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Farmacogendmica del AZA
Introduccion

1. ¢De donde viene y por qué la Farmacogenética?
El hecho de que un individuo reaccione de manera diferente a otro ante la exposicién a
un farmaco es un hecho evidente y que se reconoce desde el inicio de la medicina. Variabilidad
en la respuesta de los pacientes a los medicamentos constituye la regla, y no la excepcidn.

La respuesta a una intervencidn farmacoterapéutica puede ser considerada favorable o
desfavorable. En el primer caso se hablaria de una respuesta adecuada cuando se logra llegar a la
respuesta terapéutica optima y esperada, en el tiempo justo y sin complicaciones adicionales
para el paciente. Por el contrario, estariamos frente a una respuesta desfavorable cuando por
ejemplo, se presente el desarrollo de algtin o algunos efectos adversos (EA) o no se logre alcanzar
ningun beneficio terapéutico.

Aunque la dosis administrada sea la misma, el efecto provocado puede variar de forma
muy apreciable entre los individuos que lo reciben. Esta descrito que ante este fendmeno,
participan varios factores que, en diferentes grados, cada uno contribuye a la forma en que un
individuo reacciona ante el farmaco administrado, y entre éstos se deben considerar: la
administracidon conjunta con otros medicamentos, la dieta, el habito de fumar, el deterioro de la
funcién de algun drgano u drganos (principalmente rifiones e higado), factores psicoldgicos
(efecto placebo) y especialmente los factores genéticos, entre otros.

En este sentido, ha emergido en las ultimas décadas un gran interés por una
subespecialidad de la medicina genética, que aunque no es nueva, rapidamente se ha concretado
como la direccion a corto plazo de la investigacién biomédica, con el fin de lograr la llamada
“Medicina Personalizada”, y con esto nos referimos a la farmacogenética.

Conceptualmente, es necesario diferenciar dos conceptos importantes y que han llegado
a ser utilizados de forma indiscriminada, bajo cierta habilidad intercambiable, aunque claramente
se pueden establecer sus limites y observar su diferencia. Cuando hablamos de farmacogenética,
nos referimos al estudio de la variabilidad existente a nivel de la secuencia del ADN (genes) en
consideracién de la respuesta del organismo al farmaco, es decir, como afecta esta variabilidad
genética la forma en que un individuo se enfrenta y responde ante el farmaco administrado. Por
otro lado, la farmacogendmica, para muchos, con un campo de estudio mas amplio, se refiere al
estudio de las variaciones a nivel del ADN y ARN en relacidn con la respuesta a farmacos. La
primera podria ser considerada como un apartado de la segunda y de forma mas sencilla se
podria decir que la farmacogendmica es la encargada de buscar las variaciones a nivel gendmico,
mientras que la farmacogenética se encargaria del estudio de como esas variaciones alteran o
modifican la respuesta ante un farmaco.

Por otro lado, especular acerca del origen de la farmacogenética es dificil. Sin embargo,
es reconocido que desde la década de los 50, el término como tal comenzd a usarse en
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Farmacogendmica del AZA
Introduccion

comunicaciones de grupos de investigadores que notaban que algunos EA a farmacos podrian ser
causados por variaciones en la actividad de enzimas importantes en sus rutas metabdlicas y que
las mismas estaban determinadas genéticamente (1). Tal es el caso de la presencia de una
relajacion muscular prolongada posterior a la administracion de succinilcolina, y que fue
explicada por una deficiencia de la enzima colinesterasa plasmatica. (2). Al igual que el caso de
hemdlisis causada por el uso de medicamentos antimalaricos asociada a la herencia de variantes
de la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (3). Ciertamente el término farmacogenética
como tal fue introducido al ambito cientifico en el afio 1957 por Vogel (4), mientras que el
término farmacogendmica aparece por primera vez en el afio 1997, usado para describir el
analisis del genoma completo como una aplicacién de la farmacogenética (5).

2. Evolucion de la Farmacogenética

Los primeros estudios farmacogenéticos fueron dirigidos a mirar la asociacién entre un
fenotipo definido (como la disposicidén —farmacocinética- o la respuesta al farmaco), con un Unico
gen en particular, mediante el disefio experimental o la estrategia de “Genes Candidatos”. Donde
partiendo de una hipdtesis, se prueba o se niega la posible relacién de dicha variante genética
con la variabilidad del efecto ante el farmaco. Durante este periodo de investigacion fueron muy
enriquecedoras las investigaciones centradas en genes relacionados con enzimas metabdlicas,
tales como, el grupo de los CYP450. Posteriormente, fueron ganando gran interés otros grupos
de genes como los transportadores, proteinas diana (targets), receptores y también enzimas
involucradas en otras vias metabdlicas asociadas con procesos de respuesta inmunoldgica o
actividades mitocondriales (6).

Gracias al empleo de esta estrategia de “Genes Candidatos”, se puede asegurar que la
farmacogenética ha crecido asentada sobre bases fuertes, transformandose en una herramienta
atil al alcance de la aplicacion clinica. Su evolucion ha llevado a que agencias reguladoras
internacionales como la European Medicines Agency (EMEA) en Europa y la Food and Drug
Administration (FDA) en los Estados unidos, desarrollen medidas publicas para que sea
incorporado en el prospecto de algunos farmacos las pruebas genéticas necesarias para la
evaluacion farmacogenética de su uso. Por citar algunos ejemplos, tenemos el caso del
irinotecan; un compuesto antineopldsico cuyo metabolismo se ve afectado por un polimorfismo
de longitud en el gen UGT1A1 (7). El caso de la warfarina y el CYP2C9 (8), y también el del
CYP2D6 con la activacion metabdlica del tamoxifeno utilizado en cancer de mama (9). Siendo
también un importante ejemplo, del tipo clasico, el que muestran los polimorfismos del gen
Tiopurin S-Metiltransferasa (TPMT) y las variaciones en el metabolismo y la respuesta ante las
tiopurinas; agentes inmunomoduladores utilizados como inmunosupresores en varias entidades
clinicas (10-17).

De forma general se podria decir que la estrategia de genes candidatos ha sido muy util
para estudiar genes relacionados con toxicidad ante el farmaco, como el TPMT y el UGT1A1, no
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siendo asi para el fendmeno de respuesta (con excepcidon de casos puntuales como la
warfarina/CYP2C9). Probablemente esto se deba a que el proceso en si, involucra una red mas
compleja de interacciones, poca o no conocida, uniéndose a una mayor cantidad de genes (mas
que los obvios genes metabolizadores), que influencian el complejo proceso.

En este sentido, en la ultima década, el desarrollo de tecnologias de genotipado de alto
rendimiento, bajo el concepto de “Estudios de Genoma Completo” (Genome-wide association
studies —GWAS-), han permitido enormes avances en el entendimiento y comprensién de
muchos procesos bioldgicos, entre ellos la respuesta a farmacos. Con este tipo de herramienta es
posible analizar cientos de miles de variantes alélicas, especialmente polimorfismos de
nucledtidos simples (Single nucleotide polymorphims —SNPs-), en una gran cantidad de individuos
de forma simultanea, y asi poder relacionar las variables mas significativas con una enfermedad o
una caracteristica en particular.

La herramienta del GWAS es considerada puntera y revolucionaria en el campo de las
asociaciones porque permite estudiar el genoma humano completo con una resolucién sin
precedentes, y tal vez, con una de las ventajas mas importantes, ya que se parte sin la necesidad
de establecer una hipodtesis previa (Hypotesis Free). Permitiendo bajo un disefio experimental
acoplado a ciertos requisitos de control de calidad y condiciones de muestreo y validacién,
indagar sobre genes particulares, genes nuevos, rutas metabdlicas o procesos bioldgicos
anteriormente desconocidos o pobremente entendidos, aportando informacidn nueva y valiosa
sobre la etiologia o el trasfondo molecular de muchos procesos bioldgicos.

En teoria, la identificacion de factores genéticos que influyen en la absorcidn del
farmaco, el metabolismo y la accidn a nivel del receptor debe permitir acercarse a la terapia
individualizada, optimizando la eficacia y minimizando los perfiles de toxicidad en una poblacién
dada (18,19). El beneficio potencial derivado del ahorro del gasto sanitario a través del logro de
una mayor eficacia de los medicamentos, sumandose a la posibilidad de disminuir la morbilidad y
la mortalidad gracias a una mayor seguridad en el uso de los farmacos y por consiguiente a la
posibilidad de que se presenten menos efectos adversos (EA) a los medicamentos es inmenso
(20-23).

