ARJ

El ACR clasifica a la artritis reumatoide de acuerdo al nimero de articulaciones
afectadas con una evoluciébn no menor a seis semanas en nifios menores de 16
afos. Esta clasificacion subdivide a la enfermedad en tres subtipos clinicos, los
cuales son definidos por los sintomas clinicos que se presentan en los primeros
seis meses de enfermedad. El curso clinico de la ARJ se puede predecir después
de los primeros seis meses de enfermedad™®. Los tres principales subtipos de la

ARJ son, a) pauciarticular u oligoarticular, b) poliarticular y c) sistémica.



1.1.4.1 ARJ pauciarticular

Este subtipo se desarrolla en al menos el 50% de los nifios afectados con ARJ, y
suele presentarse antes de los 6 afios de edad y se caracteriza por presentar
inflamacion de al menos cinco articulaciones durante los primeros seis meses de
evolucion de la enfermedad, usualmente se ven afectadas las grandes
articulaciones como cuello, mufiecas, rodillas y tobillos. Un porcentaje importante
de los individuos con ARJ pauciarticular sintetizan anticuerpos antinucleares
(ANA) y la mayoria de ellos desarrollan uveitis”®. Este subtipo casi nunca afecta
las caderas y raramente las articulaciones pequefias de las manos y pies. Algunos
investigadores frecuentemente dividen a los subtipos pauciarticular en subtipo
persistente o extendido (Tabla 2)*°.

1.1.4.2 ARJ poliarticular

Este subtipo representa aproximadamente el 35% de los casos con ARJ y se
caracteriza por la presencia de artritis en mas de cinco articulaciones dentro de
los primeros seis meses de evolucion de la enfermedad. Aqui se incluyen a los
pacientes con factor reumatoide positivo (FR+) y negativo (FR-). Este subtipo
puede ser simétrico y usualmente involucra a articulaciones grandes y pequefas
de manos y pies, aunque también otras articulaciones como la de la espina
cervical y temporomandibular pueden estar afectadas'’>. Los pacientes
seropositivos al FR frecuentemente desarrollan poliartritis mas tempranamente
que aquellos con FR negativo, quienes tienen un prondéstico clinico variable®*.
Los pacientes con FR positivo son principalmente adolescentes con artritis
simétricas pequefias y sinovitis erosiva temprana. Algunos subtipos clinicas de la
ARJ se asocian con variantes genéticas comunes, sin embargo, este subtipo en
particular no tiene gran asociacion con el complejo principal de histocompatibilidad

(CPH) o antigeno leucocitario humano (HLA)"*.

1.1.4.3. ARJ sistémico

Este subtipo representa aproximadamente el 15% de los casos con ARJ y se
caracteriza por presentar manifestaciones sistémicas extraarticulares como fiebre
igual o mayor a 39°C durante lapsos que pueden oscilar entre varias semanas,
meses y en algunos casos afios. La ARJ sistémica usualmente afecta mas de 5

articulaciones tanto grandes como pequefias’®. Algunos rasgos clasicos del
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subtipo sistémico son los picos de fiebre elevada, linfoadenopatia, pleuritis,
pericarditis o esplenomegalia’'®*®. Por otro lado, no se ha reportado asociacién
con la edad, género o HLA’.

1.1.5. Etiologia de la ARJ

La etiologia de la ARJ no esta bien definida, sin embargo, existe un gran nimero
de evidencias que sugieren que esta patologia tiene un origen multifactorial, es
decir, se requiere de la interaccién de mdltiples genes con el medio ambiente’.
Aunque los factores ambientales involucrados en el desarrollo de esta entidad no
se han establecido claramente, se han observado diversas asociaciones con
niveles anormales de hormonas, traumas articulares, microorganismos
infecciosos como el virus de la rubéola, retrovirus, virus de la hepatitis C,
parvovirus B19, Mycobacterium tuberculosis, Micoplasma y Helicobacter pylori,
entre otros. Sin embargo, ninguna de estas evidencias han sido replicadas en
laboratorios de investigacion’. Mediante estudios en familias y gemelos se ha
logrado documentar la participacion de factores genéticos en el desarrollo de esta
patologia, incluso, se ha asociado con algunos genes del CPH en ratones o el
HLA en humanos y otros genes involucrados con susceptibilidad y/o gravedad con
la enfermedad principalmente TNF-a, IL6, MIF y PTPN22, entre otros®.

1.1.6. Fisiopatologia de la ARJ

Una articulacion es una serie de estructuras que permiten la conjuncion de dos o
mas huesos y pueden ser mdviles o fijas'’. Gran parte de la movilidad corporal se
debe a la presencia de diversos tipos articulaciones comolas fibrosas,
cartilaginosas y sinoviales'’. En estas Ultimas, los huesos que forman este tipo de
articulaciones cuentan con una cavidad sinovial y se mantienen juntos por la
accion del tejido conectivo denso irregular de una capsula articular y con
frecuencia por el trabajo de los ligamentos. Las membranas sinoviales revisten las
cavidades de articulaciones con libertad de movimiento y se componen de tejido
conectivo areolar con fibras elasticas y numero variable de adipocitos. Diversos
tipos celulares de la membrana sinovial secretan liquido sinovial, per se su
funcién es lubricar las articulaciones para reducir la friccion, proporcionar
nutrientes y eliminar desechos metabdlicos de los condrocitos del cartilago

articular'’. Los estudios anatémico-histolégicos y genético-molecular en ARJ son
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escasos, sin embargo, aunque existen diferencias marcadas entre la forma infantil
y del adulto, los extensos estudios realizados en AR han sido muy utiles como
modelo para esclarecer el dafio anatomico-histolégico y genético-molecular en
pacientes con ARJ. Los andlisis histolégicos de pacientes con AR han mostrado
una fuerte participacion de eventos inflamatorios en la membrana sinovial y en el
pannus, lo cual contribuye en la patogénesis de la remodelacién del tejido
conectivo sinovial anormal, estos mismos eventos se cree pueden pasar en ARJ
(Figura 1)°.
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Figura 1. Articulacion diartrésica normal y afectada por ARJ. A) Estructura y
componentes basicos de una articulaciéon normal con movimiento, las articulaciones estan
protegidas por una membrana sinovial. B) En la ARJ, la membrana sinovial se inflama y
su estructura y su funcion se ven afectadas junto con el cartilago y hueso.



Diversas investigaciones han documentado que en la ARJ, varios tipos celulares
del sistema inmune innato y adaptativo reaccionan contra tejidos propios de los
individuos afectados con esta enfermedad. Lo anterior es debido a una falla en la
clonalidad de los linfocitos T, produciendo dafio tisular y en un porcentaje
importante, dafio sistémico. En la membrana sinovial de los pacientes con ARJ se
infiltran diversos tipos de células inflamatorias como macrofagos, neutrdéfilos,
células plasmaticas, células dendriticas y una alta proporciéon de células T
activadas (las cuales contienen altas concentraciones de receptores de
quimiocinas) que actian contra las células de la membrana sinovial de las
articulaciones®'%!8. Diversos estudios muestran la importancia de los fibroblastos
sinoviales en la produccion de diferentes proteinas implicadas en la inflamacion,
destruccién del cartilago y hueso (Tabla 3)*°. Se ha observado también que los
linfocitos B juegan un papel fundamental en el desarrollo de la artritis; la presencia
del anticuerpo monoclonal dirigido contra CD20 de los linfocitos B de ratones
causa una completa disociacion de los foliculos de las células B y reduce
significativamente la sintesis de la IL-1B, INFY, citocinas sintetizadas por los
linfocitos T e involucradas fuertemente con esta enfermedad. Estos datos
sugieren que las células B tienen un efecto en el desarrollo de la ARJ®. Ademas
de las células implicadas en el desarrollo de la autoinmunidad, algunas moléculas
solubles como el TNF-q, IL6, IL1B y la proteina C reactiva juegan un papel clave
en la inflamacién, destruccion del cartilago y erosion del hueso, llevando al dafio
de la estructura articular (Figura 2). El TNF-a y la IL1B inducen la activacion de

diversas enzimas de la matriz extracelular, tales como las metaloproteasas*®?*%.

En la ARJ existen pocos estudios que permiten explicar la fisiopatologia de la
enfermedad. En este sentido, la AR ha sido ampliamente estudiada y diversos
modelos de autoinmunidad desarrollados para estudiar la AR han servido para
proponer vias fisiopatolégicas comunes entre ellas. La primera de ellas propone
un papel fundamental de los linfocitos B autoreactivos en la generacion de
sefiales de perpetuacion y en la activacion de los linfocitos T CD4" a través del FR
(inmunoglobulina M: IgM, la cual se ha propuesto puede generar autoinmunidad).
Cuando el FR interactia con un antigeno X (desconocido), la fraccion cristalizable
(Fc) del FR se une a un receptor de las células B (RCB), posteriormente ocurre

endocitosis del antigeno, el cual es degradado en el citoplasma y presentado en
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moléculas del HLA clase 1l en la membrana de las célula presentadora de
antigeno (CPA). Asi el HLA junto con el antigeno y las moléculas coestimuladoras
de los linfocitos B activan a los linfocitos T CD4" e inducen su proliferacion y
diferenciacion al fenotipo Th2. Finalmente, estos linfocitos sintetizan una gran
cantidad de citocinas y quimiocinas que ayudan a perpetuar la activacion de los
linfocitos B autoreactivos. Otra evidencia experimental propone que el FR puede
interaccionar con proteinas del complemento como la C3d, al unirse con el
receptor 2 del complemento estimula a los linfocitos B autoreactivos a producir
moléculas coestimuladoras, asi como también la activacion de los linfocitos T
(Figura 3)%%%,
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Figura 2. Células y moléculas involucradas en la inflamacion sinovial, destruccién del
cartilago y erosién del hueso. Las células de la membrana sinovial y las moléculas solubles que
liberan al liquido sinovial tienen un papel fundamental en la inflamacion, la angiogénesis, la
degradacion del cartilago y la erosion del hueso. (Tomado de Mdller-Ladner, 2005)
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Tabla 3. Moléculas efectoras liberadas por fibroblastos de la membrana sinovial.

Citocinas y quimiocinas efectoras

> IL-8, TGF-B, PDGF, GM-CSE, G-CSF,
FGF, VEGF, EGEF.

> [L-8, IL-16, MCP-1, MIP-1, MCP-1a

> IL-1, IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-15, LIF,
PDGE, MIF, GM-CSF, TRX

> 114, IL-10

> PGE, catepsina B, LyK

Angiogénesis

Quimiocinas

Citocinas pro-inflamatorias

Citocinas anti-inflamatorias

Degradacién de la matriz

> TIMP, TGE-B, IL-11, Inhibicién dela degradacién de la matriz
> RANKL, VEGF Osteoclastogénesis
> TGF-B, BMP-2 Formacién del hueso
% e Microorganismo X
Cooperacion y

lulas T

TCR

Péptido-HLA clase Il

RBC especffico para la FR

4

Presentacién de antigenos

Inflamacion

Complejos
inmunes %

Figura 3. Modelo de auto-perpetuacién de los linfocitos B autoreactivos y génesis
de la artritis. Posible papel de autoanticuerpos (FR) mediada por células B autoreactivas
en la génesis de la AR (Tomado de Edgard, 2006).
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Por otro lado, otros autores plantearon otra hipétesis derivada de varias
evidencias experimentales, esta propone que los linfocitos T asesinos naturales
(NK: Natural Killer) y las células T autoreactivas juegan un papel fundamental en
el desarrollo de enfermedades autoinmunes®. Segln esta hipétesis los linfocitos
NK pueden regular negativa o positivamente a los linfocitos T autoreactivos ya
existentes. Las células NK pueden producir citocinas y quimiocinas que
determinan la diferenciacion de las células T CD4 * virgenes a células tipo Tyl o
T2, de esta manera pueden influir en el desarrollo de la respuesta autoinmune.
Por otro lado, las células NK y las CPAs profesionales pueden coadyuvar a la
génesis de linfocitos T autoreactivos a través de moléculas coestimuladoras
sintetizadas por los linfocitos NK. Finalmente, los linfocitos NK pueden promover
directamente la generacion de linfocitos T autoreactivos a través de moléculas

coestimuladoras como OX40 o 2B4 (Figura 4).

Las células T NK promueven a las células T autoreactivas
!/,

2
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coestimuladoras

Figura 4. Papel de los linfocitos T autoreactivos en la génesis de autoinmunidad.
Hipotesis que propone que los linfocitos NK activan a los linfocitos T autoreactivos en una
respuesta autoinmune. (Tomado de Shi, 2006)
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Ademas, existen evidencias experimentales donde se muestra a los linfocitos NK
inhibiendo a los linfocitos T autoreactivos. Se ha demostrado también que los
linfocitos NK pueden lisar a las células dendriticas autélogas y apagar la
respuesta inmune mediada por células T a través de la sintesis de TGF-B.
Finalmente, se ha documentado el papel de los linfocitos T en la regulacion de

eventos de antiproliferativos al activar al gen supresor de tumor p21 (Figura 5)%.

Las células NK inhiben a las células T
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Figura 5. Papel inhibidor de los linfocitos T NK en autoinmunidad. Mecanismos
propuestos por los cuales las células T NK pueden inhibir la activacion de los linfocitos T
autoreactivos (Tomado de Shi, 2006).
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1.1.7. Genética de la ARJ

En ARJ no existen estudios de estimacién de su heredabilidad, sin embargo, en
otras patologias autoinmunes como la AR, se ha observado que la contribucion
genética es de aproximadamente el 60%2°. Estudios en gemelos y en familias han
proporcionado evidencias de la contribucidbn genética en la susceptibilidad a
ARJ?’. En un estudio donde se incluyeron 113 pares de hermanos con ARJ, se
documento en 71 de ellos una alta concordancia tanto del subtipo clinico como del
inicio de la enfermedad®. Por otro lado, se ha demostrado una alta concordancia
de la enfermedad en los gemelos monocigotos (MC) comparado con los gemelos
dicigotos (DC), estos datos claramente muestran la importancia del factor genético
en el desarrollo de esta patologia. Se ha calculado la concordancia en gemelos
MC, esta es del 30 — 40°°3%, Se ha estimado también el riesgo que tiene un
gemelo MC, los resultados muestran una probabilidad de 250 — 400 veces mas
para desarrollar ARJ, comparado con cualquier individuo de la poblacién general
Otros estudios han documentado un riesgo de recurrencia de ARJ en hermanos
(As) es de 15 - 20, similar al de diabetes mellitus tipo | insulinodependiente. La
concordancia y la ocurrencia de la enfermedad entre los familiares de primer
grado es indicativo de la existencia de factores de riesgo compartidos en la
familia?’?**. Aunque los gemelos y los pares de hermanos con ARJ se han
descrito frecuentemente, familias con varios hijos afectados con esta enfermedad
sélo rara vez han sido reportadas. Se estima que el riesgo de recurrencia de un
individuo que tiene hermanos con ARJ es de 30 veces mayor que el de la

poblacién general®”3",

Es bien conocido que variaciones o polimorfismos (variantes genéticas
encontradas en la poblacion general con una frecuencia igual o mayor al 1%) en
genes que codifican para moléculas del HLA estan asociados al desarrollo de la
ARJ. Por ejemplo, se han observado polimorfismos genéticos en el HLA-A2
asociados con la aparicién temprana de el subtipo oligoarticular en nifias”®. Se ha
documentado también a varios alelos (formas alternativas de un gen) del HLA-
DRB1 *08, *11, DQA1*04, *05 y DQB1 *04 asociados con el subtipo oligoarticular
persistente, mientras el HLA-DRB1 *08 confiere riesgo al subtipo poliarticular FR
7,11,27

negativo y el HLA-DRB1 *11 se ha asociado con riesgo al subtipo sistémico

A pesar de las diversas evidencias de la asociacién genéticas de algunos alelos
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de los HLA con la ARJ, un estudio en pares de hermanos afectados ha mostrado
la importancia de las moléculas del HLA en el desarrollo de la ARJ, sin embargo,
estos soélo representan alrededor del 17% de todos los genes involucrados con
esta patologia®. Esto sugiere que otros loci encontrados fuera de la regién de

HLA estan involucrados con la fisiopatologia de la ARJ.

1.1.8. La ARJ como enfermedad multifactorial

A diferencia de las enfermedades mendelianas o monogénicas (que tienen un
patron de herencia clasico), y cuyo desarrollo depende de una mutacién de alta
penetrancia en un solo gen, las entidades multifactoriales (que no tienen un
patrén de herencia bien definido) dependen de la interaccion de muchos genes
(enfermedades poligénicas) con polimorfismos o variantes genéticas de baja
penetrancia y el medio ambiente, tal como ocurre en la ARJ (Figura 6)*>®¢ Un
factor de confusion en el estudio de las enfermedades complejas es la
expresividad variable, la cual se refiere al espectro en la gravedad de la
enfermedad en un conjunto de individuos afectados. En las enfermedades
multifactoriales los genes involucrados en la génesis de dichas patologias se
denominan genes de susceptibilidad, mas que causales de enfermedad®>% Las

caracteristicas de las enfermedades complejas se muestran en la tabla 4.
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Figura 6. Frecuencia de las variantes genéticas y efecto sobre las enfermedades.
Esta imagen muestra como el efecto de una patologia depende de la frecuencia de las
variaciones genéticas; genes de alta penetrancia (Mendelianas) o baja penentrancia
(Complejas). (Modificada de Wright AF, 2001).
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Tabla 4. Caracteristicas de las enfermedades multifactoriales

Caracteristicas Definicion

Influencia multifactorial Contribucién genética y ambiental
Poligénica Influenciada por varios genes
Influenciada por variantes STRs, VNTRs, SNPs, CNVs*
genéticas comunes/raras
Variantes genéticas de baja Una gran proporcién de individuos que las
penetrancia portan no manifiestan la enfermedad.
Heterogeneidad genética Espectro amplio de la gravedad del fenotipo
clinico
Heterogeneidad fenotipica La gravedad y por tanto el subtipo de
la enfermedad puede variar entre
individuos

1.1.9. Papel de los SNP en la ARJ.

El proyecto del genoma humano, culminado en el 2004, logré determinar la
secuencia y el mapa fisico de los genes, asi como la construccion de una gran
base datos de la variabilidad genética del humano, conteniendo principalmente los
polimorfismos de un solo nucleétido o SNP (por sus siglas en ingles). La figura 7
muestra varios SNP, su distribucién en un secuencia especifica del DNA, varios
haplotipos y tagSNP***2. A partir de los resultados del proyecto del genoma
humano se cred el proyecto del mapa de haplotipos o HapMap, el cuél tuvo como
objetivos caracterizar el numero total de SNP en un genoma, su segregacion en
blogues de haplotipos y su relacion con la susceptibilidad, proteccion o gravedad
en una determinada enfermedad, asi como con la respuesta a un determinado
farmaco.***® Un reporte del HapMap en el 2007, reportd 3.1 millones de SNP
distribuidos a través del genoma humano®’, y para el 2008 éste se increment6 a
11 millones, sin embargo, se ha propuesto una cantidad de hasta 20 millones,
muchos de estos son propios de cada poblacion®. La importancia del uso de los
SNP en las enfermedades complejas radica en su amplia distribucién dentro y
fuera de los genes (1 en cada 250 pb), sus posibles implicaciones biolégicas
dependiendo la region del gen se encuentre el SNP, por ejemplo, en la region del

promotor, las regiones 5" y 3" UTR, intrones o exones° ™3, Ademas su utilidad
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también se debe a la simplicidad para analizarlos por métodos automatizados y su
posible asociacién con susceptibilidad, proteccién, gravedad de la enfermedad o
la respuesta al tratamiento (Tala 5). Ademas, otro tipo de polimorfismos causantes
de susceptibilidad o proteccion a enfermedades han sido reportados. Los
repetidos en tandem de numero variable (VNTR), repetidos cortos en tandem
(STR) y variantes en el nimero de copias (CNV)*, si bien son poco frecuentes en
los genes y en el genoma humano también son una fuente de variabilidad
genética y fenotipica, asi como de susceptibilidad o proteccion a enfermedades.
Dado que su tamafio es mayor y son muy informativos (estos presentan un mayor
ndamero de genotipos y alelos), estos pueden tener un efecto mas claro en las
enfermedades multifactoriales o complejas comparado con los SNP***. Por su
parte, aungque el nimero de CNV en el genoma es todavia menor al de los STR y
VNTR, varios de ellos han sido asociados con patologias autoinmunes como AR y
LES®*®’. Los CNV abarcan tamafios de al menos 0.5-1 kb de longitud, resultado

de amplificaciones, deleciones e inserciones®*>>.