Es considerable que muchos de los EA pueden llegar a prevenirse, y aunque algunas
veces estos pueden llegar a ser atribuidos a errores humanos, otros parecen idiosincraticos, y
posiblemente influenciados por factores genéticos. En un estudio donde se evaluaron 2.227 tipos
diferentes de EA en un hospital universitario de Utah, Estados unidos, en un periodo de 3 afios,
se concluyé que el incremento en el tiempo de estancia hospitalaria y los gastos de
hospitalizacién por EA eran sustanciales y que el riesgo de muerte igualmente aumentaba casi 2
veces sobre lo normal (24).
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Todo esto toma sentido cuando reflexionamos sobre la atenciéon y el cuidado al
paciente. Cuando hablamos del cuidado al paciente, debemos considerar que el diagndstico de
variantes genéticas puede -y cada dia es mds evidente-, llegar a ayudar de manera asertiva el
manejo clinico farmacoldgico, mejorando la eficacia y la seguridad en la administracion del
farmaco. Hay que reconocer también el esfuerzo que estan haciendo, tanto los médicos clinicos
como las agencias reguladoras, para comunicar y hacer posible la integracion de estas pruebas de
laboratorio a la practica diaria, y al conocimiento acerca del beneficio farmacogenético que de
ellas se desprende y por consiguiente la mejora a la atencién integral del paciente.

3. Definicion de Enfermedad inflamatoria Intestinal.

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) se define como un grupo de entidades
patoldgicas que clinicamente se presentan como un proceso inflamatorio crénico del tracto
gastrointestinal. En esta definicién se incluyen dos trastornos de etiologia desconocida, la
Enfermedad de Crohn (EC) y la Colitis Ulcerosa (CU) (25,26).

La diferenciacion clinica primordial entre ambas patologias radica principalmente en la
region y forma de las lesiones a lo largo del aparato digestivo. La CU se presenta exclusivamente
en el colon, la inflamacién se distribuye de manera continua a nivel de la mucosa y submucosa,
con extensidn variable. Caracterizada histolégicamente por ulceracién, hemorragia, edema y
regeneracion epitelial. Por el contrario, en la EC, las lesiones pueden ubicarse a cualquier nivel
del tracto gastrointestinal, desde la boca hasta el ano, con limites definidos pero con una
distribucion habitualmente discontinua, con alternancia entre zonas normales y afectadas.
Frecuentemente la inflamacidn progresa de forma agresiva y puede llegar a extenderse hasta la
capa serosa, siendo habitual la formacidon de fistulas. Histolégicamente se caracteriza por
presencia de ulceraciones focales, agregados linfoides, fibrosis y granulomas no caseosos. La
afectacion puede presentarse a varios niveles, siendo mas frecuente a nivel del intestino delgado,
sobre todo el ileon terminal, también hay afectacién ileocdlica y en menor grado afectacion
colica exclusiva. Existe afectacion anal y perianal en muchos casos, y el es6fago, estomago vy
duodeno estan afectados en un porcentaje importante de los pacientes (27).

3.1 Manifestaciones clinicas de la Ell

Los sintomas mas frecuentes de la CU son: diarrea sanguinolenta, dolor abdominal,
fiebre y pérdida de peso. Puede manifestarse como una colitis fulminante con sangre abundante,
anemia, hipoalbuminemia, alteraciones hidroelectroliticas, fiebre y taquicardia; pudiendo
evolucionar a megacolon toxico. La complicacion mas grave y frecuente en la CU de larga
evolucion es el cancer (25,26).

En la EC, los sintomas mas frecuentes son: el dolor abdominal a menudo postprandial de
tipo cdlico, diarrea y retraso del desarrollo. Al comienzo puede haber anorexia, astenia, fiebre
intermitente y manifestaciones articulares, orales o cutaneas. En ocasiones, se manifiesta de
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forma semejante a una apendicitis. Existe lesién perianal en forma de fisura, fistula o absceso en
un 25-50% de los pacientes (25-27).

3.2. Epidemiologia de la Ell

La Ell se define como comun entre los paises desarrollados con tasas de prevalencia de 1
por 250 en poblaciones del norte de Europa, siendo particularmente comun en poblacién juvenil
(26,28). Se ha descrito que la incidencia de la EC se ha incrementado de 8 a 10 veces en los
ultimos 50 afios (29), mientras que la incidencia de la CU ha permanecido relativamente estable.

La EC se presenta principalmente en zonas urbanizadas, en paises desarrollados,
asociandose su incremento a la mejora en los estandares de vida, dieta e higiene de las
sociedades occidentales; mientras que la CU presenta una distribucién mas global y generalizada.
En todo caso, se observa que la aparicién de Ell varia con la localizacion geogréfica, grado de
industrializacién y habilidad para el diagnodstico, y se estima que la incidencia va desde 0.5 a 24.5
por cada 100.000 habitantes al afio para CU y desde 0.1 a 10 por 100.000 habitantes al afio para
EC (30,31), reflejandose un gradiente de norte a sur, presentando las mayores incidencias en
paises como Estados Unidos y del norte de Europa (Escandinavia y Escocia, con las cifras
mayores, seguidos por Inglaterra), disminuyendo hacia los paises del sur y zonas mediterraneas, y
estando casi ausente o con frecuencias muy bajas en paises asiaticos y del centro y sur de
América (29,32,33).

En general, se acepta que ambos sexos se afectan por igual, aunque en algunos casos se
ha observado un discreto predominio masculino. De igual forma, existe una distribucion muy
diversa entre las edades de aparicion llegandose a describir dos picos importantes, uno en la
adolescencia (14 afios) y otro en la edad adulta (60 afios) (34). También, se han visto diferencias
muy marcadas en el desarrollo de la enfermedad entre diversos grupos étnicos. Se observa que la
incidencia es claramente mayor en areas urbanas con poblacidn caucasoide, especialmente de
ascendencia judia (28,35), y que disminuye en grupos afroamericanos e hispanos y siendo aun
menor en asiaticos (36). Este comportamiento sugiere una interaccién de factores ambientales y
un componente étnico-genético importante para el desarrollo de la enfermedad.

3.3. Etiologia y patogenia de le Ell

Hasta el momento no se conoce la etiologia de la Ell; sin embargo, existen diversas
hipdtesis que tratan de explicar su aparicion. Se habla de la instalacion en cierto momento de la
vida de una disfuncion entre el sistema inmunoldgico y determinados factores luminales del
intestino del paciente, siendo la enfermedad el resultado de una respuesta inflamatoria
inapropiada frente a los elementos intestinales normales, debido a un defecto en la funcién de
barrera de la mucosa a causa de una defectuosa regulacion del sistema inmune (37,38).
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También se habla de la “Hipédtesis de la higiene”, donde se postula que cambios en el
estilo de vida, como la mejora en las condiciones de limpieza, se asocian a una poca o baja
exposicion a agentes microbianos, en especial, a edades tempranas de la vida, lo que llevaria al
desarrollo de un sistema inmune “anormal” que seria poco eficiente e incapaz de tolerar de
manera adecuada una variedad de cambios exdgenos a lo largo de la vida y, por ende, presentar
una respuesta inmune incapaz de eliminar agentes externos dafiinos resultando en el desarrollo
del proceso inflamatorio créonico que podria culminar como una Ell (39,40).

Igualmente se plantean numerosos factores de riesgo que predisponen al desarrollo de
la Ell. Entre ellos, el tabaquismo, la dieta, el uso de diversos farmacos, el estrés, la permeabilidad
intestinal alterada y la apendicectomia han sido relacionados con la etiologia de EC y CU en
diferentes medidas (41). Los mas documentados son el tabaco y la apendicectomia. En el primer
caso, el fumar cigarrillos parece tener un efecto negativo al desarrollo de la EC y protector para la
CU (42,43), mientras que la apendicectomia parece estar relacionada con la forma juvenil de la
enfermedad y se presenta como un factor protector contra la CU mientras que favorece la
aparicién de la EC (44,45).

Estos aportes pueden sugerir la existencia de vias patogénicas comunes, pero a la vez no
determinantes, lo que apoya la definicion de que la Ell no es mas que un grupo heterogéneo de
desérdenes crénicos digestivos que comparten algunos, pero no todos, los agentes
desencadenantes necesarios, revelando la importancia de la confluencia de factores
medioambientales con la predisposicion genética del paciente.

3.4. Genes y predisposicion

Los estudios epidemioldgicos entre distintos grupos étnicos, los analisis de casos con
agregacion familiar, y los estudios en gemelos, entre otros, proporcionan una evidencia clara de
la existencia de una marcada susceptibilidad genética para la Ell. No pudiéndose asignar un
patron mendeliano especifico, se ha definido como una enfermedad de herencia compleja.