Tabla 5. Caracteristicas de los SNP

Definicion de SNPs Polimorfismos de un sé6lo nucleétido

Nuamero de alelos Generalmente bialélicos; un alelo de frecuencia mayor y uno de
frecuencia menor (MAF)

Distribucién Amplia; 1 cada 250 pb
Ubicacién gendémica Regiones intra e intergénicas
Efecto biolégico SNPs funcionales y no funcionales

Clasificacion funcional rSNPs, srSNPs, ¢<SNPs

Participacién en Confiere susceptibilidad, proteccién, respuesta al tratamiento,
patologias asociados con gravedad
Formas de analizarlos Metodologias manuales o automatizadas
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SNP ethupta Haplotipp1 ACAAGT (48%)
Haplotipp2 ACAACA (27%)
Haplotipo3 GACGCA  (16%)
Haplotipo4 GACGGT  (9%)

Figura 7. Distribucién de SNP en varios genes, combinaciéon de alelos de los SNP y
TagSNP. Los SNP tienen una amplia distribucion a través del genoma y de los genes. La
combinacién alélica de los SNP (haplotipos) cominmente se asocian con diversas
enfermedades. Cuando los alelos de los haplotipos estdn en alto desequilibrio de
ligamiento (r> > 0.9) estos pueden servir como tagSNP, es decir; estos SNP predicen
alelos de otros polimorfismos por lo que sélo es necesario analizar el tagSNP para
obtener el haplotipo

1.1.10. Estrategias utilizadas en la identificacion de genes y regiones
genéticas involucradas con ARJ.

Debido a que el factor genético es fundamental en el desarrollo de la ARJ, tanto la
la genética como la gendmica se han enfocado en la identificacion de genes y
regiones gendmicas involucradas con la enfermedad. Bésicamente se han
empleado tres estrategias para la identificacion de nuevos genes involucrados con
las entidades complejas: 1) analisis de ligamiento, 2) analisis de asociacion y 3)

°35861 " Sin embargo, dos de las estrategias mas

analisis de expresién génica
ampliamente usadas en los estudios de epidemiologia genética son los estudios
de ligamiento genético y los de asociacién alélica®*°®®*. Ambas estrategias son
muy importantes para identificar genes involucrados con la ARJ y cada una de

ellas presenta ventajas y desventajas, sin embargo, no son excluyentes.
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1.1.11. Estudios de ligamiento en ARJ

Este tipo de estrategia representa un recurso muy valioso para identificar genes
que tienen una asociacion causal con la enfermedad de interés, se puede realizar
en familias con multiples afectados (pedigries amplios) o pares de hermanos
afectados (Figura 8) y se habla de ligamiento cuando los alelos de dos loci son
cosegregados juntos o con la enfermedad®. En los primeros estudios de
ligamiento se empleaban marcadores genéticos polimorficos altamente
informativos distribuidos escasamente en todo el genoma (estudios de ligamiento
amplios del genoma: GWLS), especificamente con los VNTR o STR; aunque
actualmente se pueden emplear a los SNP para este mismo fin debido a su
amplia distribucién en todo el genoma®. Con esta estrategia es posible rastrear a
un marcador encontrado estrechamente cercano al locus que produce la
enfermedad, de tal manera que uno de sus alelos puede estar ligado a él (Figura
8). Asi, los estudios de ligamiento con un LOD score (logarithm (base 10) of odds)
mayor a 3 permiten determinar si un marcador genético y el gen predisponente
de la enfermedad se encuentran fisicamente ligados mediante el andlisis de
cosegregacion del marcador y el fenotipo de la enfermedad®®®?. De esta manera,
mediante este tipo de estrategia se identifican regiones gendémicas involucradas
con la ARJ. Hasta la fecha se ha publicado un articulo en pares de hermanos
afectados con ARJ, en este se encontraron varias regiones ligadas a ARJ (Tabla
6)%. En las enfermedades multifactoriales como la ARJ donde muiltiples genes
proporcionan un pequefio efecto aditivo en su etiologia, los estudios de ligamiento
han contribuido muy poco en la identificacion de los factores genéticos
involucrados en su etipatogénesis, a diferencia de las enfermedades
monogénicas donde estos estudios han sido muy exitosos, como por ejemplo, en
la fibrosis quistica donde mutaciones puntuales en el gen CFTR causan la
enfermedad®. Cuando ocurre ligamiento genético, entonces se buscan genes
candidato dentro del locus para la enfermedad en cuestion. Esta estrategia es
compleja e involucra comdnmente regiones grandes y a veces es necesario
identificar el o los genes implicados en una region de 20 — 30 millones de pb, la
cual, dependiendo del cromosoma, puede contener entre 500 — 1000 genes>3. En
esta region se buscan genes potencialmente involucrados con la etiologia de la
enfermedad y, en el caso de la ARJ, genes involucrados con inflamacion e

inmunidad.
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Figura 8. Los andlisis de ligamiento en familias afectadas. Estos estudios son un
recurso valioso para identificar regiones genémicas que tienen una asociacién causal con
un fenotipo o enfermedad de interés, estos andlisis se realizan en familias extensas o en
pares de hermanos afectados (Modificado de Velazquez-Cruz R, et al. 2012).

Tabla 6. Regiones ligadas a ARJ y posibles genes involucrados con su
fisiopatologia.

Banda citogenética Gen (es) Funcion

1p36 TNFR2 Estd implicada en sefalizacion intracelular, proliferadén
e inflamacién

Los HLA Iy II actudn como moléculas presentadoras de

6p21 HLA L HLA I, INF a antigenos intracelulares y extracelulares,
respectivamente. TNF-a esla prindpal citocina
inflamatoria involucrada con destruccién del cartilago y
erosion del hueso.

19p13 TNFESF9 Involucrado en la presentacion de antigenosy en la
generadé6n de linfocitos T citotéxicos.

Subtipo poliarticular

Xpll TIMP1 El inhibidor de las metaloproteasas regula la actividad de
dichas proteinas
oligoarticular
4924 NFKBI1 Es un importante factor de transcripcion involucrado con
la expresion de genes proinflamatorios, de proliferacién,
diferenciadién, etc.,
19p13 TNFSF9

Involucrado en la presentacién de antigenosy en la
generadén de linfocitos T citotéxicos.

TNFR2; Receptor 2 del factor de necrosis tumoral, HLA-I y II: Antigeno leucocitario humano | y I, CC3:
Componente 3 del complemento, TNFSF9: Factor 9 de la superfamilia de TNF, TIMP1: Inhibidor 1 de TIMP,
CFP: Properdina del factor del complemento, NFKB1; Factor nuclear kB1.
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1.1.12. Estudios de asociacion alélica
A diferencia de los analisis de ligamiento, en donde se escanea todo el genoma o
una region grande del genoma, los estudios de asociacion genética se pueden

analizar de dos maneras:

a) Estudios de gen candidato: un gen que por su funcion biolégica puede
participar en la fisiopatologia de la ARJ, este locus no necesariamente debe tener

evidencia previa de ligamiento®®°.

b) Andlisis de asociacion del genoma completo (GWAS): este abordaje permite
analizar, dependiendo de la plataforma del microarreglo millones de SNP
(Affymetrix e lllumina). Este método es libre de hipétesis y no hay un interés en un

gen en particular.

CASOS CONTROLES

o

L R g

Analisis de asociacion
SNP -169T/C
Alelo Casos Controles
T 55 (55%) 75 (75%)
C 45 (45%) 25 (25%)

Figura 9. Estudios de asociacion casos y controles. En esta imagen se compara la
frecuencia alélica del alelo ¢ (frecuencia del alelo menos coman: MAF) del SNP -169T/C
en casos y controles, como la diferencia en porcentaje es del 20%, este alelo se asocia
con susceptibilidad a la enfermedad.

21



Ademas, los estudios de asociacion se puede realizar en: a) casos y controles
(individuos afectados con una patologia en particular e individuos sanos no
relacionados, sin antecedentes heredofamiliares de la enfermedad de interés y, b)
en familias (padres e hijo afectado o pares de hermanos afectados). En los
estudios de asociacion casos y controles se compara la frecuencia de marcadores
polimorficos en ambos grupos. Si el alelo especifico del marcador se encuentra en
mayor frecuencia en los casos comparado con los controles, con un poder
estadistico mayor a 0.8, entonces decimos que el marcador esta asociado con
susceptibilidad a la enfermedad. Por otro lado, si uno de los alelos del
polimorfismo es mayor en controles en comparacion con los casos, entonces se
sugiere una asociacién con proteccién (Figura 9)°*%°. La estrategia de asociacion
basada en familias elimina las falsas asociaciones debido a estratificacion
poblacional (subgrupos poblacionales que pueden tener un marcador mas
frecuente de lo esperado dando falsas asociaciones o rechazando asociaciones
verdaderas), esta estrategia es excelente para identificar genes asociados con
enfermedades complejas®®. Un método ampliamente utilizado en este tipo de
estudios es la prueba de desequilibrio de transmisién (TDT por siglas en ingles),
en ésta se compara la frecuencia con la cual los padres heterocigotos transmiten
un alelo especifico de un marcador bialélico o su forma alterna a su hijo
afectado®®. Una desviacion significativa de la frecuencia de transmisién esperada
para cualquiera de los dos alelos (TDT positiva) sugiere que este polimorfismo

esta involucrado con la fisiopatologia de la enfermedad (Figura 10)%.

Prueba de desequilibrio de transmision

O O

GA GA GA GA

AA AA

Figura 10. Prueba de desequilibrio de transmision (TDT). Este estudio de asociacion
basado en familias (padres e hijo afectado) sirve para observar asociaciones genéticas
entre un alelo de un polimorfismo y una enfermedad. Este estudio evita falsas positivas o
negativas por estratificacion poblacional
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1.1.13. Causas de asociacion
Las asociaciones se pueden deber al efecto directo del polimorfismo, al

desequilibrio de ligamiento y a la estratificacion de la poblacion.

i) Efecto directo del marcador alélico en estudio. En algunas ocasiones el
polimorfismo estudiado en ciertas enfermedades es la causa directa de asociacion
debido a que altera de manera funcional al gen (RNAm, splicing, estabilidad,

traduccién del RNAm) y a la estructura y funcién de las proteinas®®®*.

i) Desequilibrio de ligamiento. La asociacién puede ser debida a otro polimorfismo
localizado de manera cercana al polimorfismo que se esta estudiando, el cual

puede ser el verdadero causante de la susceptibilidad.

i) Estratificacion poblacional. Muchas poblaciones presentan subgrupos
poblacionales que se mezclan comunmente, esto puede condicionar a que tanto
una determinada enfermedad como algunos marcadores alélicos podrian estar
enriquecidos entre los individuos de alguno (s) subgrupo (s). Cuando se presenta
este fendmeno los estudios pueden dar falsos positivos o falsos negativos>®.

1.1.14. Efecto directo de los SNP asociados a enfermedades complejas:
implicaciones funcionales.

Los SNP puede clasificarse en funcionales y no funcionales, a su vez los
funcionales comunmente se subdividen en: a) SNP reguladores (rSNP)
localizados en los promotores de los genes que codifican proteinas y en los no
involucrados con la sintesis de proteinas, b) RNA estructurales (srSNP) y se
encuentran en cualquier parte del los RNAm vy, ¢) los codificantes (cSNP),
localizados en los exones. Estos ultimos se subdividen en sinénimos (cuando el
cambio de nucle6tido, no altera el amino&cido codificado) y no sinénimos (cuando
el cambio de nucledtido cambia al aminoacido) (Figura 11)**. Dada la amplia
distribucion de los SNP en el genoma humano, éstos pueden ser encontrados en
cualquier parte de la estructura de los genes. Asi, dependiendo de su ubicacion,
los SNP funcionales pueden afectar la expresion génica, la traduccion de los
RNAmM a proteinas, el corte y empalme, la estabilidad de los RNAm y la estructura
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y funcién de las proteinas (Figura 12)%.

SNP funcionales
Cromosoma1 GAGGTTCAAAATTGGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma 1 GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC
Cromosoma 1 GAGGTTCAAAATTAGTCGTACTCCGTAAATC

A osNp B rSNP] C [esnp

Traduccion, corte y

Funcion de la
1 empalme, estabilidad

Niveles de
=} Gn

Alteracion en la cantidad y actividad
de la ina

Figura 11. Clasificacion de los SNP funcionales. El diagrama muestra la clasificacion
de los SNP funcionales: SNP reguladores (rSNP), SNP RNA estructurales (srSNP) y SNP
codificantes (cSNP). Cada uno de ellos puede tener una implicacién directa en la
alteracion del gen, RNA o proteina y asociarse con alguna enfermedad compleja.
(Tomado de Ramirez Bello J, 2013)

A Afecta a la expresion génica 8 Afecta al corte y empalme y la generacion
de isoformas de las proteinas
ﬁﬁll\/‘ﬂ Fal = ".-u“‘-'-"'- L ":".l
VAIA A A 20 - Rt -t
!nL I/\IIUIVI " |.|n\} | tf_‘,.-‘g '-f-‘!_ s :’(’i‘-’g‘_

AAGC GCC SNP G/T GCTC GG SNPC/G_

Promotor E1 11 l E2 12 E3 14 E4
Cap AUG UAG AAA ARNm
5'UTR Region codificante / 3UTR PaoliA
\

GCGCT CG SNP T/A CTTA CG SNP A/C CACG GG SNP G/A
C  Afecta a la traduccion D Afecta a la funcion de la proteina E Afecta a la estabilidad

del ARNm sin cambiar aminodcido del ARNm

(véase texto)

Figura 12. Implicaciones biolégicas de los SNP funcionales en las enfermedades
Dependiendo del lugar en donde se encuentren los SNP funcionales pueden afectar la
expresion génica (rSNP), la traduccion, splicing, los enhancer o inhibidores de splicing, la
estabilidad de los RNAm (srSNP) y a la funcién de la proteina (cSNP). (Tomado de
Ramirez Bello J, 2013)
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1.1.15. Laimportancia de los rSNP

La expresion génica es un fendmeno biolégico de vital importancia para el
crecimiento, diferenciacion, apoptosis y desarrollo de cada una de las células y de
los organismos. Dicho proceso depende de elementos cis reguladores
encontrados en las regiones promotoras, especificamente en el nicleo y en los
elementos proximos del promotor de genes codificantes y no codificantes de

proteinas®>®’

. Diversas secuencias consenso cis ubicadas en el promotor y
distintas proteinas que actlan en trans, tales como factores de transcripcion,
proteinas reguladoras de la transcripcion, RNA polimerasa |l y otros elementos,
modulan la expresién génica de manera tejido especifica®®°. Diversos reportes
han documentado que las diferencias inter-individuales en la expresion génica
debido a la presencia de rSNP pueden modificar el fenotipo en enfermedades
complejas®’. Un ejemplo de esto lo representa el rSNP -169T/C ubicado en el
promotor del gen FCRL3, el cudl codifica para la proteina 3 parecida a la fraccion
cristalizable gamma (FcyRL3). Esta variante se encuentra asociada a AR, lupus
eritematoso sistémico (LES) y tiroiditis autoinmune (TA)®. Estudios in silico y
funcionales demostraron el impacto del alelo C de éste rSNP en la modificacion
de la afinidad de union al factor de transcripcion NF-kB, resultando en una mayor
expresion de este gen regulador de la inmunidad innata y adaptativa, de esta
manera, una mayor expresion de FCRL3 puede contribuir a la génesis de estas
tres patologias autoinmunes®. Por otro lado, el rSNP -376G/A del gen TNF-a
(factor de necrosis tumoral alfa), crea un sitio de unién para el factor de
transcripcion Octl que afecta los niveles de expresion en monocitos e incrementa
el riesgo a padecer malaria cerebral en Africanos®®. Este mismo rSNP afecta los

niveles de expresion del gen cercano linfotoxina A, y ha sido asociado con infarto

agudo al miocardio’. Otro rSNP de TNF-a (-308 G/A) se ha asociado no sélo con
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susceptibilidad, sino también con gravedad y respuesta al tratamiento en varias
enfermedades autoinmunes, inflamatorias, tumorales e infecciosas’*"*. Aunque
no se ha documentado cual factor de transcripcion se una a alguno de los alelos
(G/A) de este rSNP in vitro, si se ha documentado una mayor actividad

transcripcional e incremento de esta citocina cuando esté presente el alelo A”°.

1.1.16. Genes asociados a ARJ

Hasta la fecha, existen pocos estudios de asociacion genética tanto en un disefio
con genes candidato como por GWAS en pacientes con ARJ/JIA. Diversos genes
qgue participan en inflamacion, destruccion de cartilago y erosién del hueso han
sido estudiados. En la tabla 7 se muestran algunos genes asociados y nho

asociados a ARJ"®"",

Tabla 7. Genes asociados y no asociados a ARJ

Genes asociados Funcion Genes no asociados Funcion

> 4q27 Sin funcién conocida >ADRB2  Sefializacion intracelular
> C120rf30 Sin funcién conocida >CCL21 Quimioatracci6n

> CCL5 Quimioatraccién > CD40 Mollécula coestimuladora
>CD14 Regula respuesta inmune innata > CDK6 Progresion del ciclo celular
> CLEC16A Regula la actividad de la lectina >PRKCQ  Sefializacion celular

> [L2RA/CD25 Regula la proliferacién de las células By T

> MBL2 Activacién del complemento

> STAT4 Transduccion de sefiales

> TNF-o0 Inflamacién y autoinmunidad

> TNFAIP3 Regula procesos inflamatorios

> TRAF1/C5 Activacién del complemento
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1.1.17. Genes incluidos en este estudio (implicadas en inflamacion,
destruccidn del cartilago y erosion del hueso).

Los genes incluidos en este estudio de casos y controles fueron los siguientes:
TYKk2, 1L2, IL8, IL17, IL23R, CD40, CD80, GM-CSF, MCP1, FCRL3, TNF-q,
TNFR1, TNFR2, TACE y NFKB1, cada uno de ellos fue seleccionado bajo los
siguientes criterios: 1) que codifiquen para proteinas involucradas en inflamacion,
autoinmunidad y destruccion del cartilago y erosion del hueso (TNF-a, GM-CSF,
IL-17, RANKL, PADI4), 2) que regulen el sistema inmune a través de receptores
(IL-23R, FCRL3, TNFR1, TNFR2, CD40, CD80), de sefalizacion (IL2, TYKk2,
NFKB1, TACE), y de quimioatraccion (MCP1, IL-8), 3) por evidencia previa de
asociacion en ARJ/JIA (TNF-a) o en AR (TYK2, FCRL3), 4) por su ubicacion en
regiones previamente ligadas a ARJ (NFKB1 4g24, CD40 20g12) y 5) porque son
excelentes genes candidato, aungque no tienen evidencia previa de ligamiento y
asociacion a ARJ (IL2, IL8, IL17, CD80, GMSCF, MCP1, TNFR1, TNFR2, TACE).

1.1.18. FCRL3y su asociacion con diversas enfermedades autoinmunes.

En 2005, Kochi y cols., reportaron en poblacién Japonesa la primera evidencia
fuerte de asociacion entre el gen FCRL3 y varias enfermedades autoinmunes,
incluyendo AR, LES y TA®. Los estudios funcionales mostraron in vitro que el
alelo C del SNP -169T/C afecta los niveles de expresién de FCRL3 a través de la
modificacién de la afinidad de unién del factor de transcripcion NF-kB.%®
Posteriormente, varios estudios epidemioldgicos en caucasicos mostraron la
ausencia de asociacién de este SNP con AR o LES"®°. Sin embargo, dos meta-
analisis mostraron la asociacion del SNP -169T/C con AR y LES en varias
poblaciones asiaticas, especificamente en los del este de Asia®*®. Por otra parte,
otros estudios han mostrado una asociacion con proteccion a desarrollar
enfermedad autoinmune de Addison (AAD), esclerosis multiple (EM), TAy LES®*
8 Es necesario realizar mas estudios en otras poblaciones para esclarecer el
efecto de este gen en la susceptibilidad o proteccion en las diversas

enfermedades autoinmunes.
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1.1.19. Importancia de la via sefializacion de TNF-a en la ARJ

El TNF-a es una citocina pleiotrépica Thl (T helper o ayudadoras), la cual es
producida por diferentes tipos de células del cuerpo, incluyendo macréfagos,
monocitos, linfocitos, fibroblastos sinoviales, sinoviocitos, etc. Al mismo tiempo
TNF-a junto con sus receptores (TNFR1 y TNFR2; conocidos como p55 y p60,
respectivamente) se expresan en el sinovium de la mayoria de pacientes con ARJ,
este hallazgo los ha involucrado directamente en la patogénesis de la ARJ'*%8°,
El TNF-a se encuentra de dos formas en el cuerpo humano, la forma
transmembranal (precursora) y la soluble; la primera es liberada de la membrana

por la enzima convertidora de TNF-a (TACE)®"*

, mientras que la segunda activa
varias vias de sefializacion celular y puede mediar diferentes funciones a través
de TNFR1 o TNFR2%. Parecido a TNF-a, TNFR2 también es escindido por
TACE®*. El procesamiento enzimatico responsable de escindir al TNFR1 adn no
estd definido®. Algunas diferencias entre TNFR1 y TNFR2 radican en la
estructura y funcion de ambos receptores, el primero tiene una expresion
constitutiva, mientras que el segundo so6lo se expresa en células del sistema
inmune®. TNF-a inicia la sefializacién celular ya sea a través de TNFR1 o TNFR2
que culmina con la activacién del factor de transcripcion NF-kB a través de varias
quinasas; este factor de transcripcion se transloca al nucleo y comienza la
transcripcion de genes involucrados en la inflamacion y en la ARJ (Figura 13)%°.
Debido a la importancia que juega TNF-a y sus receptores en ARJ, se han
desarrollado varias estrategias para inhibir sus efectos en la inflamacion, en la
degradacion del cartilago y en la erosién del hueso. Una de estas estrategias
consiste en inhibir a TNF-a a través de anticuerpos monoclonales®™?’, sin
embargo, esta terapia sOlo se emplea en los individuos sin mejoria con los
farmacos tradicionales modificadores de la enfermedad, como son el metrotexato,
la leflunomida, y la sulfasalazine®®®°. Actualmente se esta evaluando la respuesta
a determinados anticuerpos anti-TNF-a sobre el efecto de algunos alelos de este
gen (por ejemplo el SNP -308G/A), se ha observado que el genotipo ancestral
308G/G responde significativamente mejor en comparacion con los genotipos
heterocigoto -308G/A y homocigoto -308A/A%®". Algunos estudios han analizado
diversos tipos de polimorfismos en los genes TNF-a, TNFR1 y TNFR2 en
pacientes con ARJ!®1% Sin embargo, los resultados no son consistentes, de

hecho, solo los SNP -308G/A y -238G/A de TNF-a se han asociado con
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susceptibilidad a ARJ en nuestro grupo de trabajo’®. Los otros genes no se han
100-102

asociado a ARJ en ninguna poblacion

Figura 13. Sefializaciéon mediada por TNF-a. TNF-a se une a los receptores TNFR1 o
TNFR2 e inicia un proceso de transduccion de sefales a través de proteinas asociadas,
la participacion de varias quinasas es determinante para la activacion de NF-kB, factor de
transcripcion involucrado en la activacion de la expresion de genes que participan en
inflamacién, diferenciacion, proliferacién, apoptosis, pero también con destruccion del
cartilago y erosién del hueso. (Tomado de Chen G, 2001)
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2. Justificacion

Las enfermedades autoinmunes representan aproximadamente el 5% de todas
las patologias diagnosticadas que afectan a Estados Unidos de Norte América y
afectan con mayor frecuencia al género femenino. La ARJ representa a la
enfermedad reumatica autoinmune mas comdn que se presenta en la infancia,
esto causa un serio problema de salud, lo cual conlleva a discapacidad funcional
debido a la destruccion del cartilago y hueso de los individuos afectados, ademas
esto representa a su vez un alto costo socio-econdmico para la familia y sociedad.
Los estudios de susceptibilidad genéticos en ARJ son escasos en México y en el
mundo, por este motivo es necesario analizar el efecto de las diversas variantes
genéticas de genes que codifican para proteinas relacionadas con el sistema
inmune y su relacién con la fisiopatologia de la enfermedad. El conocer la
distribucion de las variantes en la poblacion Mexicana asi como su impacto en el
desarrollo de la ARJ nos permitira dar un mejor diagnostico, prondstico y

esquemas terapéuticos mas individualizados.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Determinar si 41 SNP en genes 14 genes (IL2, IL8, IL17, IL23R, TYKZ2, CD40,
GMCSF, MCP1, TACE, TNFR1, TNFR2, IL23R, FCRL3 y NFKB1) candidatos
se encuentran asociados con la fisiopatologia de la ARJ en una muestra de
pacientes mexicanos y evaluar si los genotipos asociados afectan los niveles

de expresion de sus transcritos

3.2. Objetivos particulares

» Conocer la frecuencia alélica y genotipica de los SNP de los genes
candidatos estudiados en poblacién Mexicana.

» ldentificar nuevos polimorfismos en los genes candidatos asociados al
desarrollo de ARJ.

» Determinar si existen alelos de riesgo o proteccién a ARJ en los genes
estudiados.

» Determinar si algunos polimorfismos asociados a ARJ tienen un
impacto en la expresion de los genes.

4. Hipétesis

Si SNP de los genes 1L2, IL8, IL17, IL23R, TYK2, CD40, GMCSF, MCP1, TACE,
TNFR1, TNFR2, IL23R, FCRL3 y NFKB1 involucrados con inflamacién,
degradacion del cartilago, erosién del hueso y autoinmunidad se encuentran en
mayor frecuencia en casos que en controles entonces conferirdn susceptibilidad a

desarrollar ARJ en poblacién Mexicana.

5. Disefio de estudio

> Observacional, transversal, retrospectivo, descriptivo y comparativo
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6. Material

6.1. Poblacion de estudio

En el estudio se incluyeron 215 nifios con ARJ y 430 controles. Los pacientes
fueron diagnosticados clinicamente con ARJ mediante los criterios que establece
el ACR. Los casos fueron captados del Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, IMSS y del Instituto Nacional de Pediatria (INP), SSa. Los
controles fueron individuos sanos, libres de enfermedad y sin antecedentes de
algun tipo de enfermedad crénica o cualquier enfermedad autoinmune. Los
controles se obtuvieron del banco de sangre del INP, SSa. El protocolo fue
aprobado por el comité de ética de cada institucion y las muestras fueron tomadas

previa firma de la carta de consentimiento informada por padres o tutores.

7. Método

7.1 Anélisis molecular

De cada individuo, se extrajo el DNA gendmico a partir de linfocitos de sangre
periférica con el kit QIAamp DNA blood Maxi kit (Qiagen). EI DNA fue cuantificado
y diluido para su andlisis molecular que incluy6 el andlisis de diversos SNP en
diferentes genes que estan relacionados con el sistema inmune. Para el analisis
de expresion génica se empledé el RNAm extraido de leucocitos de individuos

libres se cualquier enfermedad inflamatoria y autoinmune.

A cada participante se le tomd por venopuncion una muestra de 5-10 ml de
sangre periférica, la cuél fue almacenada en tubos vacutainer empleando EDTA
como anticoagulante. Posteriormente, los tubos vacutainer se centrifugaron
durante 15 min., a 2,500 revoluciones por min (r.p.m), la capa de leucocitos
obtenida por la centrifugacion se transfirié a un tubo de centrifuga de 50 ml y se
procedid a colocar 500 ul de proteasa (Qiagen). Inmediatamente después se
procedi6 a homogenizar la mezcla y se dejé incubar durante 5 min y se le
agregaron 6 ml de buffer de lisis (AL) y se agité fuertemente por al menos 1 min.
La mezcla se incub6 durante 10 min., a 70°C en un bafio maria, se abri6 la tapa
del tubo y se dejo enfriar, después se colocaron 10 ml de alcohol etilico absoluto
frio. Posteriormente, la mezcla se agité fuertemente durante 1 min en un vortex y
se transfirid el sobrenadante a una columna de silica de QIAGEN contenida en un

tubo vacutainer de 50 ml, y se incub6 durante 5 min. Una vez realizado esto se
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procedi6 a centrifugar la mezcla encontrada en la columna por 3000 r.p.m.,
durante 3 min. Después de esto se decanto la solucion y se le agregaron a la
columna 5 ml de buffer AW1, se tapo el tubo y se centrifugé durante 1 min., a
5000 r.p.m. Posteriormente se decantd el sobrenadante y se procedié a colocar 5
ml de buffer AW2 en la columna, inmediatamente después se procedi6 a
centrifugar la mezcla a 5000 r.p.m., durante 15 min, se retir0 el sobrenadante y se
coloco la columna en un tubo vacutainer nuevo de 50 ml. Se agregé 500 ul de
TBE1X y se centrifugd la columna durante 5 min., a 5000 r.p.m., para obtener el
DNA. Una vez obtenido el DNA de cada participante se procedié a cuantificarlo.
Para esto se empled el equipo NanoDrop 1000-ND espectophotometer, el cual
genera datos de la relacion DNA/ proteinas (260/280 nm). Se realizaron diluciones
de cada una de las muestras a una concentracién final de 5 y 20ng/ul. Esta
concentracion es adecuada para realizar el andlisis de genotipificacion de cada

polimorfismo y secuenciacion, respectivamente.

7.2 Plaqueo de muestras para el anélisis de SNP.

Se coloc6 cada muestra de los casos y controles en placas de 96 pozos
denominadas “placas maestra”. Estas placas se caracterizan por tener un
volumen de 100 ul a una concentracion de 5 ng/ul. De esta placa, se generaron
50 placas de 96 pozos, las cuales contenian en cada pozo una muestra de 10 ng
de DNA (2 ul de la solucion original), la localizacion de cada muestra siempre fue

en la misma posicién para cada una de las placas (Figura 14).
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Figura 14. Preparacion de placas para el andlisis de los SNP. Se prepara una placa
madre con 100 ul, cada pl lleva 5 ng, posteriormente se colocan 2 pl a cada placa para el
analisis de cada uno de los SNP analizados en este estudio.

Una vez vertida la solucion en cada pozo de la placa, el DNA se deshidrato
durante 3 horas a temperatura ambiente y se procedié a guardar las placas de 96
pozos hasta que cada SNP de los genes de interés del sistema inmune fueran

analizados.

7.3. Discriminacién alélica, mediante la técnica de 5’exonucleasa (TaqgMan)

Esta metodologia se emplea para analizar SNP bialélicos haciendo uso de la
actividad 5° exonucleasa de la DNA polimerasa ampliTag Gold de Applied
Biosystems. Esta herramienta emplea un par de sondas para el analisis de cada
alelo de los SNP. El par de sondas son especificas para cada alelo, y tienen en los
extremos 5 un fluoréforo que emite a diferente longitud de onda, comiunmente,
FAM y VIC. FAM se excita a 492 nm y emite a 515 nm, mientras VIC se excita a
528 nm y emite fluorescencia a una longitud de onda de 546 nm. Las sondas
también tienen en su extremo 3" un apagador de la fluorescencia (Quencher) que
evita la emision de la fluorescencia cuando no hibridan con su secuencia
complementaria. Asi, la sonda 100% complementaria con su secuencia blanco se
une de manera especifica a ella. Al inicio de la reaccion de amplificacién, se une
primero el par de sondas a cada alelo debido a su mayor Tm que el par de oligos
especificos para la secuencia blanco. Una vez unida la (s) sonda (s) y los oligos,
la ampliTag Gold con su actividad DNA polimerasa comienza a polimerizar, pero

cuando la enzima encuentra la sonda unida al alelo especifico entonces comienza
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a degradarse por la actividad 5" exonucleasa, liberando asi la fluorescencia de
VIC o FAM segun sea el caso. La figura 15 muestra un ejemplo de la distribucion
de los genotipos T/T, T/C y CC del SNP FCRL3_6 G/A del gen FCRL3 en un plot

de discriminacion alélica.

Allelic Discrimination Plot
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Figura 15. Plot de discriminacion alélica. Ejemplo de plot de genotipos obtenidos del
analisis de fluorescencia emitida por los alelos G y A del SNP FCRL3_6.En el eje de las X
se muestran a los individuos con genotipo A/A, en el de la Y los genotipos G/G, mientras
en el eje de la z se muestran los heterocigotos G/A.

Brevemente se resume el proceso metodologico de esta técnica. Se hizo una
mezcla de reaccidon para cada muestra que contenia lo siguiente: 2.5 ul de agua
libre de DNAsa, 0.065 pl del par de sondas para cada SNP a analizar (juntos con
el par de primer, y 2.435 yl de mezcla de reacciéon (DNA polimerasa ampliTaq
Gold, Mg2Cl, dNTPs, buffer). Posteriormente, se colocaron 5 pl de mezcla de
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reaccion en cada pozo de cada placa donde estuvo el DNA deshidratado de los
casos Yy los controles (10 ng DNA en cada pozo). Inmediatamente después de
esto se colocaron la (s) placa (s) en los termocicladores de punto final, bajo

programas de pre-PCR y PCR que se describen abajo.

Pre-PCR (1 ciclo)
a) 2 min a 50°C (temperatura a la cual se quita el anticuerpo unido a la enzima)
b) 10 min a 95°C (Para lograr la activacion del 20% de la enzima)

Nota: El Pre-PCR fue igual para todas las reacciones.

PCR (40 ciclos)
a) 15 segundos a 95°C
b) 1 min a 60°C

Post-PCR
c) Infinito a 4°C

Después de finalizar los ciclos de PCR se procedio a leer la fluorescencia emitida
de cada sonda que analiz6 cada alelo de los SNP. Asi, la fluorescencia fue leida
mediante el software SDS (sistema de deteccion de secuencia) 2.2.3., instalado

en el equipo de PCR de tiempo real 7900HT Fast Real de Applied Biosystems.

7.4. Validacion del SNP funcional -169T/C de FCRL3.

La genotipificacion de los SNP de FCRL3 mediante las sondas TagMan fueron
validados a través de secuenciacion automatica. Para lograr esto inicialmente se
estandarizaron las condiciones de PCR con un par de oligos especificos para la
region de FCRL3 (Ver anexo: oligos FCRL3), que incluye el SNP -169T/C.
Posteriormente se observo el producto de PCR en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio. Inmediatamente después se purificaron los productos de
PCR (amplicon de 401 pb de FCRL3) y se analizaron mediante secuenciacion

automatizada por la técnica de Maxam-Gilbert'®**°

. Los procedimientos se
muestran a continuaciéon. Se emplearon 60 ng/ul de DNA gendmico de cada caso

y control en una mezcla de reaccion que contenia lo siguiente:
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Mezcla de reaccion 10X

Componente Volumen 1X Volumen 10X
a) Mg2Cl 2.5yl (2.5mM) 25 ul
b) Buffer 2.5 ul (a 1X) 25 ul
c) dNTPs 0.4 ul (250mM) 4 pl

d) Primer forward* 0.2 yl (2.5mM) 2 ul
e) Primer reverse* 0.2 pl (2.5mM) 2 ul

f) DMSO 1.0 yl 25 yl

g) Agua 15.09 pl 150.9 i

h) AmpliTag Gold 0.11 pl (1.25U) 1.1yl

i) DNA** 3.0 yl (60 ng) 30 ul
25 ul 250 ul

*Ver anexo

** 60 ng de DNA colocados en los 3 ul

Posteriormente se procedio a realizar la pre-PCR y la PCR para la obtencion de
millones de copias de la region donde se encontraba el SNP -169T/C de FCRL3

bajo las siguientes condiciones:

Pre-PCR (1 ciclo)
a) 2 min a 50°C
b) 10 min a 95°C

PCR (35 ciclos)

a) 35 segundos a 94°C (desnaturalizacién del DNA)

b) 30 segundos a 58°C (alineacion de primers al DNA)
c) 35 segundos a 72°C (extension)

Post-PCR (1 ciclo)

a) 5 min a 72°C (Extension final del templado)

b) Infinito a 4°C.
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7.5. Purificacion de los productos de PCR

Los productos de PCR (pPCR) se purificaron utilizando el Kit Qiagen (QIAquick
Spin Handbook). Brevemente, se agregaron 5 volumenes (200 ul) de buffer PB a
un volumen (40 pl) de pPCR. Las muestras se transfirieron a una columna de
purificacion QIAquick (colocada en un tubo eppedorf de 2 ml) y se incub6 durante
3 min a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd el tubo por 1 min a
13000 r.p.m., se decanto el sobrenadante, se volvio a colocar la columna al tubo
eppedorf y se agregaron 750 ul de buffer PE. Posteriormente se procedié a
centrifugar el tubo por 1 min a 13000 r.p.m. (este procedimiento se repitid dos
veces). Después de esto se coloco la columna a un tubo nuevo de 2 ml y se le
agregaron a la columna 30 ul de buffer TE1X (Ver anexo; reactivos), se dejo
incubar por 10 min a temperatura ambiente y se centrifugé la columna a 13000
r.o.m., durante 1 min. Finalmente se cuantificé el DNA con el equipo NanoDrop
1000-ND, se hicieron las diluciones a 10 ng/ pl, cantidad requerida para la
secuenciacion del amplicbn (Este procedimiento también se realiz6 para
secuenciar un fragmento de aprox., 1,500 pb rio arriba del sitio de transcripcion de
TNFR1 bajo condiciones similares). La secuenciacion del ADN se realiz6 a través
de la secuenciacion capilar en la unidad de secuenciacion del Instituto Nacional
de Medicina Gendémica (INMEGEN).

7.6. Andlisis in silico de los alelos analizados en este estudio

Una gran parte de los SNP se encuentran en la regién promotora de los genes. Se
han identificado cerca de 500,000 mil SNP en los promotores de varios genes de
la posicién -1 a -5000 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion. Se han
calculado que 47, 832 SNP pueden afectar la unién a factores de transcripcion y
alterar los niveles de expresion génica'®. Existen diversos programas
bioinformaticos para predecir el efecto de los alelos de los SNP ubicados en
regiones promotoras de cientos de genes y como estos pueden afectar los niveles
de expresion geénica, entre ellos se encuentran los siguientes: FastSNP,
SNP@Promoter, SNPlogic'"1%°,

7.7. ldentificacion de nuevos SNP en laregion promotora de TNFR1

Aunque los andlisis in silico sugieren que el SNP -329G/T asociado a ARJ afecta

107-109

la expresion génica , Se desconoce si existen otros polimorfismos cercanos
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con potenciales implicaciones en la expresion génica, por lo que se procedi6 a
analizar un fragmento de aproximadamente 1000 pb rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcion del gen TNFR1 para identificar nuevos SNP y evaluar su
frecuencia y su asociacion de forma individual o como haplotipos con la ARJ y
para evaluar el impacto en la expresion de este gen. Desde el inicio del proyecto
hubo un interés especial en genes involucrados con la sintesis de proteinas que
sefalizan a través de la via de TNF-a, asi como de otros genes involucrados en
inflamacion, anti-inflamatorios, relacionados con quimiotraccion, con destruccion
del cartilago y erosion del hueso. Del interés de la via de TNF-a, se procedio a
secuenciar este fragmento de la region promotora de TNFR1 en 100 individuos
sanos, para esto se sintetizaron 4 pares de oligos (Ver anexo; oligos), y se
estandarizaron las condiciones de PCR para cada par de primer (las condiciones
de pre-PCR y PCR, asi como del equipo de punto final fueron similares a las de
FCRL3) (Ver anexo; condiciones de PCR). Posteriormente se observaron los
productos de PCR en geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio,
inmediatamente después se purificaron los productos de PCR de cada uno de los

amplicones de TNFR1 y se enviaron a secuenciacion®®1%4,

7.8. Analisis del polimorfismo insercion/delecion (ins/del) -94ATTG/- de
NFKB1

Para el andlisis de la ins/del de cuatro pares de bases (-94ATTG/-) de NFKBL1 se
procedio a realizar la estandarizacion de la PCR (las condiciones se observan en
el anexo 3): condiciones de PCR. La visualizacion del producto de PCR vy el
producto de restriccibn enzimatica se visualizaron a través de geles de agarosa
tefidos con bromuro de etidio. Las condiciones de Pre-PCR y PCR basicamente
fueron similares a las de FCRL3 (anexo de condiciones de PCR). Una vez
obtenido el producto de PCR de 311 pb (donde se encontré la ins/del -94ATTG de
NFKB1), se procedi6 a realizar la restriccion enzimatica. La diferencia entre los
alelos de la insercion o delecién fue de apenas 4 pb, debido a esto no se alcanzé
a observar en el gel de agarosa, posteriormente se procedid a realizar la
restriccibn enzimatica con la enzima Van9ll, la cual reconoce la siguiente

secuencia de DNA palindromica:
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Ins/del AT TGATTG
5.CCANNNNINTGG...3
3.GGTNINNNNACC..5

Las condiciones de restriccion fueron las siguientes: 7.5 ul de agua libre de
DNAsa, 2.0 pl de buffer R, 0.5 ul de enzima Van19l y 10 ul de producto de PCR.
Una vez homogenizado tanto el producto de PCR como la mezcla de restriccion
enzimatica se prosiguid con una incubacion de la restriccion enzimatica del
producto de PCR durante 16 hrs., a 37 °C.