En el afio 2003, un estudio con 38,507 gemelos daneses estimd una heredabilidad
bastante elevada con base a la concordancia de Ell entre gemelos monocigdticos y dicigoticos,
con una distribucion entre un 58.3% para EC y 18.2% para CU en los monocigéticos y de 0% vy
4,5% para dicigoticos, respectivamente. En efecto, se ha descrito que la heredabilidad en EC es
mayor que para muchas otras enfermedades de genética compleja (46).

Por otro lado, la agregacion familiar se considera que es el factor de riesgo mas
importante para padecer la enfermedad. El riesgo relativo para un hermano de un paciente con
EC varia entre 13 y 36, y entre 7 y 17 para un hermano con CU (46-48). El mayor riesgo lo
presentan los hijos de padres afectados, estimado en mayor de 30% sobre los 28 afios (49,50).
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Igualmente, los enfermos con EC y con historia familiar suelen presentar un inicio mas temprano
de la enfermedad que aquellos que no la tienen. Asi, alrededor del 30% de los pacientes
diagnosticados menores a 20 afios tienen historia familiar positiva de Ell (51). La gravedad del
cuadro clinico resulta similar entre los casos familiares y los esporadicos, e igualmente no se ha
observado fendmeno de anticipacion en la Ell (52).

Otro fuerte argumento para apoyar el papel de la contribucidn genética en el desarrollo
de la Ell, son las marcadas diferencias en la distribucién de la enfermedad entre los diferentes
grupos étnicos; donde las cifras mas altas las presentan los grupos caucasoide y en especial los
judios Askenazi, con una prevalencia de 2 a 4 veces superior a la de cualquier otro grupo étnico,
de forma independiente a la localizacion geografica y al periodo del estudio (53,54).

Por otro lado, en las Uultimas décadas, el desarrollo de nuevas tecnologias ha
incrementado el conocimiento sobre el componente genético de enfermedades comunes, siendo
el caso de la Ell, especialmente de la EC. Los avances en el descubrimiento de genes de
susceptibilidad proceden de varias fuentes importantes; los estudios de ligamiento, los estudios
de genes candidatos en casos y controles y, mas recientemente, los estudios de genomas
completos. Estas investigaciones han permitido reconocer e identificar genes especificos para
cada entidad y algunos compartidos por ambas, lo que ha permitido conocer un poco y
desentramar el complejo mecanismo molecular que subyace en la génesis de la Ell.

La primera descripcién de una asociacion genética para la Ell, en concreto para la EC, se
remonta al afio 1996, cuando Hugo y colbs., (55) mediante un estudio de ligamiento en familias
con EC identificaron un locus putativo en el cromosoma 16, que luego fue denominado IBD1
(Inflamatory bowel diseases 1). En esta regién se encuentran genes candidatos como el CD19,
SNP, CD11, IL4R, que codifican proteinas relacionadas con el sistema inmunolégico, como
receptores de membrana de linfocitos T e interleucinas pro-inflamatorias. A pesar de la pequefia
significacion estadistica reportada en este estudio inicial (p<0.01), esta regidn ha sido
exitosamente replicada en investigaciones independientes en varias poblaciones del mundo (56-
58). Por ejemplo, un estudio realizado por el Consorcio Internacional de Ell que involucrd el
anadlisis de 584 pares de hermanos reportaron un LOD-Score (LS) de 5.79 para esta region
cromosémica (59). Sin embargo, en el trabajo inicial los autores concluyen que este locus
representaba solo un 10% de incremento del riesgo para parientes de primer grado (55).

Tal como se indica en la Figura 1, con los afios y gracias a los resultados de multiples
investigaciones se han identificado numerosas regiones a lo largo de todo el genoma ligadas a la
Ell, por lo general de gran tamafno (varias megabases) y conteniendo multiples genes. Estas
regiones han podido ser replicadas varias veces, mientras que otras, tras el estudio de asociacién
inicial no han podido serlo (60-63).
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Figura 1. Areas de ligamiento con Ell identificadas por Genome Wide Scan y estudios de replicacion.
*Tomada de Gastroenterology 2004; 126:1533-1549. (63)
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En términos generales, aunque aun falta mucho por entender, existe mayor
conocimiento sobre la bases moleculares de la EC que de la CU, probablemente debido a que los
primeros estudios y las principales investigaciones se desarrollaron enfocados en esta entidad;
sin embargo, como se ha visto existen genes exclusivos y otros compartidos, con un efecto leve o
moderado en el desarrollo de cada Ell. Se permite suponer entonces que ambas enfermedades
poseen vias etioldgicas similares y algunos genes o factores determinantes comunes que hace
que varien en gran medida el efecto sumatorio de cada uno de estos factores en el desarrollo del
fenotipo.

En el afio 2001, Ogura y colbs., en un estudio de asociacidon con casos y controles
describen el primer gen candidato de predisposicion a la EC en la regién IBD1; NOD2 (Nucleotide-
binding oligomerization domain containing 2, conocido previamente como caspasa recruitmen
domain protein 15/CARD15 (64). En este gen se han descrito una gran cantidad de variantes
diferentes y asociadas como causales de la enfermedad. De ellas, dos mutaciones de sentido
erroneo; R702W y G908R y una mutacién de cambio de marco de lectura (frameshift 1007fs), son
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las mas frecuentemente relacionadas con el incremento de la susceptibilidad de padecer EC. En
individuos heterozigotos el riesgo relativo aumenta de 2 a 3 veces, mientras que para
homozigotos o heterozigotos compuestos varia entre 28 y 40 veces. lgualmente, estas
mutaciones se han asociado al fenotipo mas severo y de inicio mas temprano de la enfermedad
(65,66). Pero aun asi, la penetrancia de mutaciones en este gen se ha estimado entre un 5y 10%
(67), lo que implica que no puede considerarse como Unico responsable de la etiopatogenia de la
EC.

El NOD2 codifica para una proteina receptora de membrana encargada del
reconocimiento de productos de rupturas del proceso de degradacidn bacteriana; los dipéptidos
de muramilglicanos (MDP). Estos estimulan la produccién de Defensinas, un péptido
antibacteriano en las células de Paneth del intestino, que intervienen directamente en la defensa
ante la invasion de patégenos (68). La reduccion de la expresién de Defensinas ha sido asociada
con portadores de mutaciones en NOD2 (69).

Otras regiones gendmicas, replicadas en varias poblaciones, van desde IBD2 a la IBD9
(Fig. 1). Cada una con diferentes grados de asociacion o ligamiento. Por ejemplo, Satsangi y
colbs., identificaron un locus de susceptibilidad en la IBD2, tanto para EC como para UC en el
cromosoma 12p13 (LOD=5.47) (70). Igualmente, el Consorcio Internacional de Ell, reporté un LOD
para esta region de 1,2 en EC (59). En el mismo sentido, otros autores han reportado ligamiento a
esta regidn en diferentes grados con una u otra entidad (60-62), pero en general, hoy se acepta
que el IBD2 estd mas involucrado en el desarrollo de CU que en EC. La region IBD3, ubicada en el
cromosoma 6, involucra al complejo mayor de histocompatibilidad, el cual ha sido implicado por
estudios de ligamiento y asociacién a la Ell, especialmente para la EC.

En general, otros loci y alelos en diferentes genes han sido propuestos para conferir
riesgo o proteccion al desarrollo de alguna u otra entidad. El gen que codifica para la interleucina
23 (IL-23R), citoquina pro-inflamatoria con importante papel en la direccion de la respuesta
patoldgica inflamatoria (71), fue asociado inicialmente a EC, pero también se estd viendo
asociado a CU, mientras que otros como el NOD2 o el ATG16L1, este ultimo involucrado en la
autofagia, parecen ser especificos de la EC (72,73).

En los ultimos afios, con el andlisis de genomas completos, se ha obtenido informacién
valiosa sobre le etiologia de la Ell. Un meta-analisis realizado por Barrett y colbs (74), agrupando
los datos de 3 estudios de GWAS, logré identificar un total de 32 loci que representan solo un
20% de los alelos de riesgo para la enfermedad, principalmente para EC. Nuevamente, el gen con
una asociacion mas alta fue el NOD2 con una Odss Ratio (OR) de 3, muchos de los otros genes
tienen ORs que varian desde 1.1 a 1.5, es decir son genes de bajo riesgo. (Fig. 2).
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Figura 2. Contribucion de los Genome Wide Association Studies (GWAS), a la identificacion de loci de
susceptibilidad a la Ell.
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*Tomada de Trends in Genetics. Vol 25, No. 3. 2009. (75)

El descubrimiento de nuevos genes de susceptibilidad trae como consecuencia el
reconocimiento de vias metabdlicas que anteriormente no estaban implicadas en el desarrollo
patoldgico de la enfermedad, lo que permite dilucidar el complejo mecanismo patogénico de la
Ell, y ademas ofrece la opcidon de desarrollar nuevas herramientas terapéuticas.

3.5. Tratamiento de la Ell

Hasta el momento no existe una cura definitiva para la Ell. Los objetivos de los
diferentes tratamientos son obtener la remision clinica, mantener una nutricién y desarrollo
adecuados y reducir el nimero y la duracion de las recaidas. Para ello se implementa un
tratamiento farmacoldgico, nutricional o quirdrgico, dependiendo del cuadro clinico, las
necesidades del paciente y del criterio médico.

3.5.1. Terapia Farmacoldgica

El tratamiento farmacoldgico es variable, centrado principalmente en la manera de
como responde el paciente a las diferentes terapias disponibles actualmente, siempre dirigido a
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buscar y mantener la remisién de los casos. Los farmacos mas utilizados son los glucocorticoides,
los inmunosupresores y, en los Ultimos afios, la terapia bioldgica con anticuerpos monoclonales.
También se incluyen dentro de la terapia el uso de fdrmacos paliativos de sintomas derivados de
la propia enfermedad o de los EA de las terapias de primera linea como antibidticos,
aminosalicilatos, procinéticos, entre otros (76,77).

Los glucocorticoides suelen ser muy eficaces para obtener la remision en formas
moderadas y severas de la enfermedad. Se utilizan la prednisona, la metilprednisolona y la
budesonida. Pero con cierta frecuencia luego de un tiempo de tratamiento puede producirse
recaida clinica y, en estos casos, suele ser necesario administrar inmunosupresores como
complemento de la terapia, como el metotrexato. La principal desventaja de los glucocorticoides
es la produccién de EA como el Sindrome de Cushing, hipertricosis, hipertensidn, osteoporosis,
cataratas, etc. (76). El infliximab es un anticuerpo monoclonal anti factor de necrosis tumoral de
tipo alfa (TNF-a), que ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de la EC fistulosa y de la
refractaria, asi como en dosis Unica para la CU severa refractaria. Los EA posibles son la fiebre,
cefalea, prurito, hipo e hipertensién y dolor toracico. No se recomienda su empleo en caso de
infeccion activa, absceso y tuberculosis (77). Con relacion a los inmunosupresores los mas
utilizados son la Azatioprina (AZA) y 6-mercaptopurina (6-MP) por ser eficaces para tratar las
situaciones de corticodependencia y corticorresistencia, y para mantener la remision, tanto en la
CU como en la EC. La dosis recomendada es de 2-2,5 mg/kg/dia para la AZA y de 1-1,5 mg/kg/dia
para la 6-MP. El tratamiento puede mantenerse durante afos, siendo los EA mas frecuentes la
depresién medular, fiebre, hepatitis, artralgia y pancreatitis, entre otros (78).

3.5.1.1. Azatioprina (AZA)

La AZA es un derivado imidazdlico de la 6-mercaptopurina (6-MP), activo por via oral y
parenteral, con propiedades inmunosupresivas y antiproliferativas. Quimicamente, es un analogo
de las purinas enddgenas adenina, guanina e hipoxantina. Es utilizada en el tratamiento de varias
y diferentes entidades clinicas, como coadyuvante para la proteccién contra el rechazo en
pacientes trasplantados de d6rganos y en diversas enfermedades inflamatorias y del sistema
inmune (enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide severa, psoriasis artritica y lupus
nefritico) (78,79). Se introdujo por primera vez en 1961, para el desarrollo del trasplante renal
alogénico vy, originalmente fue disefiado como una pro-droga de 6-mercaptopurina, que se utiliza
para producir remisiones en la leucemia aguda infantil, como resultado de sus propiedades
inmunosupresoras (80,81). Su presentacidn comercial es IMUREL de Medeva Pharma.

3.5.1.2. Metabolismo del AZA

Tanto la AZA, como la 6-MP no poseen actividad metabdlica intrinseca, por lo que, antes
de ejercer su efecto deben sufrir un proceso de transformacién metabdlico bastante complejo.
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Una vez absorbida, aproximadamente el 90% del AZA sufre rdpidamente una conversion no
enzimatica en el higado, produciendo 6-MP y metil-4-nitroimidazol, mientras que el restante 10%
de AZA (que es escindida también por via no enzimatica), se transforma en hipoxantina y S-metil-
1-4-nitro-5-tioimidazol (82-84). Tras la captacion intracelular, la 6-MP se metaboliza por tres vias
enzimaticas principales (Fig. 3), dos catabdlicas, mediadas por las enzimas Xantin Oxidasa (XO) y
la Tiopurina S-Metiltransferasa (TPMT) y una anabdlica, dirigida por la Hipoxantin Fosforibosil
Transferasa (HPRT) (85).

La XO y la TPMT catalizan la conversién de 6-MP a los metabolitos inactivos 6-Acido
Tiodrico (6-TU) y 6-metil-mercaptopurina (6-MMP). La HPRT, la IMPD y la GMPS son las
responsables de la formacion de los nucleétidos de tioguanina (6-TGNs), metabolitos activos
encargados de ejercer el efecto terapéutico del farmaco (87-89), quienes como resultado de su
similitud estructural con las purinas enddgenas interfieren con la biosintesis de nuevas purinas,
asi, son eventualmente incorporados en el Acido Desoxirribonucleico (ADN) como bases
anormales, modificando su estructura e interfiriendo con la de sintesis de proteinas y acidos
nucleicos (90-92). Al mismo tiempo, por su homologia con el GTP, mensajero intracelular, los 6-
TGNs pueden producir un efecto supresorio de la proliferacién de células involucradas en la
determinacién y amplificacidn de la respuesta inmune; como las células T y B, y, por tanto, la
supresion de la sobreactividad de los mecanismos de defensa inmunoldgica en los pacientes con
Ell (83,93).

Figura 3.Esquema general del metabolismo de la Azatioprina.
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Alternativamente, el 6-TIMP se puede convertir en ribonucledtidos de
6-metilmercaptopurina (6-MMPR), los cuales son citotdxicos y se han reportado que estan
relacionados con el desarrollo de hepatotoxicidad (85,94). Igualmente, el 6-TIMP puede ser
fosforilado para producir 6-tio-inosin di y trifosfato (6-TIDP/TITP), éste ultimo estd asociado a
toxicidad en el pancreas, erupcién cutanea, molestias gastrointestinales y neutropenia, en
especial en aquellos individuos con defectos en la actividad de la enzima ITPA, encargada de
eliminar este metabolito (95-97).

3.5.1.3. Farmacocinética del AZA

Posterior a la administracion oral de la AZA, entre el 16% y el 50% de la dosis ingerida se
absorbe en tracto gastrointestinal alto. Este porcentaje puede ser significativamente menor en
individuos con alteraciones intestinales como la EC (26). El pico maximo en sangre se alcanza en
1-2 horas después de la administracion, seguido en una caida rapida, ya que rapidamente se
convierte en 6-MP. La semivida plasmatica es de 12-15 min, mientras que la de 6-MP es de 30
min a 4 horas. Aproximadamente el 88% de la AZA es convertida a 6-MP en el higado, generando
compuestos como glutation y metabolitos inactivos como el 6-TU. Hasta el 50% de la dosis se
excreta en la orina dentro de las 24 horas posteriores a la administracién, sin embargo, sélo una
pequena cantidad (0,10%) de la AZA se excreta sin cambios. Otro 12% de la dosis se excreta
inalterada en las heces (82,98).

Una caracteristica de la accion farmacoldgica de la AZA es su retraso en la aparicion de
su efecto, que puede tomar 8-12 semanas, posiblemente debido a la lenta acumulacién de
6-TGNs dentro de las células. Esto no es necesariamente cierto en el caso de los efectos tdxicos
de la AZA, algunos de los cuales pueden ocurrir en cualquier momento durante el tratamiento
(por ejemplo, la pancreatitis que suele aparecer a los pocos dias de iniciada la terapia) (87,88).

3.5.1.4 Efectos adversos al tratamiento con AZA

La AZA es generalmente bien tolerada sin EA serios. Sin embargo, algunos EA son muy
importantes y necesitan una rapida atencidn; otros pueden suceder mientras el organismo se
acostumbra al farmaco. Durante el tratamiento, entre un 15 y un 30% de los pacientes que
reciben AZA llegan a desarrollar algun tipo de EA (93,98-103). Estos se han clasificado en relacion
a la dosis, como dosis independientes y dosis dependientes. Los del primer grupo suelen ser de
rapida aparicion y se incluyen la hepatitis, pancreatitis, erupciones de la piel, fiebre, diarrea,
artralgias y nauseas. El segundo grupo son dosis dependientes y entre ellos destacan la
mielosupresion y la hepatotoxicidad (86).
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4. Farmacogenética del tratamiento con tiopurinas
Parte de la variabilidad en la respuesta a los farmacos es consecuencia de la presencia

de variantes alélicas en genes relacionados con la absorcion, distribucién, metabolismo,
proteinas trasportadoras, receptores y dianas de los farmacos. En el caso de las tiopurinas, el
principal enfoque de la investigacion farmacogenética ha recaido sobre el estudio de la enzima
TPMT, que juega un papel importante en su metabolismo catabdlico y, como resultado de estas
investigaciones, se ha demostrado que su actividad se encuentra regulada genéticamente (104-
106).