7.9. Evaluacion del efecto funcional de polimorfismos en la expresién de su

transcrito.

7.9.1. Extraccién del RNA de los leucocitos de sangre periférica

Para evaluar el efecto de los alelos G o T del SNP -329G/T de TNFR1 (asociado
con ARJ) en la expresion génica in vivo se realizd lo siguiente: se tomd una
muestra de 75 individuos sanos sin antecedentes de enfermedades inflamatorias
0 autoinmunes. L primera muestra de sangre periférica (a partir de la capa de
leucocitos) sirvi6 para extraer el DNA gendmico y para genotipificar los SNP -
995G/C, -980G/T, -329G/T, -300A/G, -102A/C de TNFR1 mediante la tecnologia
de TagMan. Una vez conocidos sus genotipos, se procedié a tomar una segunda
muestra de 5 ml de sangre periférica con el objetivo de analizar el efecto de los
genotipos (SNP -329G/T de TNFR1 asociado a ARJ: especificamente se
obtuvieron 19 individuos con los genotipos n=8 G/G, n=9 G/T, y n=4 T/T) en la
expresion génica en individuos sanos (esto individuos no tuvieron antecedentes
de enfermedades inflamatorias o autoinmunes, tampoco presentaron infecciones
virales o bacterianas o estuvieron bajo tratamiento médico; especialmente estar
tomando anti-inflamatorios. Estos 19 individuos fueron homocigotos para los
alelos de comunes (995G/C, -980G/T, -300A/G, -102A/C), es decir, solo se evalud
el impacto del SNP -329G/T en la expresion de TNFR1 sin la combinacion de
otros alelos que pudieran afectar la expresion génica. Inmediatamente después se

realizo la extraccion del RNA total a partir de los leucocitos, siguiendo las
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especificaciones indicadas por el provedor.

La expresion constitutiva del gen TNFR1 se evalud en los leucocitos de sangre
periférica mediante PCR de punto final. Posteriormente se analizo el efecto de
ambos alelos del SNP -329G/T en la expresion génica mediante PCR de tiempo
real, la extraccion de RNA total se realizé con Trizol-LS (Invitrogen). El
procedimiento fue el siguiente: En hielo, se colocaron 750 pl de Trizol LS a 250 pl
de la capa de leucocitos (aproximadamente 10,000 leucocitos) en un tubo de
centrifuga de 2 ml., y se homogenizé la muestra levemente con una pipeta
durante 1 min. Posteriormente, se colocé la mezcla de reaccion a temperatura
ambiente durante 5 min (esto permitié la disociacion de las nucleoproteinas).
Inmediatamente después, se agregaron 200 pl de cloroformo, y se agito
levemente en un vortex por 1 min. La mezcla de reaccion se incub6 a temperatura
ambiente durante 15 min. Posteriormente, se centrifugé a 12,000 r.p.m., durante
15 min a 4°C. Durante este proceso, la mezcla se separé en tres fases, el RNA se
encuentra en la parte superior (acuosa), esta fase fue extraida y colocada en un
tubo eppendorf nuevo de 2 ml e inmediatamente después se agregaron 500 pl de
isopropanol al 100% para precipitar el RNA se incubd la muestra a temperatura
ambiente durante 10 min y posteriormente se centrifugé a 12,000 r.p.m., durante
10 min a 4°C (el RNA total frecuentemente se ve visible en esta fase). Se decanto
el sobrenadante del tubo y se procedio a lavar la pastilla de RNA para eliminar
impurezas y restos de solventes. El lavado del RNA se hizo con 1 ml de etanol al
75%, después se centrifugd a 7,500 r.p.m, durante 5 min a 4°C y se decanté el
sobrenadante. Finalmente se dejé secar el RNA a temperatura ambiente durante
20 min. ElI RNA se resuspendié en agua libre de RNAsas y se cuantifico en el

equipo NanoDrop 1000 ND. ElI RNA se almacené a -70°C hasta su uso.

7.9.2. Sintesis de la primera cadena del DNA complementario (CDNA)

Basandonos en el principio de que la mayoria de los RNAmM cominmente tienen
colas de poliA de aproximadamente 200-300 nucleétidos, se procedié a generar
cDNAs a partir de los genes que tienen cola de poliA, donde se incluye al RNAmM

del gen TNFR1 utilizando oligonucleétidos dT .
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El procedimiento para la sintesis de cDNA fue el siguiente; se tomo6 1 yg de RNA

total y se coloco en las siguientes volumenes para obtener 8.7 ul de mezcla de

reaccion.

Componente Volumen

a) RNA 1 ug 5 plI*

b) Oligo dT 0.5 ul

c) Agua libre de RNasas 3.2 l * (200 ng/ul), pero el volumen varia, dependiendo

de la concentracion a la obtengamos el RNA.

8.7 ul

Posteriormente, la mezcla de los diferentes tubos se homogenizaron y se
centrifugaron brevemente para posteriormente incubarlas a 70°C por 5 min,
después se colocaron en hielo y nuevamente se centrifugaron brevemente en
hielo. Posteriormente se le agregaron a la muestra la siguiente mezcla de

reaccion:

Componente Volumen
a) Buffer de la enzima 2 ul

b) MgCl, 4.4 pl

c) dNTPs 4 ul

d) Inhibidor de RNasas 0.4 ul

Esta mezcla fue homogenizada, se les dio un spin, y se dejaron incubar a 25°C
durante 10 min. Finalmente se le agregaron 0.5 pl de enzima MultiScript (Applied
Biosystems) y se dejo incubar a 37°C durante 60 min. Después de esto se
procedié a cuantificar el cDNA, se realizaron diluciones a 200ng/ul y fueron

guardadas hasta su andlisis a -20°C.
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7.10. Andlisis de la expresiéon génica de TNFR1 mediante PCR de punto final
y de tiempo real.

El gen TNFR1 se expresa en todas las células nucleadas, de esta manera se
decidi6 iniciar el analisis de expresidn génica en leucocitos de sangre periférica
sin tomar en cuenta la presencia de algun alelo (-329G o T), también se procedi6
a analizar la expresion geénica del gen constitutivo GAPDH, el cual sirvio también
como gen endogeno y para normalizar los niveles de expresion génica (Esto sirvio
en primer término para estandarizar las condiciones de RT-PCR). Posteriormente,
se procedi6 a realizar el analisis de TNFR1 y GAPDH (como control de carga)
tomando en cuenta genotipos y alelos de controles en el gen TNFR1 (el cual
mostrd asociacion con la ARJ en casos y controles). Las condiciones de la mezcla

de reaccion se describen abajo:

7.10.1. Andlisis de expresion génica mediante PCR de punto final

Componente Volumen

a) Buffer 2.5 ul (a 1X)

b) MgCl, 2.5 ul (2.5mM)
c) dNTPs 0.8 ul (250mM)

d) Primer TNFR1 F & 0.4 pl (2.5mM)
e) Primer TNFR1 R & 0.4 ul (2.5mM)

f) Primer GAPDH F 0.4 ul (2.5mM)

g) Primer GAPDH R 0.4 yl (2.5mM)

h) AmpliTag Gold 0.11 pl (0.5 V)

i) Agua libre de nucleasas 16.49 ul

j) cDNA 1 ul (200 ng/ul) « \er apéndice

25 pl volumen final

Las condiciones del termociclador fueron las siguientes:
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Pre-PCR (1 ciclo)
a) 2mina50°C
b) 8 min a 95°C

PCR (33 ciclos)
a) 30 segundos a 94°C (desnaturalizacion del DNA)
b) 30 segundos a 59°C (alineacion entre los oligos y DNA)

c) 35 segundos a 72°C (extension del templado)

Post-PCR (1 ciclo)
a) 5 min a 72°C (Extension final del templado)
b) Infinito a 4°C.

Inmediatamente después de terminar los ciclos de PCR, se procedio a colocar las
muestras en los pozos de un gel de agarosa al 1% tefiido de bromuro de etidio.

Las bandas de DNA fueron visualizadas en un transiluminador.

7.10.2. Anédlisis de expresion génica mediante PCR de tiempo real

Los célculos de la cuantificacion relativa de la expresion génica estan basados en
la comparacion de los valores Ct utilizando la eficiencia de reaccion de la PCR
como factor de correccién. Sin embargo, hay un modelo que no requiere la
eficiencia de la reaccion para realizar el factor de correccién. Este modelo supone
una eficiencia optima e idéntica (correspondiente al 100%) en la eficiencia de
reaccion en las PCR en tiempo real tanto del gen de estudio (TNFR1) como del
gen de referencia (GADPH). Este modelo es el 2ACt, el cual se aplica para
obtener una estimacion rapida de la proporcién relativa de la expresién génica en
estudio. EI método de 2ACt expresa la proporcion obtenida de la relacion entre los
valores Ct de la muestra de interés y los valores Ct del control (genotipo
ancestral). Por otro lado, para obtener el umbral de la curva estandar, el cDNA
obtenido de los leucocitos de sangre periférica fue diluido. Dichas diluciones
fueron seriales (1:2, 1:4, 1:8) comenzando con 1 ug de cDNA hasta alcanzar la
condicion 6ptima, que fue de 200 ng/ul de solucion. Las eficiencias de la PCR en
tiempo real se calculan a partir de las pendientes de la curva estandar obtenidas

después de realizar diluciones seriadas con las reacciones de la PCR en tiempo
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real. El coeficiente de correlacion para ser considerado de calidad, debe poseer
un valor cercano a 0.9999, sin embargo se tomé un punto de corte minimo de
0,94.

Por cada muestra se colocaron los siguientes reactivos para realizar el PCR en

tiempo real tanto para TNFR1 como para GAPDH:

Componente Volumen
a) Sonda de expresion de TNFR1 20X 1 pl
b) cDNA + agua libre de nucleasa 4.5ul

c) Master mix TagMan universal 2X 5ul

Componente Volumen
a) Sonda de expresion de GAPDH 20X 1 pl
b) cDNA + agua libre de nucleasa 4.5l
c) Master mix TagMan universal 2X 5 ul
10 pl
Las dos mezclas se homogenizaron y se realizé un triplicado técnico para cada

individuo a analizar. Las condiciones de PCR en tiempo real se colocan abajo:

Pre-PCR (1 ciclo)
a)2mina50°C
b) 10 min a 95°C

PCR (40 ciclos)

a) 15 segundos a 95°C
b) 1 min a 60°C

c) Infinito a 4°C

Finalmente, se procedid a analizar los datos de expresion génica.
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La expresion de los genes GAPDH y TNFR1 se analiz6 mediante sondas TagMan
y PCR en tiempo real. Antes de realizar esto se hizo la curva estandar para
determinar la cantidad absoluta de un gen diana en una muestra. Para conseguir
los resultados, se utiliza una curva estandar construida a partir de una dilucién

seriada de una cantidad conocida.

7.11. Andlisis de datos

7.11.1. Estimacion del tamafio de muestray poder estadistico
Antes de iniciar los estudios genéticos se calculdé el tamafio de muestra para
obtener un poder estadistico >80%. El programa empleado para alcanzar este

objetivo fue el QUANTO (http://hydra.usc.edu/gxe.). Este software toma en cuenta

diversos parametros entre los que se encuentran: la prevalencia de la enfermedad
en la poblacion, la frecuencia del SNP en la poblacion, el nivel de significancia
estadistica, el poder estadistico, modelo de herencia de la enfermedad, OR, entre
otros. El tamafio de muestra requerida con un modelo de herencia recesivo para
este estudio de acuerdo al nimero de los 350 controles fue de 122 individuos
afectados con ARJ.

7.11.2. Evaluacion del equilibrio de Hardy-Weinberg
El equilibrio de Hardy-Weinberg (E-HW) fue analizado mediante tablas de 3X2 a
través del programa Finetti (http://ihg.gsf.de/cqgi-bin/hw/hwal.pl). Los valores de p

menores a 0.05 en los genotipos de los controles se consideraron estar en

desequilibrio de Hardy-Weinberg y fueron eliminados del estudio.

7.11.3. Andlisis de asociacién entre casos y controles

El riesgo (OR), intervalo de confianza (IC 95%) y valor de p fueron generados a
través de la comparacion de las frecuencias de los genotipos y de los alelos tanto
de los casos como controles por tablas de contingencia de 3X2 y 2X2,
respectivamente y usando la prueba de X?, respectivamente, implementada en el
programa Epidat para datos tabulados (http://dxsp.sergas.es). El andlisis de
haplotipos y desequilibrio de ligamiento (LD) se analizaron mediante el programa

Haploview.*'?
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7.11.4. Evaluacién de la expresiéon génica
Los datos de significancia estadistica del analisis de la expresién génica fueron

obtenidos a través del programa GraphPad 5 PRISM.
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8. Resultados.

8.1 NUmero y porcentaje de casos y controles

Este estudio incluy6 215 pacientes con diagnostico clinico de ARJ, de los cuales
126 fueron mujeres y 87 fueron varones, ademas se incluyeron 430 controles, 252
mujeres y 178 varones. La relacién casos-controles mujeres-varones fue de 1:2
(Figura 16).

8.2 Genes y SNP incluidos en este estudio

Este estudio incluy6 un total de 41 SNP distribuidos en 14 genes (Ver tabla 8). La
informacion de los genes, SNP, alelos y otras propiedades como el numero de
identificacion y su posicion dentro del gen, asi como sus posibles implicaciones

funcionales in silico de cada uno de ellos se presentan en la tabla 8.
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Figura 16. Distribucién de casos (A) y controles (B) por género.
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8.1.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg
Excepto el SNP (rs1524668) localizado en la posicion -1455 del gen TACE, el
resto de los genotipos de los SNP analizados en los genes candidato estuvieron
en E-HW.

Tabla 8. Genes, SNP y posible funcién biolégica de los alelos analizados en este estudio.

rs (1D del L
Gen Posicion del SNP en el SNP) Region en el Posw/mq Posible funcién®*
gen gen cromosomica
YK -1218A/G 15280500  Promotor  Crom9:10490402 i alelo/Acreaunsitio de union al
FT***YY1
IL2 Crom El alelo A crea un sitio de union al FT
-100A/C rs2069762 Promotor 4:123377980 CaxA
IL8 -199T/A rs4073 Promotor  Crom4:4606024 O alelo/Acrea unsitio de union al FT
HNF-3b
IL17 -6927T/C 158193036 Promotor  Crom 6:52050493  Mayor afinidad de union del factor de
transcripcion GATAL en el alelo C
El alelo T crea un sitio de unién al FT
IL23R -907C/IT 1s6682925 . CdxA
Cr0?7%'§17f3311262 El alelo A crea un sitio de union al FT
-738G/A rs11465754 Promotor Oct-1
El alelo C crea un sitio de unién al FT
-463T/C r56683455 67631706 CRE-BP
CD40 -552G/A rs1800686 Promotor Crom Sin efecto conocido
20:44746403
CD80 -91G/C rs16829984 Promotor Crom Sin efecto conocido
3:119278540
GMCSF Crom El alelo C crea un sitio de unién al FT
-641A/C rs1469149 Promotor 5:131408842 Spl
MCP1 Crom El alelo G destruye el sitio de union
-2518A/G r$1024611 Promotor 17:32579788 para el FT GATAL
FCRL3 -169T/C rs7528684 Promotor 1'15%:307%816 El alelo C crea un sitio de unién al FT
-110G/A rs11264799 i57670757 NF-kappa beta
+358G/C rs945635 5°UTR 157670290 Sin efecto conocido
+1381G/A rs3761959 IVS3 157669278 Sin efecto conocido
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Promotor

rs41309818 Crom 12:
TNFR1 -995G/C rs4149619 6452256 Sin efecto conocido
-980G/T rs4149570 6452256 Sin efecto conocido
-329G/T 6451590 El alelo T crea un sitio de union al FT
rs4149621 IRF8
-300A/G 6451561 El alelo A genera una mayor afinidad
rs55965699 al FT cdxA
-102A/C 6451371
Sin efecto conocido
TNFR2
Lys56LysA/G rs1061622 Exdn 6 Crom 1:12252955 Sin efecto conocido
40205G/A* rs1061624 12267265 Sin efecto conocido
40232T/C* rs3397 3UTR 12267292 Sin efecto conocido
40939C/T* rs1061628 12267999 Sin efecto conocido
TACE
-1455A/C rs1524668 Crom 2:9614823 El alelo A afecta la expresion génica
-647T/G rs2177639 Promotor 9614015 Sin efecto conocido
65686C/T rs6705408 3'UTR 9630231 Sin efecto conocido
65901A/G rs1130094 9630016 Sin efecto conocido
NFKB1 _ Crom 4: 103 641 y _
-94ins/del ATTG rs28720239 Promotor 191 La delecion resulta en la perdida de
unioén a proteinas nucleares
NFKB1_1(3853)C/ T rs3774933 IVS1 Enhancer intronico
NFKB1_2(11767)C/T rs3774937 IVS1 103 426 339 Enhancer intrénico
NFKB1_3(15953)G/A rs3774938 IVS1 103 653 283 Enhancer intronico
NFKB1_4(22047)C/T rs1585214 IVS1 103 657 469 Enhancer intronico
NFKB1_5(21988)T/C rs1584215 IVS1 103 663 563 Enhancer intronico
NFKB1_6C/TAla380Ala  rs1609993 Ex6n 12 103 663 728 Sin funcién conocida
NFKB1_7(92255)C/T rs4648050 IVS12 103 733 696 Sin funcién conocida
NFKB1_8Val506Met rs4648072 Exon 17 103733779 Sin funcién conocida
NFKBZ1_9(105390)T/C rs4648095 IVS17 103377738 Sin funcién conocida
NFKB1_10(112074)G/C  rs3817685 VS22 103 746 914 Sin funcion conocida
NFKB1_11(118294)T/C  rs7674640 3'UTR 103 753 606 Sin funcién conocida
NFKB1_12G/C rs17032996  Rio abajo del 103759 828 Sin funcién conocida
3UTR 103 764 269

* A partir del sitio de inicio de la transcripcién
** Posible funcion in silico predicha por el software FastSN
*** Factor de transcripcion

107
P,

50



8.1.4 Genes no asociados a ARJ

La distribucion de alelos y genotipos en casos y controles no mostré diferencias

estadisticamente significativas para los SNP localizados en los genes IL2 (-
100A/C), IL18 (-199T/A), IL17 (-692T/C), CD40 (-552G/A), CD80 (-91G/C),
GMCSF (-641A/C), MCP1 (-2518A/G), TACE (-1455A/C, -647T/G, 65686C/T,

65901A/G), TNFR1 (-995G/C, -980G/T, -329GI/T,

-300A/G, -103A/C),TNFR2

(Lys56Lys, 40205G/A, 40232T/C, 40939C/T) (Tabla 9), aun después de la

estratificacion por género (datos no mostrado), excepto TNFR1 (-329G/T)

(p=0.004).