La actividad de la enzima TPMT presenta una variacion en su herencia que sigue un
patron autosdémico dominante. Aproximadamente el 90% de la poblacién tiene una actividad
enzimatica elevada (homozigotos para el alelo normal), cerca del 10% presentan una actividad
intermedia (heterozigotos para un alelo de baja actividad), y aproximadamente 1 de cada 300
individuos poseen una actividad baja o nula (homozigotos para alelos mutados) (106).

El gen que codifica para la enzima TPMT se encuentra en el cromosoma 6, contiene 10
exones (107), y hasta la fecha por lo menos 26 variantes de alelos TPMT se han descrito y varios
de ellos se han asociado con la modulacion de la actividad enzimatica (108-110)(Fig. 4). El alelo
normal, con una actividad enzimdtica alta o normal, se reconoce como *1 y el resto de los alelos
descritos varian desde los alelos de actividad disminuida o baja, hasta alelos que no afectan el
fenotipo; TPMT*2, *3A, *3B, *3C, *5, *6, *7, *8, *9, *10, *11, *12, *13, *14, *16, *17, *18, *19,
*20, *21, *22, *23, *24, *25 y *26. Adicionalmente, se ha descrito un polimorfismo del tipo VNTR
(variable number of tandem repeats) ubicado en la regidn promotora del gen y que regula la
actividad de la enzima aumentandola, y ha sido asociado con un fenotipo metabolizador ultra-
rapido (111).
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Figura 4. Representacion grafica de variantes alélicas mas frecuentes en caucasicos del gen
TPMT.
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*Tomada de Clinical Gastroenterology and Hepatology. 2006; 4:44-49 (95).

Entre las variantes de baja actividad, las mas comunes especialmente en poblaciones
caucasoides son los alelos TPMT*2, *3A,*3B y *3C (14,112-114). El alelo TPMT*2 se caracteriza
por la presencia de la transversion c.238G>C (Ala80Pro), el TPMT*3A por presentar las
transiciones c.460G>A (Alal54Thr) y c.719A>G (Tyr240Cys), el TPMT*3B por solo poseer la
transicién c.460G>A, y el TPMT*3C por solo presentar la transicién c.719A>G.

Estos alelos en conjunto cuentan con aproximadamente del 80 al 95% de los alelos que
llevan a una disminucién en la actividad enzimatica debido al aumento en la tasa de protedlisis
de las proteinas mutantes (113). Es de comentar, que se ha evidenciado una importante
variabilidad en la distribucion de las frecuencias alélicas, asi como también el efecto que tienen
estos alelos sobre la actividad enzimatica de TPMT en células rojas sanguineas (RBC) entre
diferentes grupos étnicos estudiados.

En relacion al metabolismo, la actividad de TPMT determina la tasa de formacién de
6-MMP en contraposicidon al principio activo 6-TGNs, al ejercer su efecto en una de las vias
catabdlicas (detoxificadora) (Fig. 3). Una actividad disminuida de TPMT puede llevar a la
sobreproduccién de 6-TGNs y, asi provocar citotoxicidad y supresién exagerada del sistema
inmune o, en caso contrario, una actividad elevada daria como resultado una eliminacion répida
del farmaco lo que se corresponderia con tolerancia al mismo (102).
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Varios estudios realizados en este campo han llegado a la conclusién de que conocer el
genotipo en TPMT previo a la administraciéon del farmaco permite la identificacién de las
personas que sean homozigotos para alelos de baja actividad y, por tanto, ser propensos de
experimentar efectos téxicos graves al ser tratados con AZA, especialmente la mielosupresion.

Sin embargo, en el caso de los individuos heterozigotos el panorama se hace mas
complejo puesto que la variabilidad en la respuesta ante el farmaco es muy diversa. La presencia
de un alelo anormal no es suficiente para garantizar la ocurrencia de EA durante el tratamiento.
Por ejemplo en un estudio realizado por Colombel y colbs., en el afio 2000, en pacientes tratados
con AZA y que desarrollaron mielosupresién al 83% se le retir6 el farmaco o se redujo la dosis, y
solo un 27% de los pacientes resultaron ser portadores de un alelo de TPMT asociado a baja
actividad (11). Contrariamente, en otro estudio de 67 pacientes con enfermedad reumatoldgica,
solamente 6 fueron heterozigotos con un alelo *3A y en cinco de ellos se detuvo el tratamiento
por la presencia de efectos secundarios (115).

Por otro lado, en los ultimos afios, otra deficiencia enzimatica ha sido asociada a
toxicidad producida por el tratamiento con AZA. La Inosin Trifosfato Pirofosfatasa (ITPA), cataliza
la pirofosfohidrdlisis de Inosin trifosfato (6-TITP) a Inosin monofosfato (6-TIMP) y su deficiencia
lleva a una anormal acumulacién de 6-TITP (Fig. 3), que ha sido asociada con la aparicion de EA
como la pancreatitis, sintomas gripales y erupciones en la piel en pacientes tratados con AZA
(96,97,116,117).

El gen de la ITPA se ubica en el cromosoma 20 y se ha reportado que la actividad de la
enzima se encuentra determinada genéticamente. Con al menos 5 variantes identificadas, de las
cuales 3 (c.138G>A, c.561G>A y c.708G>A), son sindnimas y las otras 2 (c.94C>A y IVS2+21A)
estan asociadas con disminucién de la actividad enzimatica (Fig. 5). La variante c.94C>A provoca
un cambio de Pro32Thr, que es compatible con problemas de conformacién dimérica de la
enzima (118), mientras que la IVS2+21A>C conduce a un procesamiento ineficaz (119). La
presencia de estas variantes puede llevar desde ausencia completa de actividad enzimatica hasta
variaciones de un 10, 22,5 y 60% de la actividad fisiolégica normal (120).
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Figura 5. Representacion grafica del gen de la ITPA.
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Al analizar estas variantes en un estudio realizado sobre 62 pacientes con Ell, el alelo
¢.94C>A se asocio significativamente con la aparicién de EA como los anteriormente descritos,
con un OR de 4.2 (IC95% 1.6-11.5, p=0.0034) (96). No obstante, estos resultados se contradicen
con otro estudio con 73 pacientes con Ell y desarrollo de EA en donde no se observd tal
asociacién (OR 1.015, IC95% 0.360-2.867, p=0.593) (121).

Igualmente, Ansari y colbs., en el afio 2003 (117), determinaron la variante c.94C>A del
ITPA y los alelos *2, *3A, *3B y *3C del TPMT en pacientes con Ell, encontrando que la variante
c.94C>A se asocio significativamente con EA al farmaco (OR=4,2 1C95% 1,6-11.5, p=0.0033),
mientras que las variantes en TPMT no fueron significativamente asociados con el desarrollo de
EA a la AZA en general, pero si se encontrd asociacion estadistica significativa al predecir los EA
en un subgrupo de 14 pacientes con nduseas y vémitos (OR=5.1 1C95% 1,3-19,5, p=0.0239). No se
pudo demostrar asociacidn entre las variantes en TPMT e ITPA con mielosupresion, pancreatitis o
hepatitis en este estudio.

Sobre la base de los resultados contradictorios ofrecidos por estudios como los
anteriores, estos hallazgos sugieren que las variantes en TPMT e ITPA podrian en cierto grado vy, a
diferentes niveles, contribuir a la intolerancia a la AZA y, que no todos los EA que se presentan se
deban exclusivamente a variaciones en estas dos enzimas. Hasta el dia de hoy, las informaciones
aportadas contintdan siendo material de debate sobre el verdadero papel de los polimorfismos en
los genes TPMT e ITPA y la aparicion de EA en pacientes que reciben Azatioprina (121-124). Mas
aun hay poca o ninguna referencia sobre los mismos y la eficacia del tratamiento con AZA.

Estd clara y es bien reconocida la necesidad de identificar individuos homozigotos
mutantes para el TPMT quienes tienen las mas altas probabilidades para el desarrollo de
mielosupresién, y se plantea sobre ellos desde la no administracion del farmaco a una
administracion con dosis menores acompafiado de una supervision muy precisa para controlar el
desarrollo EA. Sin embargo, la mielosupresion no es el Unico EA presentado durante el
tratamiento con AZA y la verdad es que muchas veces el desarrollo de mielosupresién no se
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acompana de la presencia de un alelo mutado en el gen TPMT, lo que indica que esta variante
solo explicaria una pequefia porcidén, aunque importante, de la aparicién de este tipo de EA
durante el tratamiento con AZA.