Tabla 9. Genes no asociados a ARJ.

Gen  Posicién (SNP) Region en OR IC 95% p

en el gen el gen Casos Controles

IL2 -100A/C Promotor 31,1 29,1 1,1 (0.81-1.38) 0.70

IL8 -199T/A Promotor 29,6 33,4 0,8 (0.65-1.09) 0.19

IL17 -692T/C Promotor 21,8 16,6 1,2 (0.87-1.33) 0.22

CD40 -552G/A Promotor 27,2 34,3 0.7 (0.47-1.03) 0.19

CD80 -91G/C Promotor 5,6 6,8 0.8 (0.46-1.44) 0.48

GM-CSF -641A/C Promotor 15,2 15,4 1 (0.67-1.47)  0.97

MCP1 -2518A/G Promotor 19,5 22,3 0.9 (0.71-1.22) 0.60

TACE -1455A/C Promotor 24,1 24,7 1 (0.74-1.27) 0.82

-647T/G 7,6 9,0 0.84 (0.55-1.29) 0.42

65686C/T 3'UTR 21,8 20,9 1.1 (0.79-1.39) 0.73

65901A/G 20,0 19,4 1 (0.77-1.38)  0.83

TNFR1 -995G/C 21,4 23 091 (0.69-1.20) 0.51

-980G/T Promotor 6 6.7 0.89 (0.55-1.44) 0.63

-329G/T 30.9 25.8 1.77 (1.20-2.63) 0.052

-300A/G 5,8 7.6 0.76 (0.47-1.22) 0.25

-103A/C 5.3 6.6 0.80 (0.48-1.31) 0.37

TNFR2 Lys56Lys Exén 6 6,5 9,3 0.7 (0.43-1.06) 0.08

40205G/A 3'UTR 42,0 43,2 0.95 (0.75-1.20) 0.70

40232T/C 19,9 22,3 0.87 (0.65-1.15) 0.32

40939C/T 14,6 14,5 1.00 (0.72-1.39) 0.98

*MAF: Frecuencia del alelo menor
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8.1.5 Genes asociados a ARJ

De los genes estudiados, TYK2, IL23R, FCRL3 y FKB1 mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre casos y controles. Los alelos G y A de los
SNP -1218A/G y -738G/A de los genes TYK2 e IL23R, respectivamente,
mostraron una mayor frecuencia en los casos en comparacion con los controles
(Tabla 10) mientras el alelos C del SNP -169T/C del gen FCRL3 mostré una
mayor frecuencia en controles respecto a los casos, asi también varios
polimorfismos de NFKB1 mostraron una asociacién con proteccion a ARJ (Tabla
10)

Tabla 10. Genes que mostraron asociacion a ARJ

Gen Posicion (SNP) Regién MAF OR IC 95% p
Casos
Controles
TYK2 -1218A/G Promotor 7,7 4,2 1,93 (1.80-3.15) 0.008
IL23R -738G/A Promotor 28.1 348 0.73 (0.56-0.95) 0.02
FCRL3 -169T/C Promotor 42,6 49,4 0.76 (0.60-0.97) 0.03
+1381G/A IVS3 40,6 48,4 0.73 (0.57-0.93) 0.01
NFKB1 -94ATTG/- Promotor 30.0 36.7 0.74 (0.58-0.95) 0.016
NFKB1_1(3853)C/ IVS1 29.8 37.0 0.72 (0.56-0.93) 0.01
NFKB1_2(11767)C/T 31.6 409 0.67 (0.52-0.85) 0.001
NFKB1_3(15953)G/A 28.8 37.7 0.67 (0.52-0.86) 0.002
NFKB1_4(22047)C/T 25.4 340 0.66 (0.51-0.86) 0.002
NFKB1_5(21988)T/C 30.2 39.0 0.68 (0.53-0.87) 0.002
NFKB1_7(92255)C/T IVS7 33.0 39.7 0.75 (0.59-0.96) 0.02

NFKB1_10(112074)G/C  1VS22 34.4 42.1 0.72 (0.57-0.92) 0.008
NFKB1_11(118294)T/C 3'UTR 27.4 34.7 0.71 (0.55-0.92) 0.008

*MAF: Frecuencia del alelo menor
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8.1.6 Genes asociados a ARJ dependiente de género.

El andlisis de estratificacion por género revelé varios SNP del gen NFKB1
asociados con proteccion a desarrollar ARJ en mujeres. Los alelos de menor
frecuencia de los SNP NFKB1 1C/T, NFKB1 2C/T, NFKB1_3G/A, NFKB1_4C/T,
NFKB1_5T/C, NFKB1_6G/C y NFKB1_7T/C, respectivamente, del gen NFKB1 se
presentaron en mayor frecuencia en los controles comparados con los casos
(Tabla 11). La tabla 12 muestra los genotipos de los SNP del gen NFKB1

asociados con proteccion en mujeres con ARJ.

Tabla 11. Distribuciéon de las MAF de los SNP NFKB1_1-5,10y 11 del gen
NFKB1 en mujeres con ARJ.

Gen Posicion (SNP) Regién MAF OR IC 95% p
Casos Controles

NFKB1 -94ATTG/- Promotor 25.6  34.6 065 (0.46-0.91)  0.01
NFKB1_1(3853)C/ T* IVS1 264 348 0.67 (0.48-0.94) 0.018
NFKB1_2(11767)C/T* 287  39.4 0.62 (0.45-0.86) 0.004
NFKB1_3(15953)G/A* 264 360 0.64 (0.46-0.89)  0.008
NFKB1_4(22047)C/T* 232 335 0.60 (0.43-0.85) 0.004
NFKB1_5(21988)T/C* 264  37.6 0.60 (0.43-0.83)  0.002

NFKB1_10(112074)G/C  IVS22 32.7 41.0 0.70 (0.51-0.96) 0.027
NFKB1_11(118294)T/C 3'UTR 26.0 33.8 0.69 (0.49-0.96) 0.028

* MAF: Frecuencia del alelo menor
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Tabla 12. Distribucion de genotipos de los SNP
asociados en mujeres con ARJ

NFKB1_1-5y 11 de NFKB1

Poblacion  Alelo Genotipo Genotipos
SNPID L n (%) OR  95% Cl P
11 12 22 11vs12+22

Del/lns

NF-kB1-94ATTG/- Controles 109 (42.9) 114 (44.9) 31(12.2)

(rs28720239) ARJ 70 (55.1) 49(38.6) 8(6.3) 0.61 (0.40-0.94) 0.024
CT

NF-kB1_1 IVS1 Controles 107 (42.1) 117 (46.1) 30 (11.8)

(rs3774933) ARJ 69 (54.3) 49(38.6) 9(7.1) 0.61 (0.40-1.94) 0.024
CT

NF-kB1_ 2 IVS1 Controles 91 (35.8) 126 (49.6) 37 (14.6)

(rs3774937) ARJ 63 (49.6) 55(43.3) 9(7.1) 0.57 (0.37-0.87) 0.01
GA

NF-kB1_3IVS1 Controles 101 (39.8) 123 (48.4) 30 (11.8)

(rs3774938) ARJ 68 (53.5) 51(40.2) 8(6.3) 0.56 (0.37-0.88) 0.01
CT

NF-kB1_4 IVS1 Controles 113 (44.5) 112 (44.1) 29 (11.9)

(rs1585214) ARJ 74 (58.3) 47 (37.0) 6(4.7) 0.57 (0.37-0.88) 0.01
TC

NF-kB1_5 IVS1 Controles 97 (38.2) 123 (48.4) 34 (13.4)

(rs1585213) ARJ 68 (53.5) 51(40.2) 8(6.3) 0.54 (0.35-0.83) 0.004

NF-kB1_111VS1 Controles TC 110 (44.0) 111 (44.4) 29 (11.6)

(rs7476640) ARJ 71 (56.0) 46 (36.2) 10(7.8) 0.62 (0.40-0.95) 0.028
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Por otro lado, las tablas 13 y 14 muestran la distribucion y asociacion alélica y
genotipica de los SNP -1218G/A de TYK2, -169T/C, +358G/C, +1381G/A de
FCRL3, el -329G/T de TNFR1 asociados en varones. Los alelos Ay T de los
polimorfismos —1218G/A de TYK2 y -309G/T de TNFR1, respectivamente,
mostraron una mayor frecuencia en casos y controles. Mientras los MAF de los
SNP -169T/C, +358G/C y +1381G/A de FCRL3 mostraron una mayor frecuencia

en controles comparado con los casos, estos resultados muestran una asociacion

de proteccion a ARJ.

Tabla 13. Distribucién y asociacion de las MAF del SNP -1218A/C del gen
TYK2, de los SNP -169T/C, +358G/C, +1381G/A de FCRL3 y -329T/G de TNFR1
en varones con ARJ

Gen Posicion Region MAF OR IC 95% p
(SNP) Casos Controles
TYK2 -1218A/C Promotor 7.6 4.6 3.7 (1.52-8.98) 0.002
FCRL3 -169T/C Promotor  36.2 49.7 0.57 (0.40-0.88) 0.003
+358G/C 5UTR 34.5 48.7 0.55 (0.38-0.80) 0.002
+1381G/A IVS3 33.9 49.2 0.53 (0.36-0.76)  0.0007
TNFR1 -309T/G Promotor  35.4 23.6 1.77 (1.20-2.63) 0.004
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Tabla 14. Distribucién y asociacion de los genotipos de los SNP -1218A/C del

gen TYK2, de los SNP -169T/C, +358G/C, +1381G/A de FCRL3y -309T/G de
TNFR1 en varones con ARJ

Poblacion  Alelo Genotipo Genotipos
SNPID L n (%) OR  95% Cl P
11 12 22 11vs12+22

AG

TYK2-1218A/G  Controles 167 (95.4) 8(4.6) 0 (0.0)

(s280500) ARJ 75(85.2) 12(13.6) 1(1.2) 3.62 (1.44-9.10) 0.004
TC

FCRL3_3 Controles 50 (25.0) 101 49 (24.5)

(rs7528684) ARJ 38 (43.7) (50.5) 14 (16.1) 0.43 (0.25-0.73) 0.002

35 (40.2)

GA

FCRL3_4 Controles 119 (59.5) 73 (36.5) 8 (4.0)

(rs11264799) ARJ 49 (56.3) 35(40.2) 3(3.5) 1.14 (0.69-1.90) 0.61
GC

FCRL3_5 Controles 53 (26.5) 99 (49.5) 48 (24.0)

(rs945635) ARJ 39 (44.8) 36(41.4) 12(13.8) 0.44 (0.26-0.76) 0.002
GA

FCRL3_6 Controles 50 (25.0) 103 47 (23.5)

(rs3761959) ARJ 39 (44.8) (51.5) 11 (12.7) 0.41 (0.24-0.70) 0.0008

37 (42.5)

TC

TNFR1-329T/C  Controles 105 (59.0) 62 (34.8) 11 (6.2)

(rs4149570) ARJ 33(37.0) 49(55.1) 7(7.9) 2.44 (1.45-4.12) 0.0007
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8.2 Datos de secuenciacion de TNFR1

Después de encontrar una asociacion entre el SNP -329G/T de TNFR1 con ARJ y
considerando la posibilidad de asociacion de otros SNP no reportados cercanos al
polimorfismo -329G/T, ademas de la posibilidad que tienen estos SNP en la
expresion génica se decididé secuenciar un fragmento de aproximadamente 1000
pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion a través de 4 pares de oligos
(Ver anexo; oligos). La figura 17 muestra un amplicon de 472 pb del promotor de
TNFR1 en 6 individuos, los cuatro amplicones obtenidos por medio de los 4 pares
de oligos fueron secuenciados. La figura 18 muestra un electroferograma obtenido
del amplicon 4 donde se encontraron los SNP -980C/A y -995G/C de TNFR1. El
analisis de secuenciacion de la region promotora permitié identificar 6 SNP con
frecuencias alélicas del 7-42% (Figura 19). De ellos, los polimorfismos -980C/A Yy -
995G/C no habian sido reportados en las bases de datos publicas. Mientras los
polimorfismos -38G/A, -698G/A, las ins/del -852AG/- y -978 -/C no fueron

informativos en nuestra poblacion.

PM 1 2 3 4 5 6

472pb  s00pb
300 pb

100 pb

Figura 17. Evaluacion de la expresion génica de TNFR1. Los amplicones obtenidos de
seis muestras de individuos sanos de TNFR1 de 472 pb (Ver anexo; oligos), estos
amplicones fueron repurificados y secuenciados, el objetivo fue identificar SNP nuevos en
este gen que mostrd asociacion con ARJ.
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Figura 18. Secuencia de un individuo heterocigoto para los polimorfismos -980 vy -
995 en TNFRL1. Esta imagen muestra una parte de la secuencia del promotor del gen
TNFR1 en tres individuos (parte superior). Las flechas indican dos polimorfismos
cercanos (-980 y -995). El paciente 138 presenta heterocigocidad en ambos SNP.
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Datos obtenidos de la secuenciacion de la region
promotora del gen TNFR1
Regi6n reguladora El E2E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10
Promotor
- Exones
o Intrones
[ ums
ID SNP Alelo  Posicién relativa SNP validado Frecuencia (%)
rs17847987 G/A -38 No 0
rs2234649 AIC -103 Si * 16
rs4149621 AG -300 Si * 17
rs4149570 GIT -329 Si 42
rs16932532 G/A -418 No 0
rs16932194 AG/- -478 Si 39
rs35305386 -/C -852 No 0
rs4149620 TIC -978 No 0
rs4149619 GIT -980 Si 7
rs41309818 G/C -995 Si 29
* Informativo sélo en Africanos

Figura 19. Resultados de la secuenciacién de un fragmento de 1000 pb del

promotor de TNFR1. En la imagen se muestra la frecuencia de los SNP

encontrados en esta region en nuestra poblacion de estudio.

8.2.1 Analisis de asociacién de SNP en el promotor de TNFR1

El andlisis de asociacién de los 5 SNP encontrados al secuenciar un fragmento de
1000 pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen TNFR1 no mostro

diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles, excepto el -

329G/T, descrito en parrafos anteriores (Tabla 15).
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Tabla 15. Analisis de asociacion alélica de 5 SNP encontrados en la region
promotora del gen TNFR1.

Gen  Posicion (SNP) Region MAF OR 95% 1IC p
Casos Controles
TNFR1 -995G/C 21.4 23.0 091 (0.69-1.20) 0.51
-980G/T 6.0 6.7 0.89 (0.55-1.44) 0.63
-329G/T Promotor  30.9 25.8 1.29 (1.00-1.66) 0.052*
-300A/G 5.8 7.6 0.76 (0.47-1.21) 0.25
-103A/C 53 6.0 0.80 (0.48-1.31) 0.37

*Asociado en varones; OR 1.77, Cl 95% 1.20-2.63, p=0.004

8.1.9 Analisis de haplotipos y LD en genes asociados a ARJ

Es comun encontrar asociaciones genéticas entre una patologia y la combinacion
de diversos marcadores genéticos (haplotipos) mas que por la presencia de uno
solo de ellos. Tomando como base esto, se procedié a realizar un analisis de
haplotipos en los tres genes (FCRL3, TNFR1 y NFKB1) asociados a ARJ género
dependiente en nuestra poblacion de estudio (Tabla 16). Para el gen FCRL3 se
incluyeron 4 SNP (FCRL3_3; -169T/C, FCRL3_4 o -110G/A, FCRL3 5 o
+358G/C y FCRL3_6 o +1381G/A). Los datos mostraron 4 haplotipos con una
frecuencia mayor al 1%, de los cuales dos mostraron evidencia de asociacién con
ARJ, el haplotipo TGGG se asocio con riesgo (OR 1.78, 95% IC 1.21-2.60, y un
valor de p=0.005). Por otro lado, el haplotipo CGCA, el cual llevaba el alelo de
proteccién, mostré una disminucion en el riesgo a desarrollar ARJ (OR 0.35, 95 IC
0.20-0.60, p=0.00005). Los SNP FCRL3 3, 5y 6 del gen FCRL3 mostraron un
alto LD entre ellos (Figura 20). El andlisis de haplotipos del gen TNFRL1 incluy6 a
5 SNP (-995G/C, -980G/T, -329G/T, -300A/G y -103T/G). Los resultados
mostraron 6 haplotipos de TNFR1 con una frecuencia mayor al 1% presentes en
controles. El haplotipo con el alelo de riesgo del polimorfismo -329G/T de TNFR1
mostré asociacion en varones con ARJ (OR 1.68, 95% IC 1.11-2.56, p=0.011). El
andlisis de LD de los 5 SNP analizados en TNFR1 no refleja LD entre ellos (Figura
21). Finalmente, el analisis de haplotipos del gen NFKB1 mostré 8 SNP presentes
en mujeres con una frecuencia mayor al 1%, solo el haplotipo que lleva la
insercion del polimorfismo -94ATTG/- y los alelos T, T, A, T, C y C de los SNP
NFKB1 1-5, y NFKB1 11, respectivamente, también mostraron asociacién con
proteccion a ARJ. Los alelos de los SNP -94ATTG/-, NFKB1_1-5 mostraron alto
LD entre ellos (Figura 22).
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Tabla 16. Estructura y frecuencia de haplotipos de los genes FCRL3, TNFR1

en varones, y NFKB1 en mujeres.

ARJ Haplotipos Frecuencia
Casos Controles® OR 9N IC P
FCRL3_3,4,5,6
(n=87) TGGG 0.62 0.48 1.78 (1.21-2.60) 0.005*
CACA 0.21 0.20 1.06 (0.66-1.68) NS
CGCA 0.12 0.28 0.35 (0.20-0.60) 0.00005*
TAGG 0.02 0.02 0.99 (0.20-4.32) NS
(n=87)
TNFR1
-995 -980 -329 -300 -103
GGGAA 0.35 0.48 0.59 (0.40-0.88) 0.006*
GGTAA 0.33 0.23 1.68 (1.11-2.56) 0.011*
CGGAA 0.22 0.19 - - NS
GTGGC 0.039 0.029 - - NS
CGTAA 0.0 0.034 - - NS
GGGGA 0.019 0.016 - - NS
(n=210)
NFKB1
-94Ins/Del NFKB1_1,2,3,4,5,6,7,9,10,11,12
0.61 0.54 NS
INSTTATCCTTCCG 0.012 0.024 _ _ NS
INSTTACCCTTCTC 0.016 0.022 _ _ NS
DelCCGCTCTTCTC 0.005 0.015 _ _ NS
DelCCGCTCCTGCG 0.004 0.014 _ _ NS
INSTTATCCCTCCG

* Todos los andlisis fueron corregidos con 100,000 permutaciones.
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Figura 20. LD entre los SNP de FCRL3. En varones, el SNP -169T/C de FCRL3 muestra
un alto LD con los SNP +358 y +1381 en casos y controles, no asi con el SNP -110. Los
valores de LD fueron medidos con r?.
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Figura 21. LD entre los SNP de TNFRL1. Los cinco SNP de TNFR1 no muestra LD entre
ellos en casos y controles. Los valores de LD fueron medidos con r?.
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Figura 22. LD entre los 12 SNP de NFKB1. El andlisis de los doce SNP de NFKB1
muestra un alto LD entre los primeros 6 SNP (-94ATTG/- y NFKB1_1-5) en casos y
controles. No asi, el resto de polimorfismos.

8.4 Amplificacién y restriccidon enzimética de lains/del -94ATTG/- NFkB1

Las figuras 23 y 24 muestran los amplificados y la restriccibn enzimética de la
ins/del -94ATTG del gen NFkB1. El producto de amplificacion es de 311 pb. La
generacion de varias bandas por restriccion enzimética confirman la presencia de
la ins/del -94ATTG de NFKB1 (Ver figura 24).
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Figura 23. Amplicon de NFKB1. El gel de agarosa muestra 5 productos de PCR
originados de la amplificacion de un fragmento del promotor del gen NFKB1. El producto
esperado de la amplificacién fue de 311pb.

A)

Insercién 86,48,181 pb
Delecion 130, 181 pb
Heterocigoto 181,130, 82 y 48 pb
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(GOCCCGAAGCGGOCOCOAGGOGCGGGAG0GAGGCGAGCGOCAAGGOCOGGC06GGGO0GCACAGCGCOCCTAGRAGTGOGGGCTTCOCCCACCE

Figura 24. Restriccién enzimatica del amplicon de 311 pb de NFKB1. A) El gel de
agarosa muestras bandas de DNA restringido con la enzima Vanl9Al en 4 individuos
sanos. B) Se muestra la secuencia de ADN en donde corta la enzima de restriccion, de
esta manera se pueden observar diferentes bandas de DNA que representan a la
delecion (130 y 181 pb), insercién (86, 48, 181 pb) o el heterocigoto (181,130, 82 y 48

pb).
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8.4.1 Interaccion epistatica entre los SNP -169T/C de FCRL3 y la ins/del -
94ATTG/- de NFKB1

Recientemente, Martinez y cols., reportaron una interaccion genética entre los
SNP -169T/C de FCRL3 y la ins/del -94ATTG/- de NF-KB1. Nosotros realizamos
este mismo andalisis con nuestros datos y encontramos también una asociacion,

sin embargo, esta asociacion es de proteccion a ARJ (Tabla 17).

Tabla 17. Asociacion de interaccion génica entre los polimorfismos de FCRL3 y
NFKB1.

NFKB1 del/del ins/del ins/ins
n (%) n (%) n (%)

Controles

FCRL3-169

TT 44 (25.4) 46 (23.2) 15 (25.4)

TC 85 (49.2) 105 (53.0) 30 (50.9)

ccC 44 (25.4) 47 (23.8) 14 (23.7)

Pacientes

FCRL3-169 44 (39.7) 26 (33.3) 7 (28.0)

TT 45 (40.5) 36 (46.2) 12 (48.0)

TC 22 (19.8) 16 (20.5) 6 (24.0)

ccC

Los genotipos de FCRL3-169T/C fueron comparados para cada genotipo de la ins/del -
94ATTG/- de NFKBL1.

del/del; OR; 0.67, 95% IC, 0.48-0.94, p=0.02

ins/del; OR; 0.76, 95% IC, 0.53-1.11, p=0.16

ins/ins; OR; 0.96, 95% IC, 0.49-1.85, p=0.89
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8.5 Analisis de expresidn génica relativa de TNFR1

8.5.1 Numero y porcentaje de individuos evaluados para el analisis de
expresion génica.

El tamafio de muestra final para evaluar la expresion génica de TNFR1 fue de 75
muestras, de ellas 42 fueron mujeres y 33 fueron varones. La distribucién del
género para hacer los ensayos de expresion génica se muestra en la figura 25.

Individuos con genotipos conocidos en los 6 SNPs a
evaluar en TNFR1

42 (56%)

033 (44%)

0 hombres
O mujeres

n=75

No. de individuos
ondnd :34 8 KE8&

Figura 25. Distribucién del nimero y porcentaje de individuos empleados para el
analisis de expresion.

8.5.2 Expresidon génica de TNFR1 mediante PCR de punto final

Para estandarizar la condiciones de retrotranscripcion-PCR se realizé un primer
andlisis de expresion génica por PCR de punto final, sin tomar en cuenta
genotipos de TNFR1 (-329G/T), los resultados se muestran en la figura 26.

GAPDH (317 pb)

SO0 TNFR1 (237 pb

100 pb

Figura 26. Andlisis de expresién del gen TNFR1. El producto de PCR de punto final
presenta la expresion génica de TNFR1 de 5 muestras de individuos sanos, sin tomar
en cuenta los genotipos del SNP -329G/T de dicho gen.
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8.5.3 Curva estandar de la expresion génica relativa de los genes GAPDH y

TNFR1

Inicialmente se hizo el andlisis de curva estandar para establecer la dilucion

apropiada para el analisis de expresion génica y para observar la eficiencia de

amplificacion tanto para GAPDH como para el gen TNFR1 (Figura 27).
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Figura 27. Curva estandar de los genes GAPDH y TNFR1. En ambos casos la curva
estandar dio buenas eficiencias de amplificacion; 0.96 y 0.97 para, a) GAPDH, y b)

TNFR1, respectivamente.
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8.5.4. Datos de la evaluacion funcional del SNP -309G/T de TNFR1 en la
expresion génica

Del nimero total de individuos genotipificados para los 5 SNP ubicados en un
fragmento de aproximadamente 1000 pb rio arriba de la transcripcion de TNFR1,
sélo se tomo en cuenta a los individuos con los genotipos del SNP asociado a
ARJ; G/G=8, G/T=9, T/T=2 del SNP -329G/T de TNFR1. Por otro lado, se analizé
también diversas combinaciones de alelos (haplotipos) de estos 5 SNP para ver si
tenian alguna influencia en la expresion diferencial de TNFR1, sin embargo,
ninguno de ellos mostré diferencias en la expresién génica (informacién no
mostrada), de esta manera, sélo se analiz6 la expresion génica de TNFR1
tomando en cuenta a los tres genotipos del SNP -329G/T asociado a ARJ, como
control se empled a los individuos que presentaron los genotipos ancestrales G/G
(Figura 28). Los resultados no mostraron ninguna diferencia estadistica entre los
tres genotipos. Estos datos sugieren que este polimorfismo bajo nuestras
condiciones de estudio no esta asociado con una expresion diferencial de TNFRL1.

25~
20-' ®

154

5-

Expresion relativa de TNFR1

n=19 G/G=8,G/T=9,TIT=2

Figura 28. Analisis de la expresion génica relativa de TNFR1 en 19 individuos
sanos. La expresion génica relativa evalud el efecto de los tres genotipos del SNP -
329G/T de TNFR1, los resultados no mostraron una diferencia estadisticamente
significativa entre genotipos de este SNP.
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9. DISCUSION

La ARJ es una enfermedad caracterizada por una respuesta inmune desregulada
principalmente del tipo Thl, la cuél ocasiona inflamacion, destruccion del cartilago
y erosién del huesos’'°. Diversos SNP en genes codificantes para proteinas
involucradas en estos procesos biolégicos han sido analizados en diferentes
poblaciones con AlJ en busca de marcadores de susceptibilidad, gravedad o
proteccion’"%® Nuestro estudio no mostré asociacién de los genes IL2, IL8,
IL17, CD40, CD80, GM-CSF, MCP1, TACE, TNFR1 y TNFR2 con ARJ. Aunque el
gen TNFR1 se asoci6 con susceptibilidad a ARJ después de la estratificacion por
género. De estos genes estudiados, s6lo TNFR1, TNFR2 y CD40 han sido
previamente analizados en ARJ/JIA. Un estudio realizado en poblacion Alemana
analizé diversos polimorfismos de varios genes en ARJ, entre ellos el -609G/T de
TNFR1 (el -329G/T es el mismo) y una delecién de 15 nucledtidos localizada en el
promotor de TNFR2'%. Al igual que en ese estudio, nuestros resultados no
mostraron asociacion del SNP -329G/T de TNFR1 (aunque nuestro estudio
mostré una tendencia a la asociacion, p=0.052) con ARJ. Ademas de este,
nosotros evaluamos 4 SNP de TNFR2, distinto al polimorfismo previamente
analizado en poblacién Alemana’®. Respecto al gen CD40, nosotros evaluamos
el SNP -552G/A (rs1800686), que de forma similar a lo encontrado con el
polimorfismo (rs4810485) analizado en JIA por otro grupo de investigadores, se
encontré que estos polimorfismos y, por ende el gen no esta asociado con
susceptibilidad a desarrollar esta patologia™®. Estos resultados sugieren que los
SNP de los genes antes mencionados y bajo nuestras condiciones de estudio no
son importantes en la etiopatogénesis de la ARJ en poblacibn Mexicana, sin
embargo, otros polimorfismos de estos mismos genes podrian estar asociados
con ARJ o alguno de los subtipos o rasgos clinicos no evaluados en este estudio,
por lo que es necesario evaluar un nimero mayor de marcadores genéticos en
estos genes candidato del sistema inmune, asi como los rasgos clinicos de la ARJ

para determinar su importancia en esta entidad compleja.

Nuestros resultados mostraron que los genes TYK2 (-1218A/G), IL23R (-738G/A),
TNFR1 (-329T/G: asociado cuando se estratificé por género), FCRL3 (-169T/C),
NF-kB1 (-94ATTG/-, y NF-kB1_1-5, 7, 10 y 11) se asociaron con susceptibilidad o
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proteccion a ARJ. Respecto a TYK2, algunos reportes han evaluado el impacto de
los polimorfismos rs12720356 y rs2304256 en la susceptibilidad a AR, los
resultados no muestran una asociacion entre estos polimorfismos de este geny la
enfermedad™*''®. Otros SNP de TYK2, entre ellos el -1218A/G han sido
evaluados en LES™®. Nosotros analizamos este mismo polimorfismo en ARJ.
Nuestro resultados mostraron una asociacion entre el SNP -1218A/G de TYK2 y
susceptibilidad a ARJ en varones. Este gen codifica a la proteina TYK2, la cual
pertenece a la familia de las JAK quinasas y sefializa a través de los receptores
de varias citocinas™’. Se ha documentado que los receptores de la IL12 y la IL23
pueden sefializar a través de Tyk2, dicha sefalizacion activa al factor de
transcripcion STAT4M®, Este factor de transcripcion se localiza en el citoplasma de
células del sistema inmune y a través de mecanismos de fosforilacion que
involucran a TYK2 puede dimerizarse y translocarse al nacleo en donde expresa
diversos genes involucrados en diversos procesos biolégicos de los linfocitos,
tales como la diferenciacion de células T y la sintesis de genes proinflamatorios™*®.
El andlisis in silico a través de los programas FastSNP y TF search predicen que
el alelo G del SNP -1218A/G de TYK2 crea un sitio de unién al factor de
transcripcion YY1, dicha proteina se ha asociado con tres procesos bioldgicos
importantes: a) activacion de la transcripcién, b) inhibicién de la transcripcién y, c)
inicio de la transcripcion de diversos genes®®. La proteina YY1 puede regular la
expresion genica de manera positiva de RANKL, una citocina involucrada con la
diferenciacién de los osteoclastos e involucrada con AR, De esta manera, hay
una gran probabilidad de que el alelo G del SNP -1218A/G de TYK2 asociado con
susceptibilidad pueda regular la union del factor de transcripcion YY1 y afectar la
sefalizacion en las células T, ya sea activando, suprimiendo o iniciando la
expresion de TYK2 en células inflamatorias, es necesario realizar ensayos de gen
reportero y super-retardamiento para analizar si este alelo afecta la expresion
génica in vitro y para observar si se une YY1 a la secuencia consenso donde se

predice que se puede unir este factor de transcripcion.

Respecto a la asociacién con susceptibilidad del gen IL23R que codifica al
receptor 23 de la IL23, hasta ahora se han reportado algunas asociaciones de

|122—124

SNP con susceptibilidad a AR y AlJ subtipo psoriatica juveni , Sin embargo,

no hay datos de asociacion entre el SNP -738G/A y ARJ/AIJ en otras poblaciones.
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Como se menciono anteriormente, la union ligando (1L23)- receptor (IL23R) inician
procesos de sefializacion intracelularmente a través de TYK2, este proceso lleva a
la activacion del factor de transcripcion STAT4, el cudl influye en la diferenciacion
de células T y de la sintesis de genes proinflamatorios (Figura 29)**"*®. Hasta hoy
no hay datos reportados de asociacion con susceptibilidad entre el SNP -738G/Ay
ARJ, aunque si se ha visto asociacion con proteccion entre el SNP rs11209026 de
la IL23R y artritis psoriatica juvenil®®. Nuestro estudio muestra una asociacion
entre el alelo A del SNP -738G/A de IL23R y susceptibilidad a ARJ, este gen no se
asocio con género cuando se estratificaron los datos. De acuerdo a los andlisis in
silico el alelo A crea un sitio de union a un factor de transcripcion Oct-1, este factor
de transcripcion puede activar o reprimir la transcripcion de diversos genes, por
ejemplo, en el promotor de la proteina C reactiva reprime su expresion,
modulando asf el efecto bioldgico de este gen'?®. Asi, si el alelo A genera un sitio
de union al factor de transcripcion, entonces este alelo puede ocasionar la
sobreexpresiéon o inhibicion de la expresion del IL23R, lo cuél debe confirmarse
por estudios funcionales. La figura 29 muestra a los productos de los genes IL23R
y TYK2, las proteinas IL23R y TYK2 asociadas a ARJ.
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Figura 29. Activacién de STAT3 y STAT4 mediada por IL23R y TYK2. Dos de las
proteinas codificadas por genes asociados a ARJ fueron IL23R TYK2 (Tomado de Cho
JH, 2011)*,
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En 2005, Kochi y cols., reportaron una asociacion entre el alelo C del SNP -
169T/C (FCRL3_3) de FCRL3 con tres enfermedades autoinmunes (AR, LES y
TA)®. El alelo C del SNP -169T/C se encontré en alto LD con otros tres alelos
(CACA) de otros SNP ubicados en el mismo gen (promotor -110G/A, 5UTR
+358G/C localizado en el extremo 5"UTR del ex6n 2, y el +1381G/A ubicado en el
intron 3). Este mismo haplotipo CACA mostr6 una fuerte asociacién con
susceptibilidad a las tres enfermedades autoinmunes®. Estos mismos SNP han
sido analizados en diversas poblaciones y en diversas enfermedades, los
resultados muestran la influencia de este SNP (-169T/C) en la AR y LES en
Asiaticos, especificamente con los del Oeste de Asia, sin embargo, en individuos
Europeos con ambas patologias no se ha observado ninguna evidencia de
asociacion®®®. Otros autores han reportado una asociacién entre el alelo C de
FCRL3_3 vy proteccién a AAD, TAy EM, recientemente un genotipo de este mismo
SNP fue asociado con proteccién con rasgos clinicos de LES®®°. Estos hallazgos
sugieren un patrén de herencia complejo entre este SNP y varias enfermedades
autoinmunes. Nuestros datos concuerdan con estos ultimos datos, nosotros
encontramos que el alelo C del SNP FCRL3_3 confiere protecciéon a ARJ en una
manera dependiente de género (varones) (Ver tablas 12 y 13). El andlisis de
haplotipos también mostré una asociacién con protecciéon a ARJ en varones
(CGCA) (Ver tabla 15). Kochi y cols., mostraron a través de estudios funcionales
la importancia del alelo C del SNP -169T/C en la creacion de una secuencia
consenso con mayor afinidad de union para el factor de transcripcion NF-kB que
al alelo T. El factor de transcripcion NF-kB expresa genes pro-inflamatorios,
involucrados con la destruccion del cartilago y la erosion del hueso en AR y
ARJ%>12>126 FCRL3 codifica para la proteina 3 parecida a los receptores de la
fraccion cristalizable gamma, la cuél es la Unica de los receptores Fc con dos
motivos: De activacién basado en tirosina (ITAM) y de inhibicion (ITIM), ambos
motivos de FCRL3 sugieren un papel dual regulatorio en el sistema inmune
(Figura 30)'?"1%8,
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Figura 30. Transduccion de sefiales mediada por FCRL3. La proteina FCRL3 debido a

la presencia de los dos motivos ITIM e ITAM puede regular tanto la activacion como

inhibicion de la respuesta autoinmune en células B (Tomado de Kochi Y, 2010)*%2,

La mayoria de evidencias experimentales han mostrado el papel del alelo C o el
genotipo CC de este SNP (-169T/C) en el riesgo a desarrollar diversas
enfermedades autoinmunes, e incluso otro estudio mostré en pacientes con LES e
individuos sanos que la presencia del genotipo -169CC se asocia con una mayor
cantidad de proteina en la membrana en comparaciéon con los individuos que
presentan los genotipos T/C 6 T/T*?°. Aunque hay una relacién clara entre los
estudios funcionales que muestran el efecto del alelo C asociado con mayores
niveles de expresion génica, y el genotipo C/C con mayores niveles de proteina
FCRL3 en pacientes con LES, uno esperaria lo siguiente: si hay mayor cantidad
de proteina en individuos con el genotipo C/C, entonces este receptor podria
actuar a través de uno de sus dos motivos (ITAM e ITIM), como activador o
inhibidor de una respuesta autoinmune. Un estudio reciente publicado también por
Kochi y cols, mostr6 el papel de FCRL3 en la inhibicion de la sefializacion en las
células B a través del receptor de células B**. A pesar de la robustez de estos
estudios funcionales, varios autores han mostrado la importancia del alelo C en la
proteccion a desarrollar AAD, TA, EM, LES y ARJ (donde se incluye a nuestro
estudio)®*®®. Esto contradice al primer estudio publicado por Kochi y cols., donde
no solo mostraron la asociacion del gen con la susceptibilidad a tres
enfermedades autoinmunes, ademas se demostro el efecto del alelo funcional C
con una mayor expresion génica de FCRL3%. Hasta la fecha no hay un sélo
reporte donde se muestre una asociacion entre el SNP -169T/C con proteccion a

AR, varios estudios muestran al alelo C asociado con susceptibilidad a AR en
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Asia, especificamente en el Oeste de Asia®®®. Aunque no hay datos de
asociacion entre este SNP y artritis juvenil, un estudio publicado por Eike y cols.,
mostré una tendencia de asociacién de este SNP con susceptibilidad a AIJ*,
Debido a los datos contradictorios entre este SNP y la susceptibilidad o proteccion
a varias enfermedades autoinmunes, nosotros proponemos lo siguiente; 1) es
probable que dependiendo de la patologia autoinmune, FCRL3 actie de manera
diferente debido a su papel dual (ya que tiene ambos dominios; ITAM o ITIM), b)
este alelo este en LD con otro alelo de otro SNP ubicado en la regién 1921-23 (en
esta region se encuentran varios genes de la familia FCRLs) donde hay alto LD
entre genes y entre SNP a través de varios genes, y c) este alelo puede
interaccionar con otros alelos de otros polimorfismos, como ocurre con NFKB1 (-
94ATTG/-), PTPN22 (1858C/T) o HLB-DRB1 (*0103) y como nosotros también lo

demostramos (Tabla 17)3%134.

Respecto a los genes codificantes para proteinas que sefalizan a través de TNF-
a, nosotros encontramos a tres de ellos involucrados con esta patologia
autoinmune (TNF-a publicado previamente, TNFR1 y NFKB1). TNF-a es una
citocina de suma importancia en la AR y ARJ debido a su papel pleiotropico en
diversos tipos celulares, tales como macrofagos, monocitos, linfocitos, fibroblastos
sinoviales y junto con sus receptores (TNFR1 y TNFR2) se han involucrado en la
patogénesis de la ARJ®®¥® TNF-a se encuentra de forma natural unida a la
membrana, sin embargo, existe una forma soluble que regula diversas funciones
del TNF-a (TNF-a soluble), esta forma soluble es liberada por la TACE®*®>. De
esta manera, la forma soluble puede activar varias vias de sefalizaciéon y mediar
muchas funciones a través de TNFR1 o TNFR2%°%°. De hecho, la via de TNF-a es
tan importante en la AR, que existen terapias con anticuerpos (etanercept,
infliximab, adalimumab) dirigidos contra esta citocina, incluso algunos estudios no
toman en cuenta genotipos del SNP -308G/A de TNF-a, mientras que otros si
toman en cuanta a los genotipos®®®’. Las evidencias muestran una mejoria en
pacientes con ARJ y el genotipo -308G/G de TNF-a, respecto a los individuos que
tienen los genitipo A/Ay G/AY'. Este alelo se ha asociado con mayores niveles de
expresion en comparacion del alelo G, de hecho, se ha observado que el alelo A
aumenta varias veces la actividad transcripcional y ha sido asociado con niveles

incrementados de TNF-a in vitro y con una pobre respuesta al tratamiento’>%%%".
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Nosotros encontramos una fuerte asociacion entre el SNP -308G/A de TNF-a y
susceptibilidad a ARJ en mujeres, nuestros datos indican que el alelo A se asocia
con susceptibilidad en mujeres mexicanas con ARJ (datos ya publicados).'® Los
datos obtenidos también muestran que la MAF de este SNP (-308A) es la mas
baja reportada en ARJ/JIA de todas las poblaciones analizadas. Otro estudio
realizado en nuestra poblacion mostré a este polimorfismo asociado con gravedad
a AR™. Un meta-andlisis publicado recientemente, mostr6 una asociacion
negativa de este polimorfismo (junto con el -238G/A) con ARJ/AIJ en poblacion
Europea u otras poblaciones, de hecho, nuestros datos son de los pocos

publicados donde se muestra una asociacién entre el SNP -308G/A y ARJ'®.