Datos como estos nos indican que deben existir otros factores, variantes, genes, que de
alguna forma predispongan a la aparicién y desarrollo de estos tan diversos EA al tratamiento con
AZA. Razon por la cual nos hemos planteado esta investigacidn que tiene como objetivo principal
desarrollar un estudio de genoma completo con el fin de explorar la posibilidad de identificar
variantes genéticas relacionadas con la eficacia del tratamiento y el desarrollo de EA que no
puedan ser atribuibles a los genes implicados en el metabolismo de la AZA; TPMT e ITPA.

5. Estudios de Genoma Completos y Farmacogenética
Desde la década de los 90 los estudios farmacogenéticos estaban disefiados para

estudiar el efecto de un Unico gen en la disposicidn y/o respuesta del farmaco. Sin embargo, en la
era de la farmacogendmica, el efecto de multiples genes sobre un particular fenotipo puede ser
abordado de manera eficaz, especialmente cuando se observa una variacion interindividual
marcada ante el efecto del farmaco.

Tradicionalmente, estas investigaciones se basaban en la estrategia de genes
candidatos, donde se relacionaba un determinado genotipo a un fenotipo en particular
(respuesta o eficacia). Los genes escogidos para ser evaluados, generalmente se determinaban
por el conocimiento a priori del metabolismo del farmaco; como la familia de CYP450, algunos
receptores, proteinas dianas, entre otros.

Esta estrategia ha dado frutos importantes a la sedimentacién de la farmacogenética
dentro de la practica clinica, como por ejemplo, es reconocible el impacto de los polimorfismos
del gen TMPT y el uso de las tiopurinas, o de las variantes en el UGT1A1 con el uso del irinotecan,
donde la FDA (Food and Drug Administration), recomienda el desarrollo de una prueba
farmacogenética para la identificacién de estas variantes previo a la prescripcion del farmaco,
evidenciando el uso clinico de la investigacidon en farmacogenética y farmacogendmica.

Sin embargo, hoy es reconocido que la forma en que un individuo responde ante un
farmaco puede ser comparado a lo que consistiria el trasfondo molecular de una enfermedad
compleja. Especialmente cuando nos referimos al fenémeno de las reacciones adversas, donde
desde un punto de vista molecular, un numero variable de genes pueden, y de hecho,
frecuentemente estan involucrados.

Una alternativa a la estrategia de genes candidatos ha nacido en los GWAS.
Conceptualmente, su enfoque consiste en estudiar de forma rapida miles de marcadores
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genéticos a lo largo de todo el genoma de muchas personas al mismo tiempo para encontrar
variaciones genéticas asociadas con una enfermedad o una caracteristica fenotipica en particular.
El aporte que esta estrategia le ha dado a la medicina molecular de hoy en dia es
considerablemente importante, logrando identificar variantes genéticas causales o asociadas al
desarrollo de numerosas enfermedades; como la diabetes tipo 1 y 2, artritis reumatoide,
enfermedad arterial coronaria, y enfermedad de Crohn, entre otras (125).

Desde el afio 2007 se han reportado importantes investigaciones en el area de la
farmacogenética donde utilizando esta metodologia de genomas completos se han podido
identificar variantes genéticas asociadas a la eficacia, toxicidad e incluso ajuste de dosis, de
ciertos farmacos como el interferén-a, anti-TNF, warfarina, acenocumarol y el clopidogrel, entre
otros. Una de las ventajas primordiales de los GWAS es la capacidad de realizar el analisis sin la
necesidad de partir de una hipdtesis previa. Lo que permite la consideracion de rutas metabdlicas
desconocidas o variantes en genes nuevos o menos obvios que con las técnicas tradicionales
habrian pasado desapercibidas.

Por otro lado, existen ciertas consideraciones a la hora de plantearse y desarrollar un
GWAS farmacogenético que ciertamente han limitado, si bien no su aplicacion, tal vez si la
habilidad para reflejar su utilidad en esta area al ser comparadas con el estudio de otras
caracteristicas fenotipicas o enfermedades complejas, a saber: el tamafo de la muestra y la
caracterizacion fenotipica, asi como también muchas veces cuando el fenotipo es muy raro el
conseguir un grupo adecuado para la réplica y la validacion de los hallazgos iniciales.

Obtener un numero adecuado de pacientes en un estudio farmacogenético es una tarea
muy importante y muchas veces limitante. Se podria decir que una parte importante de los
GWAS farmacogenéticos no han podido demostrar significacién estadistica en sus resultados ya
que por lo general involucran pequeiias cohortes de pacientes con insuficiente poder para
detectar variantes génicas con efectos pequefios o moderados sobre el fenotipo. Las
caracteristicas de respuesta o no respuesta asi como el caso de EA especificos suelen ser raras y
dependen también del tipo de farmaco involucrado. Igualmente, muchas veces la definicion
clinica del propio efecto o respuesta ante el farmaco es dificil de caracterizar o definir,
apareciendo con una amplia heterogeneidad clinica que muchas veces dificulta su medicion
cuantitativa y categorizacién en grupos especificos. Lo mismo es aplicable a la hora de la réplica
de los resultados iniciales. Si bien es cierto, que la validacién de los hallazgos en el estudio piloto
es lo que determina la relevancia de la o las variantes implicadas, muchas veces la dificultad de
conjugar un numero adecuado de casos y controles con caracteristicas fenotipicas similares hace
de las réplicas un problema dificil de superar.

Afirmando que estas circunstancias son de considerar, indudablemente el beneficio de
utilizar esta herramienta es evidente en cuestién de tiempo y dinero a invertir. En si mismo, el
estudio de genoma completo tiene un mejor coste-beneficio al indagar en un solo andlisis miles
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de variantes alélicas estudiando la variabilidad genética comidn en un grupo de pacientes o
poblaciones, a diferencia de lo que supondria ir paso a paso en una estrategia gen candidato. El
adelanto en el conocimiento sobre la composicién del genoma humano, aunado al desarrollo de
plataformas de genotipado de alto rendimiento, donde pueden estudiarse regiones
cromosOémicas especificas, variabilidad en zonas no codificantes, presencia o ausencia de CNVs
(Copy Number Variants, en inglés), o variaciones a nivel del genoma codificante, el exoma, han
permitido estudiar un mayor numero de hipdtesis, algunas antes no pensadas, en un menor
periodo de tiempo y con grandes repercusiones en la aplicacidn clinica.

En este sentido, en el caso particular de la farmacogendmica en el tratamiento con AZA,
nos hemos propuesto emplear la herramienta del estudio del genoma completo dirigido al
estudio de la variabilidad a nivel de SNPs que comprometen algin cambio a nivel proteico y asi
tratar de dar respuesta, si es que la hay, de cual es el trasfondo molecular en la forma en que un
individuo reacciona ante este farmaco, y que dichas diferencias en el patron de comportamiento
no pueden ser atribuibles a modificaciones en los genes cldsicos del metabolismo del AZA, el
TPMTy la ITPA.
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Objetivo general:

Identificar variantes génicas nuevas en un estudio de genoma completo que puedan
explicar parte de la variabilidad en la respuesta (eficacia y toxicidad) ante el uso del
farmaco Azatioprina en un grupo de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal.

Objetivos especificos:

Desarrollar un estudio de genoma completo que comprende una gran parte de la
porcion codificante del genoma humano cubriendo alrededor de 20.000 SNPs
distribuidos a lo largo de todos los cromosomas para identificar variables genéticas
posiblemente relacionadas con la eficacia y el desarrollo de EA al tratamiento con AZA.

Seleccionar un grupo de SNPs con relevancia estadistica y replicarlos en una poblacion
control con caracteristicas similares a la original y asi determinar la posible asociacion
con el desarrollo de EA o la eficacia al tratamiento con AZA.

Identificar algunos genes nuevos que puedan influenciar la variabilidad en la respuesta
farmacoldgica ante el uso de la AZA.