Siguiendo con los estudios de asociacién en genes que sintetizan proteinas y que
participan en esta via, nosotros encontramos que el SNP -329G/T de TNFR1 se
asocio con susceptibilidad a desarrollar ARJ en varones, de hecho, nosotros
evaluamos si el alelo T de este SNP afecta los niveles de expresion in vivo en
leucocitos de sangre periférica de individuos sanos, los resultados no mostraron
diferencias estadisticamente significativas en la expresion génica tomando en
cuenta los tres genotipos de este SNP, sin embargo, hay una tendencia a una
disminucién en la expresion génica con el alelo T (Figura 28). Un estudio
publicado por Sainz y cols en 2009, mostré6 una asociacion entre este SNP y
susceptibilidad a la aspergilosis pulmonar, ademas, también mostré una relacién
directa entre el alelo T con una disminucién de la expresidén génica de este gen in
vivo'®. Nosotros no observamos este mismo hallazgo, aunque los datos muestran
una tendencia a la disminucién en la expresion génica de este gen en individuos
con genotipos G/T o T/T en comparacién con G/G. Recientemente Kim y cols,
publicaron el efecto del alelo T del SNP -329G/T en la expresién génica in vitro™’,
sus resultados mostraron que el alelo T disminuyo la expresion génica del gen
reportero B-lactamasa en lineas celulares de hepatocarcinoma®®’, esta proteina
tiene diversas funciones biolégicas fundamentales para el bien funcionamiento
celular, entre estas funciones se encuentra la regulaciéon de la apoptosis, Kim y
cols, propusieron que la disminucion de la expresion génica debido a la presencia
del alelo T podria en los hepatocarcinomas desregular la apoptosis, fenomeno
biolégico comunmente alterado en las lineas tumorales y en los diversos

canceres. Tratando de extrapolar la hipotesis del efecto funcional del alelo T de

75



este polimorfismo en la apoptosis de tumores hepaticos, en ARJ este alelo
pudiera afectar la apoptosis, lo cudl ha sido observado en esta patologia, incluso
diversos tipos celulares no experimentan apoptosis provocando en ultima
instancia que las células hiperproliferen (por ejemplo de células T y células del
sinovium) y produzcan mas citocinas proinflamatorias™*®**%°. Al respecto, nuestros
resultados no alcanzaron una significancia estadistica en los individuos sanos sin
antecedentes de enfermedades inflamatorias, autoinmunes o concomitantes,
aunqgue si se muestra una tendencia a la disminucion en la expresion génica. Es
necesario evaluar a este mismo polimorfismo en individuos afectados con la
enfermedad, que no estén en tratamiento farmacoldgico, ya que uno de los
principales problemas de este estudio es la ausencia de la enfermedad,
recordando que esta es un patologia multifactorial y que para que se desarrolle se
requiere de factores genéticos (el SNP evaluado) y ambientales, faltando esta
dltima (la enfermedad) para observar el efecto real de ambos alelos en la
expresion génica. Finalmente, nosotros encontramos una asociacion genética de
proteccion a ARJ y varios SNP (con alto LD entre ellos) en NFKB1, tanto en
mujeres como en varones. NF-kB puede ser activado a través de TNF-a, TNFR1 y
TNFR2 y otras proteinas (Figura 31)*. NF-kB1 pertenece a la familia de factores
de transcripcion que regula varios procesos biolédgicos, incluyendo la respuesta
inmune innata y adaptativa, reacciones de fase aguda y apoptosis.'*’ Este factor
de transcripcion esta formado por un heterodimero (p50/p105) que regula la
expresion de diversos genes®%12>14% E| gen NFKB1 se encuentra localizado en
la banda citogenética 4924 que ha sido ligada a ARJ en pares de hermanos
afectados.®® Anormalidades de TNF-a, TNFR1 y NF-kB1 pueden alterar la sintesis
de citocinas proinflamatorias, las cuales estas relacionadas con un gran numero
de enfermedades crénicas inflamatorias donde se incluyen a la AR y a la ARJ*%#
% En 2005, Karban AS y cols., analizaron una ins/del ubicada en la regi6n
promotora de este gen (-94ATTG/-) en colitis ulcerativa, ellos encontraron a esta
ins/del asociada con susceptibilidad a esta patologia, ademas, demostraron in
vitro en las lineas celulares HeLa o HT-29 que la insercion podia generaba una
secuencia que sirvio para unir a diversas proteinas nucleares a la region del
promotor de NFkB1, de esta manera la delecion se asocié con una disminucién de
la actividad del promotor de este gen'*’. Este mismo polimorfismo ha sido

analizado en AR y LES en poblacion espafiola, sin embargo, no se observo
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ninguna asociacién con estas patologias'®. Por otro lado, el genotipo
ATTG,/ATTG; (heterocigoto) ha sido asociado con proteccidén con rasgos clinicos
de LES en poblacién China'*. Aunque no se ha observado una relacién directa
con AR, si se ha reportado una asociacidon entre esta ins/del y algunas
comorbilidades de AR*?3. En poblacién espafiola se ha observado una interaccién
entre la ins/del -94ATTG y el SNP -169T/C de FCRL3.**® Nosotros encontramos
una asociacion con proteccion a desarrollar ARJ con la ins/del (ATTG/-) de NFKB1
y el polimorfismo -169T/C de FCRL3. Estos resultados contradictorios a los
previamente publicados pueden ser explicados por los mismos mecanismos de
FCRL3 y su asociacion con ARJ: a) es probable que dependiendo de la patologia
autoinmune, el producto de NFKB1 actiue de manera diferente, b) este alelo
presente alto LD con otro (s) alelo (s) de otro (s) u otros SNP ubicados en la
region 4924 o que estén dentro del mismo gen (varios SNP analizados en este
estudio estan en LD, 6 c) este alelo interaccione con otros alelos de otros
polimorfismos, como ocurre con NFKB1 (-94ATTG/-) y FCRL3 (-169T/C). De
hecho, nosotros hicimos la interaccién génica entre alelos y genotipos funcionales
de NFKBL1 (-94ATTG/-) y FCRL3_3 (-169T/C), y nuestros resultados sugieren una
asociacion entre esta interaccion y proteccion a ARJ, sin embargo, los datos
muestran una asociacion dependiente de FCRL3 mas que de NFKB1 (Ver tabla
22). Posteriormente, analizamos 12 SNP distribuidos a través de todo el gen, 8 de
ellos mostraron asociacién genética con ARJ, 5 de los cuales se encuentran en el
intrén 1 (NFKB1_1C/T, NFKB1_2C/T, NFKB1_3G/A, NFKB1_4C/T, NFKB1_5T/C),
los otros tres se encuentran en los intrones 12 (rs4648050), 22 (rs3817865) y en
la region 3'"UTR (rs7674640). El analisis in silico predice el efecto de los alelos T
de los SNP NFKB1_1C/T y NFKB1_2C/T, respectivamente, creando un enhancer

intrébnico para C/EBP. La base de datos de emsemble (www.ensemble.orq)

reporta hasta el dia de hoy 12 transcritos, 8 de ellos producen proteinas, pero sélo
tres de ellos producen proteinas funcionales, 5 mas producen proteinas truncas,
dos transcritos no se traducen y los dos transcritos restantes retienen intrones. Es
probable que alguno de los alelos de los SNP asociados con proteccién a ARJ
que predice crear un sitio similar a enhancer intrénico (secuencias consenso
adicionales que se encuentran en los intrones y que potencian la eficiencia de
corte y empalme, y que se han asociado con la inclusiéon de exones, retencion de

145-147

intrones y con la generacion de proteinas truncas no funcionales ) ubicados
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en el intrén 1 pueda retener el intrén, por lo que el transcrito sea degradado en la
célula donde se expresa este gen y por lo tanto, esta variante no seria funcional.
Es probable también, que alguno de estos alelos de los SNP asociados potencien
el splicing y se incluya el exdn 1 en una variante de splicing que no ocupe el exén
1 y por lo tanto esta variante no sea funcional. Si esto pasara con la presencia de
las MAF de los SNP NFKB1 1(3853)C/T, NFKB1 2(11767)C/T,
NFKB1_3(15953)G/A, NFKB1_4(22047)C/T o NFKB1_5(21988)T/C asociados con
proteccion a ARJ, entonces NFKB1 no se traduciria a proteina y no habria
inflamacion mediada por NF-kB1, de esta manera estos alelos (ambos en LD)
asociados con ARJ podrian proteger al desarrollo de ARJ como lo muestran
nuestros datos epidemiolégicos, sin embargo, habria que realizar estudios
funcionales para confirmar o descartar este hallazgo. Hasta ahora no hay estudios
donde se muestre una asociacion entre estos polimorfismos de NFkB1 y AR o
ARJ™® aunque algunos de los SNP analizados aqui han mostrado asociacién con
otras patologias como la enfermedad arterial coronaria (NFKB1_1), dependencia
a alcohol (NFKB1_4), y linfoma de Hodgkin (NFKB1_5)*****!, Por otro lado, otros
SNP no incluidos en este estudio de este gen han sido asociados con otras
patologias como linfoma de Hodgkin, glioma o cirrosis biliar primaria®®**>*. Este es
el primer reporte donde se muestra una asociacion entre SNP de NFKB1 y
proteccion a ARJ. La figura 31 muestra la via de sefalizacion de TNF-a y los
productos de los genes TNF-a (previamente publicado), TNFR1 y NFKB1
asociados a ARJ.
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Figura 31. Via de sefializacion de TNF-a y proteinas asociadas a ARJ. Los productos

de los genes TNF-a, TNFR1 y NFKB1 mostraron asociacion con ARJ en poblacion
155

Mexicana (Tomado de Fragoso JM, 2013)".

Nuestros hallazgos muestran diversas asociaciones genéticas entre ARJ y
estratificacion por género: en varones el polimorfismo -1218A/G de TYK2, el -
169T/C de FCRL3, el -329T/G de TNFR1 y los polimorfismos NFKB1_1-5y 7 de
NF-kB1), mientras que en mujeres los polimorfismos asociados fueron NFKB1_1-
5, 10 y 11 de NF-kB1l. Las asociaciones dependientes de género han sido
reportadas desde hace varios afnos, siendo incluso comunes en enfermedades
inflamatorias y/o autoimmunes, algunos ejemplos de genes con asociacién género

dependiente son la IL13, HLA, 1L4%"° Diversas evidencias experimentales
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muestran el papel de género como una variable “ambiental” diferencial entre
varones y mujeres, y el factor ambiental “género” puede interaccionar con
diversos genotipos en una manera similar a otros factores ambientales, sin
embargo, dependiendo del género pueden causar susceptibilidad o proteccién a

diversos rasgos incluyendo enfermedades'®.

En resumen, de los 14 genes evaluados en este estudio, 5 mostraron asociacion
con ARJ (FCRL3, TYK2, IL23R, TNFR1 y NFKB1). Un estudio anterior mostré que
la via de sefalizacion de TNF-a es importante en el desarrollo de la ARJ en
poblacion Mexicana, de esta manera tres genes de esta via fueron asociados con
esta patologia (TNF-a, TNFR1 y NFKB1), y aunque se requiere de mas estudios
para confirmar estos datos, nuestros hallazgos fortalecen los datos donde se
demuestra la importancia de esta via en la fisiopatologia de la ARJ. FCRL3 es otro
de los genes importantes en la fisiopatologia de la ARJ (ver articulo anexo)*®* en
nuestra poblacién. Sin duda, la identificacion de los factores genéticos
involucrados en la patogénesis de la ARJ contribuira al entendimiento de la
enfermedad y al desarrollo de nuevos blancos terapéuticos y a una medicina

gendmica individualizada, preventiva y predictiva.
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10. Conclusiones

» Los polimorfismos analizados de los genes IL2 (-100A/C), IL8 (-199T/C),
IL17 (-692TC/), CD40 (-552G/A), CD80 (-91G/C), GMCSF (-641A/C),
MCPL1 (-2518A/G), TNFR2 (Lys56Lys, 40205G/A, 40232T/C y 40939C/T) y
TACE (-1455A/C y -647T/G) no mostraron asociacion con ARJ en poblacién
Mexicana. Sin embargo, esto no descarta que estos mismo alelos si estén
asociados con rasgos clinicos de la enfermedad no evaluados en este

estudio.

» Los polimorfismos -1218A/G de TYK2, -308G/A de TNF-a, -329G/T de
TNFR1 se asociaron con susceptibilidad de manera dependiente de

género.

» EIl polimorfismo -738G/A de IL23R se asocidé con proteccion en casos Yy
controles, mientras que los SNP -169T/C de FCRL3, y la ins/del -94ATTG/-

de NFKB1 se asociaron con proteccion en mujeres con ARJ.

» Los analisis de interaccién génica entre los polimorfismos -169T/C de
FCRL3 y -94ATTG/- de NFKBL1 se asociaron con proteccion a ARJ.

» Los analisis de expresion génica muestran que el SNP -329G/T asociado

con susceptibilidad a ARJ no altera los niveles de expresion génica.

» Con estos datos estamos contribuyendo en la identificacion de factores
genéticos de proteccion y susceptibilidad asociados a la ARJ en poblaciéon

Mexicana.
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11. Perspectivas
> Aumentar el tamafio de muestra de pacientes con ARJ (n=500) y controles

(n=500)

> Analizar estos mismo SNP por subtipo clinico.

> Evaluar el efecto de los alelos G/T del SNP -309G/T de TNFR1 en sangre
periférica de varones con ARJ y compararlos con los datos obtenidos de los

individuos sanos.

> Evaluar mediante estudios de gen reportero el efecto del alelo -309T de TNFR1

en la expresion génica del receptor.

> Evaluar si el alelo T del SNP -309G/T de TNFR1 asociado a ARJ causa una
disminucién en la abundancia (por disminucién de su expresién) de la proteina en

la membrana sinovial de pacientes con ARJ.

> Evaluar el impacto funcional de los SNP NKB1_1 5 (localizados en el intrén 1
del gen NFKB1) en la eficiencia de splicing alternativo.
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ANEXO

Lista de oligos de los genes FCRL3, TNFR1 y NFKB1 para

amplificar diversos fragmentos de estos genes.

FCRL3

FCRL3 primer upper 5" CATATGGGAAACCCCTTCACTACC 3
FCRL3 Primer lower 5 GAAGACACGAAAGCAATCAAGGAA 3

TNFR1

"TNFR1 prom 1 primer forward 5 CAGCGGCAGCAGCAGGTCA3’
"TNFR1 prom 1 primer reverse 5 GGTTGGGAGTGGTCGGATTGGT 3

aTNFR1 prom 2 primer forward 5" CCCAGATCTGGCTGCCTTGTGC 3°
aTNFR1 prom 2 primer reverse 5"CACCCAGTCAGGGCAGAAAACGAG 3

* TNFR1 prom 3 primer upper 5 CTGTCTCCTGGGGTTCCTGTAAGG 3
#* TNFR1 prom 3 primer lower 5 GGCATCACTTTCCCCATGTAGGTG 3

TXTNFR1 prom 4 primer upper 5"CCTCGTTTTCTGCCCTGACTGG 3’
TXTNFR1 prom 4 primer lower 5" AAACGGAGCGGACCCTCAAAAC 3’

#TNFR1 expres primer forward 5’ AGGCCCGGGGCAGGATACG 3’
#TNFR1 expres primer reverse 5 GAGGCTGCAATTGAAGCACTGGA 3

NFKB1

NFKB1 prom primer upper 5" AGGGGCTATGGACCGCATGACTCTA3’
NFKB1 prom primer lower 5’"GGGTGGGGGAAGCCCGCACTT3”

NFKBI1 intr I primer forward 5’"CTTAAGGCCCTTGACATGCTTCCT 3~
NFKBI intr I primer reverse 5’AGACAAAGTTTCCCTGCAAATCTGC 3”
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ANEXO 2. Condiciones de PCR para generar amplicones de TNFR1 y de

secuenciacion.

TNFR1 prom 1

A Se procedié a emplear **3 ul de DNA gendémico (20 ng/ul) de cada caso y

control en una mezcla de reaccion que contenia lo siguiente:

Para una mezcla de 10X para el amplicon TNFR1 prom 1 de 472 pb.

Componente Volumen 1X
a) Mg2Cl 2.5 ul (2.5mM)
b) Buffer 2.5yl (a1Xx)
c) dNTPs 0.4 pl (250mM)

d) Primer forward+ 0.2 yl (2.5mM)
e) Primer reverse+ 0.2 pyl (2.5mM)
f) DMSO 1.0 ul
g) Agua 15.09 pl
h) AmpliTag Gold 0.11 ul (0.5 U)
i) DNA**
22

A Ver anexo; primers

A
Pre-PCR (1 ciclo)
a) 2 min a 50°C
b) 10 min a 95°C

PCR (35 ciclos)

Volumen 10X
25 ul

25 ul

4 ul

2 ul

2 ul

25 ul

150.9 ul
1.1l

a) 35 segundos a 94°C (desnaturalizacién del DNA)

b) 30 segundos a 60°C (alineacion entre primers y DNA)

c) 35 segundos a 72°C (extension del templado)

Post-PCR (1 ciclo)

a) 5 min a 72°C (Extension final del templado)
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b) Infinito a 4°C.
TNFR1 prom 2
A Se procedié a emplear **3 ul de DNA gendémico (20 ng/ul) de cada caso y

control en una mezcla de reaccion que contenia lo siguiente:

Para una mezcla de 10X para el amplicon TNFR1 prom 2 de 487 pb.

Componente Volumen 1X Volumen 10X
a) Mg2Cl 2.5 ul (2.5mM) 25 ul
b) Buffer 2.5yl (a 1X) 25 ul
c) dNTPs 0.4 pl (250mM) 4 ul

d) Primer forwarde 0.2 yl (2.5mM) 2 ul
e) Primer reversea 0.2 pyl (2.5mM) 2 ul

f) DMSO 1.0 ul 25 ul
g) Agua 15.09 pl 150.9 i
h) AmpliTag Gold 0.11 ul (0.5 U) 1.1l
i) DNA**
22 ul 220 ul

o Ver anexo; primers

Pre-PCR (1 ciclo)
a) 2 min a 50°C
b) 8 min a 95°C

PCR (35 ciclos)
a) 35 segundos a 94°C (desnaturalizacién del DNA)
b) 35 segundos a 60°C (alineacion entre primers y DNA)

c) 40 segundos a 72°C (extension del templado)
Post-PCR (1 ciclo)

a) 5 min a 72°C (Extension final del templado)
b) Infinito a 4°C.
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TNFR1 prom 3
A Se procedié a emplear **3 ul de DNA gendmico (20 ng/ul) de cada caso y

control en una mezcla de reaccion que contenia lo siguiente:

Para una mezcla de 10X para el amplicon TNFR1 prom 3 de 403 pb.

Componente Volumen 1X Volumen 10X
a) Mg2Cl 2.5 ul (2.5mM) 25 ul
b) Buffer 2.5yl (a 1X) 25 ul
c) dNTPs 0.4 pl (250mM) 4 ul

d) Primer forward* 0.4 yl (2.5mM) 2 ul
e) Primer reverse* 0.4 yl (2.5mM) 2 ul

h) Agua 15.29 pl 152.9 yl
1) AmpliTag Gold  0.11 pl (0.5 U) 1.1 pl
j) DNA**

22 yl 220 pl

* Ver anexo; primers

Pre-PCR (1 ciclo)
a) 2 min a 50°C
b) 10 min a 95°C

PCR (35 ciclos)
a) 35 segundos a 94°C (desnaturalizacién del DNA)
b) 30 segundos a 58°C (alineacién entre primers y DNA)

c) 35 segundos a 72°C (extension del templado)
Post-PCR (1 ciclo)

a) 5 min a 72°C (Extension final del templado)
b) Infinito a 4°C.
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TNFR1 prom 4
A Se procedié a emplear **3 ul de DNA gendémico (20 ng/ul) de cada caso y

control en una mezcla de reaccion que contenia lo siguiente:

Para una mezcla de 10X para el amplicon TNFR1 prom 4 de 472 pb.