Valorar la contribucién de genes TPMT e ITPA previamente descritos y relacionados al

desarrollo de EA e inducidos por el tratamiento con AZA en pacientes con Ell, asi como
también su probable relacion con la eficacia del farmaco.
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1. Pacientes y criterios de inclusion
En una primera fase se reclutaron 235 pacientes con Ell por parte del Grupo Gallego de

Enfermedad Inflamatoria (EIGA), en un periodo comprendido entre Octubre de 2008 y abril de
2009. Los pacientes procedian de cuatro hospitales de la comunidad de Galicia (Complejo
Hospitalario Universitario de Santiago de Compostela, Hospital Arquitecto Marcide de Ferrol,
Hospital Montecelo de Pontevedra y Hospital Xeral-Cies de Vigo). Como criterio de inclusidn se
escogieron solo aquellos pacientes que refirieron ser de origen caucasico y que habian sido
tratados con Azatioprina (AZA-Imurel), por un minimo de 6 meses (principalmente para la
seleccion de los controles), presentaran o no efectos adversos. Todos los pacientes o los
representantes legales, cuando lo ameritaba, una vez incluidos en el estudio dieron su
consentimiento informado previo a la participacion en el mismo.

Para la evaluacidon diagndstica se siguieron los criterios de Lennard-Jones (126),
recomendados por el EIGA. Todos fueron examinados mediante una historia clinica de rutina
donde se recogieron datos generales como etnicidad, historia familiar, estilo de vida (habitos
alimenticios y tabaquismo), resultados de las pruebas analiticas, asi como otros datos
considerados importantes relacionados con su diagndstico. Tras la adopcion del esquema de
tratamiento, los pacientes fueron evaluados periédicamente, con inclusién de pruebas
sanguineas cada mes al inicio de la terapia y luego cada 3 o 4 meses, para el seguimiento de la
evolucidn de la enfermedad y la respuesta clinica y/o el desarrollo de reacciones adversas al
farmaco.

Los pacientes fueron clasificados como casos y controles en funcién de la respuesta al
tratamiento y el desarrollo o no de EA. En el estudio se incluyeron un total de 233 pacientes; 156
con EC y 77 con CU. Dos pacientes fueron excluidos por no cumplir con los requisitos de
inclusion. La edad promedio fue de 39 afios y se observé una distribucidn similar entre sexos.
Estas y otras caracteristicas demogréficas se muestran en la Tabla 8 (Apartado de Resultados).

Para replicar los resultados de la primera en una segunda fase se analizaron 264
muestras de ADN procedentes del Estudio Nacional en Enfermedad Inflamatoria Intestinal sobre
Determinantes Genéticos y Ambientales (ENEIDA). Los pacientes procedian de distintos
hospitales de las comunidades de Cataluiia y Madrid (Hospital Clinic, Hospital M. Terrassa,
Hospital del Mar, Hospital de la Santa Crey i Sant Pau y Hospital Germans Trias i Pujol de
Barcelona, Hospital La Princesa de Madrid). Todos los pacientes fueron diagnosticados con Ell; 90
con CU y 174 con EC. Como criterio de inclusién se escogieron solo aquellos pacientes que
refirieron ser de origen caucasico y que habian sido tratados con Azatioprina (AZA-Imurel), por un
minimo de 6 meses (especialmente para los controles), presentaran o no efectos adversos. En
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cuanto al sexo la distribucidn fue similar, 134 hombres y 130 mujeres, con edades entre los 9y 78
afos con un promedio de 34 afios. Igualmente, todos los pacientes incluidos o sus representantes
legales dieron su consentimiento informado previo al estudio.

Los datos demograficos de la cohorte de réplica se reflejan en la Tabla 18 (Apartado de
Resultados). De este grupo se realizé una subclasificacion de casos y controles basandose en los
criterios de tiempo de exposicion al farmaco y tipo de efectos adversos, asi como respuesta o no
al tratamiento con AZA. Los criterios fueron similares a los aplicados a la poblacion inicial.

2. Aspectos éticos del estudio
Este estudio fue aprobado por los comités éticos de las instituciones implicadas y se ha
llevado a cabo acorde a la declaracién de Helsinki. Todos los individuos fueron evaluados y
diagnosticados por especialistas segun protocolo de referencia. Los modelos de consentimiento
informado, para la primera y segunda fase, se adjuntan en el apartado VIIl de Anexos de la
presente tesis (Anexos 1y 2).

3. Diseiio del estudio
Para realizar la busqueda de variantes génicas nuevas relacionadas con la toxicidad y
respuesta ante el uso del AZA en pacientes con Ell, hemos llevado a cabo un estudio
retrospectivo del tipo caso-control en dos fases, que involucré un estudio de asociaciéon del
genoma completo considerando como categorias de andlisis caracteristicas relacionadas al
tratamiento con AZA, especificamente la eficacia y la toxicidad.

En la eficacia, se incluyeron los individuos que respondieron o no al farmaco segun los
criterios clinicos recomendados y que se describirdn en el siguiente punto a continuacion, no
considerando para el analisis aquellos pacientes con respuesta indeterminada. Para evaluar la
toxicidad, igualmente se agruparon como casos y controles aquellos individuos que desarrollaron
o no EA al farmaco, haciendo un analisis global de todos los EA en conjunto, asi como, de forma
estratificada considerando cada efecto por separado.

Las categorias quedaron identificadas como: respondedores (controles), no
respondedores (casos), al evaluar la eficacia y para la toxicidad, los individuos que no
desarrollaron EA (controles) y como casos todos los pacientes que desarrollaron alguno de los EA
observados en nuestro estudio; “pancreatitis, mielosupresion, molestias digestivas, artralgia,
hepatotoxicidad, reacciones cutdneas y alopecia”.

En el estudio se evalud la contribucidn de los genes TPMT e ITPA previamente descrito
en la literatura cientifica como relacionados a fenotipos especificos de EA al tratamiento con AZA.
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3.1 Dosis y evaluacion de la respuesta clinica al tratamiento

La eleccidén de la dosis de AZA se basd, como generalmente se recomienda, en el peso
del paciente (2-2.5 mg/kg/dia), y no en el nivel de TPMT. De acuerdo a las recomendaciones
(127-130), el tratamiento con AZA fue considerado exitoso (respondedores) si se logré una
remision clinica definida como un resultado a la evaluacion de un CDAI <150 en EC,y <3 en la
escala Mayo para CU, sin el consumo de esteroides por lo menos 12 meses. El fracaso del
tratamiento (no respondedores) fue asumido si no se obtuvo la respuesta clinica esperada
después de un tiempo adecuado de tratamiento (entre 8 y 20 meses). El estado de respuesta
indeterminado se adjudicd en los pacientes donde el tiempo de exposicion al farmaco no fue
suficiente para evaluar la respuesta clinica, ya sea por abandono del tratamiento o por que la
aparicion de un efecto secundario obligo a la retirada del mismo.

3.2 Criterios Clinicos para la definicion de los EA

El criterio para definir los efectos adversos fue tomado segin recomendaciones de guias
clinicas y/o reportes cientificos previos (15,131,132). Y quedaron definidos bajo las siguientes
consideraciones:

e La mielosupresién como una reduccion en el nimero de gldbulos blancos totales
(<3.0x10°/L), que incluye: neutropenia (recuento de neutréfilos <1.5x10°/L) y / o
trombocitopenia (recuento de plaquetas <100x10°/L).

e La hepatotoxicidad como un aumento de las enzimas hepaticas ALAT o GGT de al
menos dos veces el valor normal.

e La pancreatitis fue definida por la presencia de dolor abdominal severo y una
elevacidén de 3 veces lo normal de la amilasa séricay / o lipasa.

e Laintolerancia digestiva por la presencia de diarrea, nauseas o vémitos.

e Las reacciones cutaneas cuando se presenté enrojecimiento de la piel de manera
significativa.

e Laartralgia cuando se presentoé dolor generalizado en articulaciones.

e La alopecia por la pérdida de cabello

Todos los pacientes fueron monitoreados de cerca por medio de analisis de sangre y
visitas periddicas al médico (mensual al inicio y trimestral luego de los 3 primeros meses) con el
objetivo valorar la aparicion y desarrollo de los EA y/o los efectos clinicos de la enfermedad.
Informacion adicional se recuperd de la historia clinica.
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4. Extraccion del ADN

A cada paciente se le extrajo 10 ml de sangre periférica por venopunciéon con E.D.T.A
como anticoagulante, el cual fue enviado a la Fundacién Publica Galega de Medicina Xenomica
(FPGMX) y almacenado a 42C o congelado hasta el momento de su procesamiento. La extraccidon
del ADN a cada una de las muestras recibidas se realiz6 mediante dos procedimientos diferentes,
el método Wizard® Genomic DNA Purification Kit de la casa Promega (Promega, Madison, WI,
USA). Y la extraccion automatizada con Chemagic DNA Blood 100 Kit (Chemagen AG, Baesweiler.
Germany), utilizando el robot Chemagic Magnetic Separation Module | (Chemagen AG). En
ambos casos, siguiendo las indicaciones recomendadas por la compaiiia. La verificacion de la
cantidad y pureza del ADN extraido se realizé utilizando el espectrofotometro NANODROP
ND-1000, y posteriormente fue conservado en nevera a 42C hasta su analisis.