Componente Volumen 1X Volumen 10X
a) Mg2Cl 2.5 ul (2.5mM) 25 ul
b) Buffer 2.5yl (a 1X) 25 ul
c) dNTPs 0.4 pl (250mM) 4 ul

d) Primer forward3t0.2 pyl (2.5mM) 2 ul
e) Primer reverse3* 0.2 yl (2.5mM) 2 ul

f) DMSO 1.0 ul 25 ul
g) Agua 15.09 pl 150.9 i
h) AmpliTag Gold 0.11 ul (0.5 U) 1.1l
i) DNA**
22 ul 220 ul

+ Ver anexo; primers

Pre-PCR (1 ciclo)
a) 2 min a 50°C
b) 10 min a 95°C

PCR (35 ciclos)
a) 35 segundos a 94°C (desnaturalizacién del DNA)
b) 30 segundos a 60°C (alineacion entre primers y DNA)

c) 35 segundos a 72°C (extension del templado)
Post-PCR (1 ciclo)

a) 5 min a 72°C (Extension final del templado)
b) Infinito a 4°C.
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Anexo 3. NFKB1 prom (-94ATTG/-)
A Se procedié a emplear **3 ul de DNA gendémico (20 ng/ul) de cada caso y

control en una mezcla de reaccion que contenia lo siguiente:

Para una mezcla de 10X para el amplicon de NFKB1 prom ins/del -94ATTG/-
de311 pb.

Componente Volumen 1X Volumen 10X
a) Mg2Cl 2.5yl (2.5mM) 25 ul
b) Buffer 2.5yl (a 1X) 25 ul
c) dNTPs 0.4 ul (250mM) 4 pl

d) Primer forward+ 0.2 yl (2.5mM) 2 ul
e) Primer reverse+ 0.2 pl (2.5mM) 2 ul

f) DMSO 1.0 ul 25 ul
g) Agua 15.09 pl 150.9 i
h) AmpliTag Gold 0.11 pl (0.5mM) 1.1l
i) DNA**
22 pl 220 pl

+ Ver anexo; primers

Pre-PCR (1 ciclo)
a) 2 min a 50°C
b) 10 min a 95°C

PCR (35 ciclos)
a) 35 segundos a 94°C (desnaturalizacion del DNA)
b) 30 segundos a 64°C (alineacion entre primers 'y DNA)

c) 35 segundos a 72°C (extension del templado)

Post-PCR (1 ciclo)
a) 5 min a 72°C (Extension final del templado)
b) Infinito a 4°C.
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Anexo 3. Reactivos

TBE10X

> Trizma base: 108 grs.

> Acido bérico: 55 grs.

> EDTA: 40 ml 0.5 M, pH 8.0

Se mezcla con un agitador magnético a atemperatura ambiente y se agrega H20

a un volumen final de 1 Lt.

TE10X

> Trizma base

> EDTA

Se mezcla con un agitador magnético a atemperatura ambiente y se agrega H20

a un volumen final de 1 Lt.

PBS10X

> Fosfatos

> Acido bérico

Se mezcla con un agitador magnético a atemperatura ambiente y se agrega H20

a un volumen final de 1 Lt.

Bromuro de etidio

> 100 mg de bromuro de etidio

> 10 ml de agua destilada

Se mezcla atemperatura ambiente con un agitador magnético por varias horas

hasta asegurar la total disolucion.

Buffer de corrida

>Tris-HCI 1 M pH 6,8 (0.6 ml)

> Azul de bromofenol al 1% (1 ml)
> Glicerol al 50% (5 ml)

> SDS 10% (5ml)

> 2 Mercaptoetanol 0.5 ml

Mezclar bien y colocar agua bidestilada hasta 10 ml
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Article history: A regulatory single nucleotide polymorphism located in the 5' region (—169T/C) of the Fc receptor-
Received 1 August 2012 like 3 (FCRL23) gene has been associated with both susceptibility and protection in immune diseases.
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This case-control study aimed to evaluate the association between FCRL3 polymorphisms and juve-
nile rheumatoid arthritis (JRA), asthma, and childhood-onset systemic lupus erythematosus (SLE) in a
Mexican population. We performed PCR-based genotyping to identify four FCRL3 single nucleotide poly-
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§E—;‘;°g:fé morphisms (FCRL3_3 to FCRL3_6) in patients with JRA (n=202), asthma (n=239), or childhood-onset SLE
Juvenllernseumami d arthritis (m=377), and healthy controls (n=400). The case-control analysis showed a male-gender dependent
Asthma association between the FCRL33C, FCRL3.5C, and FCRL3.6A alleles and either JRA (OR=0.57, p=0.003;

OR=0.55, p=0.002; OR=0.53, p= 0.0007, respectively) or asthma (OR=0.72, p=0.04; OR=0.74, p=0.05;
OR=0.70, p=0.02, respectively). As expected, minor alleles of these SNPs with the CGCA haplotype were
also significantly associated with JRA (OR =0.35, p=0.00005) and asthma (OR = 0,61, p=0.007 ). We found
no association between FCRL3 SNPs or haplotypes and childhood-onset SLE. These results supported the
notion that FCRL3 is involved in the etiology of several immune diseases. Our results also suggested that

Systemic lupus erythematosus
Association study

SNPs located in the FCRL3 gene were protective against JRA and asthma in male Mexican patients.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Immune disorders involve complex etiologies, but many have a
strong geneticcomponent in their pathogenesis(Becker etal., 1998;
Phelan et al., 2006; Moser et al., 2009; Lee et al., 2011). Genome-
wide linkage studies have identified a group of genetic factors
that are shared among many autoimmune and other immune-
mediated diseases (Becker et al,, 1998; Lee et al., 2011). One of
the regions implicated in susceptibility to multiple autoimmune
diseases is the cytoband 1g21-23. This region harbors the Fcy
receptor (FcyR) IJIIl and Fc receptor-like family genes (FCRLI
through FCRL5) (Davis et al., 2001). The ligands and function of
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the FCRLs remain unknown; however, some studies have sug-
gested that FCRL proteins may contribute to the pathogenesis
of chronic immune diseases, because they affect B-Cell receptor-
mediated signaling, growth, and proliferation(Ehrhardt et al., 2003,
2007; Leu et al., 2005; Kochi et al., 2009). Several association stud-
ies have supported the hypothesis that FCRLs play an important
role in immune-mediated pathologies, either as risk or protec-
tion factors (Kochi et al., 2005; WTCCC, 2007; Owen et al.,, 2007;
Martinez, 2007; Matesanz et al,, 2008; Chen et al., 2011). Further-
more, meta-analysis studies have shown that the FCRL3_3C allele
was a significant risk factor for rheumatoid arthritis (RA) and sys-
temic lupus erythematosus (SLE) in Asians, but not in Caucasians
(Lee et al., 2010; Mao et al., 2010). On the other hand, FCRL3 SNPs
have been reported to have a protective effect against autoim-
mune thyroid disease (AITD), Addisonis disease (AAD) and multiple
sclerosis (MS) (WTCCC, 2007; Owen et al,, 2007; Martinez, 2007;
Matesanz et al., 2008). These findings have suggested that FCRLs
have differential effects on different populations.

Weinvestigated whether FCRL3 SNPs were associated with juve-
nile rheumatoid arthritis (JRA), asthma, and childhood-onset SLE in
Mexican pediatric patients.
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2. Patients and methods
2.1. Study subjects for genetic analysis

This study included 818 patients with JRA (n=202), asthma
(n=239), or SLE (n=377). All cases were under 16 years of age and
were recruited from five tertiary level Institutions in Mexico City.
The diagnosis of asthma was based on criteria published by the
American Thoracic Society and the Global Initiative for Asthma. The
diagnosis of |RA and SLE were based on criteria published by the
American College of Rheumatology. We also included 400 unre-
lated, healthy control subjects, ethnically matched to the patients,
with no history of autoimmune or inflammatory diseases. No pre-
vious studies have shown a correlation between the FCRL3 alleles
and age; therefore, the controls were older than 18 years of age.
Additionally, allelic frequencies of FCRL3 polymorphisms were not
different between genders; therefore, we used the same control
group for all analyses. Patients and controls were descended from
parents and grandparents born in Mexico. Ethics and Research
Committee approvals were obtained from all participating Insti-
tutions, and informed consent was obtained from each individual.
Parents provided consent for child participation, and all children
assented.

2.2. Analysis of genetic polymorphisms

We obtained genomic DNA from peripheral blood leukocytes
with a standard salt precipitation technique (QlAgen Systems, Inc.,
Valencia, CA, USA). Ethnic matching between cases and controls
was previously evaluated with a panel of 10 ancestry informative
markers (AIMs: rs4884, rs2695, rs17203, rs2862, rs3340, 15722008,
rs203096, rs223830, rs1800498, and rs281478) (Jiménez-Morales
et al., 2009). These AIMs mainly identify Amerindian and Euro-
pean ancestry in Mexican population. We performed genotyping
to reveal FCRL33 (—169T|C or rs7528684), FCRL34 (-110G/A
or 1511264799), FCRL35 (+358G/C or rs945635), and FCRL36
(+1381G/A or rs3761959) polymorphisms. The PCR assay used
to identify these four SNPs was performed with TagMan MGB
chemistry (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according
to the manufacturer's instructions. Each PCR reaction contained
10ng of DNA, 2.5p! of TagMan Master Mix, 0.065 pl of 40x
assay mixture, and 2.435 pl of distilled, DNase free water in a
final volume of 5l The amplification protocol included dena-
turing at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of denaturing
at 95°C for 15s and annealing and extension at 60°C for 1 min.
Genotypes were assigned by detecting allele-specific fluorescence
with SDS 2.2.3 software for allelic discrimination (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA). The overall genotype call rate was 99.9%,
and 30% of randomized samples showed 100% reproducibility in
duplicate assays for the four polymorphisms. Genotyping accu-
racy was confirmed by direct sequencing of PCR products in 50
randomly chosen samples. The PCR products were sequenced
directly with a DNA Sequencing Kit and the Big Dye Termina-
tor on an automated ABI PRISM 3100 DNA sequencer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The primer sequences used to
recognize the FCRL3 were 5-GAAGACACGAAAGCAATCAAGGAA-
3 and 5'-CATATGGGAAACCCCTTCACTACC-3". PCR was performed
in a 50l reaction mixture that contained 60ng of genomic
DNA, 2.5mM MgC12, 1.25 units of Amplitag Gold (Applied Biosys-
tems), 2.5mM of each primer, 250 mM dNTPs mixed (Takara), and
1X PCR buffer (Applied Biosystems). The amplification protocol
included denaturing at 95°C for 10 min, followed by 35 cycles
of denaturing at 94=C for 30s, annealing at 58<C for 30s, and
extending at 72+°C for 35s; with a final extension at 72°C for
5min.

3. Statistical analysis

The FINETTI program (http://ihg.gsf.de/cgi-bin/hw/hwal.pl)
was used to test for Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) in geno-
type distributions for the cases and controls. Association between
FCRL3 SNPs and the three diseases were analyzed with X2 tests
on 2 x2 and 2 x 3 contingency tables for allele and genotype fre-
quencies, respectively. Statistical analysis was performed with
a standard statistical package (Epic Info 2005 V.3.2; Centers of
Disease Control and Prevention, Atlanta, GA). Odds ratios (ORs)
with 95% confidence intervals (95% Cl) were calculated with the
same software. Haplotype frequencies and linkage disequilibrium
(LD; r?) were calculated with the Haploview software (Barrett
et al,, 2005). The p-value was corrected by applying a permuta-
tion test based on 100,000 permutations. The ADMIXMAP program
(McKeigue et al., 2000; Hoggart et al,, 2003} was used to test the
possible effect of population stratification, as described previously
(Bonilla et al., 2004; Choudhry et al., 2006), in the two primary
parental populations of the Mexican-Mestizo (Amerindian and
European).

4. Results

The mean (£5D) age at onset of JRA, asthma, and SLE were
87+246, 84+28, and 11.62+246 years, respectively. The
female/male gender distribution was 115/87 (57/43%) for JRA,
92/147 (38/62%) for asthma, and 312/65 (83/17%) for SLE. The con-
trol population comprised 200 (50%) females and 200 {50%) males.
We used the same control group for all analyses, because no dif-
ferences between genders were found in the allele frequencies of
FCRL33, FCRL3 4, FCRL3_5, and FCRL3_6 SNPs. Genotype distribu-
tions of polymorphisms were in HWE for both cases and controls.
The AIM distributions were not significantly different between
cases and controls.

When the JRA, asthma, and childhood-onset SLE cohorts were
compared to controls, only the |RA population exhibited signif-
icant differences, and only in the FCRL33 and FCRL3_6 minor
allele frequencies (MAF) (p=0.03 and p=0.01, respectively). After
gender stratification, the FCRL3.5C allele exhibited a male gender-
dependent association with JRA. The FCRL33C, FCRL35C, and
FCRL3_6A allele frequencies were higherin the control group than in
the JRA group (OR=0.57,95% C10.40-0.83, p=0.003; OR=0.55,95%
C10.28-0.80, p=0.002; and OR=0.53, 95% (1 0.36-0.76, p=0.0007,
respectively). Similarly, the same alleles were higher in the con-
trol group than in the asthma group (OR=0.72, 95% (1 0.54-0.98,
p=0.04; OR=0.74, 95% C10.55-1.00, p=0.05; and OR=0.70, 95% Cl
0.52-0.95, p=0.02, respectively). Homozygosity for the FCRL3 3C
minor allele conferred higher protection from JRA (OR=0.38, 95%
Cl 0.18-0.78, p=0.007) and asthma (OR=0.54, 95% CI 0.29-0.99,
p=0.05) compared to the other genotypes. However, after apply-
ing the Bonferroni correction test, statistical significance persisted
only for homozygous FCRL3_3C protection against JRA (Table 1).

On the other hand, the haplotype analysis showed that FeRL3_3,
FcRL3.5, and FcRL3_6 were in high LD, but not FcRL3 4 (pair-wise
r2 values>0.9) (Fig. 1). We identified a total of four haplotypes
with frequencies >0.01 (Table 2). The haplotype CGCA, which car-
ried the three minor alleles, FeRL3_3C,5C, and _6A, and the major
allele, FcRL3_ 4G, showed male gender-dependent protection to JRA
and asthma (OR=0.35,95% C10.20-0.60, p=0.00005; OR=0.61,95%
Cl 0.41-0.89, p=0.007, respectively). This significant association
between the CGCA haplotype and protection from both diseases
remained after 100,000 permutations.

A comparative analysis between healthy individuals from dif-
ferent populations showed that the frequency of the FCRL33C
allele was higher in Mexicans (49.7%) than in Japanese (37%) and
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Brazilian (36.8%) populations (p< 1 x 10~*)(Kochi etal., 2005; Teles
et al,, 2011), but similar to those reported for Caucasian popula-
tions (Martinez, 2007; Hu et al., 2006) (44.8-48%). The FCRL3.5C
and FCRL3_6C frequencies reported here were also different than
those reported for other populations, including Chinese and Dutch
(Thabet et al., 2007; Li et al., 2008).

0.00074
0.02

0.002
0.

0.05
0.61
22

(0.38-0.80)
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(0.61-1.34)
(0.36-0.76]
(0.52-0.95)
(0.52-1.16)

5. Discussion

The complete etiology of immune-mediated diseases has not
been clarified. One of the most important loci for susceptibility
to immune diseases is at the 1921-q23 chromosome, which har-
bors the FCRL3 gene. Several studies have suggested that the FCRL3
exhibited a complex pattern of association with immune diseases,
because it appeared to be either a risk (RA and SLE), protective
(AITD, AAD, and M5) or modifier factor. In particular, in a Taiwanese
population the FCRL3_3C allele, was associated with a protective
effect against the development of specific phenotypes, like SLE leu-
copenia, but it was also related with RA disease severity (Chen etal.,
2011).

In this case-control study, which included patients with SLE,
JRA, and asthma, we found that FCRL3 3C, FCRL3.5C, and FCRL3_6A,
but not FCRL3_4G alleles, were significantly associated with protec-
tion to JRA and asthma in males, although this last did not remain
after Bonferroni correction. It is known that FCRL3_3C is a func-
tional variant that promotes the FCRL3 mRNA transcription (Kochi
etal., 2005). This functional variant was in LD with the FCRL3_5Cand
FCRL3_6A alleles; thus, as expected, the haplotype that carried these
three alleles (CCA) was also significantly associated with protection
to JRA and asthma in males.
== These data suggested that FCRL3 SNPs conferred protection
against both diseases in a gender-dependent manner (Table 1).
Gender-dependent associations are frequently found in immune
pathologies. In a previous study, we documented an association
between TNFe SNPs and JRA and asthma in females (Jiménez-
Morales et al., 2009). This phenomenon was also reported for
several other immune entities, including MS, RA, asthma (IL4,IL13,
and COX-2 SNPs), and inflammatory bowel disease (HLA SNPs)
(Yamadaetal, 2001; Fisheretal., 2002; Szczeklik et al., 2004; Akkad
etal., 2007).

Some studies have suggested that a common pathogenic
mechanism may exist between immune diseases; for example,
the presence of autoantibodies is characteristic of autoimmune
diseases, but these have also been identified in patients with non-
allergic asthma (Hahm et al., 2002; Yim et al., 2006; Kwon et al.,
2009).

In this study, we found no association between FCRL3 and
childhood-onset SLE, as has been reported to European-derived
populations and some Asian-descendent groups. (Matesanz et al.,
2008; Mao et al., 2010; Choi et al., 2006; You et al., 2008)

Controversial findings in association studies involving the same
allele in different populations might be explained by the follow-
ing: (1) a dual function of the protein since FCRL3 contains both
immunoreceptor tyrosine-based activation and inhibition motifs;
(2) the susceptibility allele may lie within a LD block that could be
different among populations; (3) interactions between this allele
and other genetic or environmental factors, as in Canadian and
Spanish populations, where it was shown that interactions between
FCRL3_3 and (PTPN22), -94ATTG/- (NFKappal ), or HLA-DRB1*0103
increased the risk for Graveis disease, RA, or inflammatory bowel
disease, respectively (Newman et al., 2006; Martinez et al., 2006,
20077; and (4) variations with an ethnic-specific effect (Kochi et al.,
2010}, in fact, our population exhibited the highest frequency of
FCRL33C.
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Fig. 1. Location and pair-wise linkage disequilibrium values of four FCRL3 SMPs in Mexican pediatric patients. Values of the pair-wise (r?) are shown to JRA (a), asthma (b)

and SLE [c).
Table 2
FCRL3 haplotypes structure and frequencies in male groups of patients and controls.
Pathology Haplotype FCRL3.3, 4, 5,6 Frequency OR 95%C1 n
Cases Control (n=200)
JRA TGGG 0.62 048 1.78 (1.21-2.60) 0.0057
(n=87) CACA 021 020 1.06 (0.66-1.68) 1.00
CGCA 0.12 028 035 (0.20-0.60) 0.000052
TAGG 0.02 0.02 099 (0.20-4.32) 1.00
Asthma TGGG 058 048 1.48 (1.08-2.03) 0o
(n=147) CACA 021 020 1.07 (0.73-158) 1.00
CGCA 019 028 0.61 (0.41-0.89) 0.0072
SLEp TGGG 053 048 1.21 (0.80-1.34) 0.81
(n=65) CACA 0.19 020 095 (0.56-1.61) 1.00
CGCA 023 028 0.78 (0.48-127) 0.86
TACG 0.01 0.02 077 (0.11-3.95) 1.00

OR: odds ratio; Cl: confidence interval.
3 Statistical significance after 100,000 permutation.

Other genes and cohorts should be genotyped in the future to
investigate differences in the effects of FCRL3 variants on immune
diseases among different populations.
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