5. Genotipados
El genotipado de las muestras fue realizado en la FPGMX, en Santiago de Compostela,
Espafia. En el estudio se han empleado tres procedimientos de genotipado segun las
necesidades: en el andlisis de asociacidon de genoma completo (GWAS) de la poblacion gallega se
empled el GeneChip Human 20K cSNP de Affymetrix y el genotipado basado en la tecnologia
SNaPshot® para el estudio de los genes TPMT e ITPA. En el andlisis de la poblacién de réplica la
tecnologia MALDI-TOF-MS. Tanto la plataforma Affymetrix como la de Sequenom para el MALDI-
TOF se emplearon en convenio con en el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN) - nodo de
Santiago de Compostela.

5.1 Affymetrix GeneChip Human 20K cSNP

Para el Estudio de Asociacion de Genoma Completo (GWAS), hemos utilizado el chip de
Affymetrix GeneChip Human 20K cSNP Kit (AFFX, Santa Clara, CA). El mismo consiste de dos
paneles que contienen aproximadamente 20.000 polimorfismos del tipo SNP ubicados en
regiones codificantes del genoma humano, representando la misma cantidad de cambios
aminoacidicos en proteinas humanas, con una cobertura en aproximadamente 10.000 genes.

El chip utiliza la metodologia Molecular Inversion Probe (MIP) desarrollada por AFFX y
que esta disefiada para trabajar en conjunto con el GeneChip® Scanner 3000. Inicialmente, las
sondas utilizadas en el disefio del chip se basaron en la base de datos dbSNP124 y contenia cerca
de 60.000 SNPs codificantes no sindnimos. De éstos, para el primer panel solo fueron
seleccionados aquellos que lograron ser validados, y llegaron a formar parte del panel 1 del
Affymetrix GeneChip® Human 10K cSNP kit. Finalmente, otros 10K de SNPs codificantes fueron
acoplados para integrar los paneles 1y 2, y reunir aproximadamente 20.000 sitios polimorficos
del genoma con un intervalo promedio de <70Kb entre cada SNP considerando todos los
cromosomas.
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(AFFX).

Figura 6. Distribucidon gendmica de los SNPs incluidos en los dos
paneles del Affymetrix GeneChip® Human 20K cSNP kit 20K.
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En el genotipado se ha empleado el protocolo recomendado por la casa comercial

Desarrollo del proceso de genotipado del GeneChip Human 20K cSNP

El paso inicial para la preparacién del chip consiste en la normalizaciéon de las muestras

de ADN a una concentracion recomendada de 150 ng/uL con buffer TE1X. En nuestro caso todas

las diluciones de las muestras de ADN normalizadas se prepararon en placas plasticas de 96

pozos, denominadas placas de muestras, identificadas y almacenadas a -20°C hasta el momento

de su utilizacidn. Posteriormente se procedid con el protocolo de trabajo recomendado por AFFX
que estd dividido en 9 pasos:

Paso 1 — Disefio y preparacion de la placa.
Paso 2 — Anillado.
Paso 3 — Preparacion de las placas de ensayo.

Paso 4 — Llenado de Vacios, adicion de dNTP, ligado, inversion y primera PCR.

Paso 5 — Segunda PCR.

Paso 6 — Digestion enzimatica.

Paso 7 — Hibridacion de las muestras.
Paso 8 — Tincion y lavado.

Paso 9 — Lectura del chip.
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A continuacion se describe brevemente el desarrollo de cada paso:

e Disefio y preparacidn de la placa: Este paso consiste en la planificacidn y creacién de un

proyecto de andlisis con informacion de las muestras, posicién en la placa, género y tipo
de ensayo a realizar o chip a utilizar. Un archivo con estos datos son incorporados al
programa Affymetrix GeneChip® Targeted Genotyping Analysis Software (GTGS) y es
utilizado por el software para preparar la placa de anillado que se utilizara en el
siguiente paso. Es importante mencionar que las corridas estan disefiadas para trabajar
con 24 muestras de manera simultanea y que en este caso, tal y como es recomendado
por la empresa, se incorpord por cada 23 muestras un control de ADN proporcionado en
el Kit.

e Anillado: En este paso, el ADN gendmico, las sondas del panel de ensayo y el reactivo de
coctel de anillado, son mezclados en la placa de anillado y colocados en un
termociclador por un periodo no menor a 16 horas y hasta 24, con una temperatura
controlada de 582C para facilitar el proceso de alineamiento entre las sondas y el ADN
de la muestra.

Figura 7. Alineamiento de las sondas de analisis al ADN gendmico.

SNP of
Strand 1 interest on
genomic DMA

Tag sequence that hybridizes to
Cleavage site #] —= GeneChip® Universal Tag Array

PCR primers —= ~— Cleavage site #2

Complimentary genomic DNA homology regions 1 &2

e Preparacidn de la placa de ensayo: Esta etapa es relativamente corta y se fundamenta

en la planificacion en el GTGS de la placa donde se realizara el ensayo propiamente
dicho, y consiste en preparar una placa de PCR de 96 pozos con identificador de cddigo
de barras diferente necesario para que pueda ser reconocido por el equipo.

e Llenado de Vacios (Gap Fill), adicion de dNTPs y ligado, inversién y primera PCR: Esta

etapa inicia con la transferencia de las muestras a la placa de ensayo dividiendo cada
una en 4 alicuotas iguales. Luego se realizaran una serie de adiciones de reactivos bajo
las modalidades de “Adiciones en frio” que deben hacerse en hielo, y “Adiciones en
calor”, cuando las placas se encuentran en el termociclador a temperatura controlada.
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Figura 8. Adicion en frio y en calor de reactivos.

Pipetade 24
canales

Placa de
Anillado en
hielo

Llenado de Vacios (Gap Fill): este paso consiste en la adicidn en frio del Gap Fill
Mix, una enzima encargada de posicionarse sobre el SNP interés dentro de cada
muestra en el panel de ensayo, y ayudar en la incorporacién del dinucledtido
especifico en la siguiente fase del ensayo.

Figura 9. Proceso de ligamiento enzimatico.

O

Gap Fill Enzyme

Adicion de dNTPs y ligado: Esta es también una etapa de adicion en frio donde
se coloca en cada una de las 4 alicuotas un dinucledtido diferente (dATP, dTTP,
dCTP y dGTP). Ahora, el dinucledtido complementario al SNP en estudio sera
incorporado a su sitio por medio de la intervencidn de la enzima “Gap Fill” con
base a su complementariedad. En este momento dependiendo del genotipo
para el SNP, si es homozigoto o heterozigoto, ocurrirad la unién o el llenado del
“Gap” (sitio vacio) en una o dos de las alicuotas.
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Figura 10. Incorporacion del dNTPs complementario al SNP en estudio.

A G
En este ejemplo solo
hay unidon del
dinucledtido T en la
alicuota A, lo que
siguiere un individuo
homaocigoto para
este SNP, con
genotipo AA. c i)
En el resto de las
alicuotas no ocurre
unién por carecer de
complementaridad

Una vez que el gap es llenado, por el dinucleétido correspondiente, la
estructura formada entre el ADN de la muestra y la sonda del ensayo se cierra
covalentemente y de manera circular y pasa a ser reconocido como “sonda
cerrada con candado”.

o Adicién de Exo mix: Posteriormente, a las alicuotas se les hace una adicién en

frio de exonucleasas, encargadas de digerir el ADN linear presente en la mezcla
de reaccién, ya sea el gendmico o el de las sondas no utilizadas. Estos
fragmentos lineares van a estar presentes en las alicuotas de las reacciones que
no fueron cubiertas en el paso anterior de llenado del vacio (Gap), es decir,
aquellas donde no hubo complementariedad entre el SNP y el dinucledtido
adicionado.

Figura 11. Digestidn enzimatica de exceso.
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En el caso de homozigotos, se habra dado la digestidon de las moléculas
lineares en 3 de las 4 alicuotas, mientras que en los heterozigotos sera solo en 2
de las 4, y estas contendrdn entonces ADN digerido. En el caso del ADN
gendmico, este también sera digerido menos en los lugares donde ocurrid el
cierre de la estructura en candado por la incorporacién del dNTP
correspondiente.

o Adicién del reactivo de Escisidn e inversion: La cuarta adicidn es en caliente y

consiste en suministrar a la mezcla un enzima de restriccién que cortara el
complejo de candado en el sitio de escision 1 para llevar la estructura a la
forma linear y liberar del ADN gendmico.

Figura 12. Diagrama del sitio de corte.

Sitiode corte 1

Un vez que se ha producido este corte, y como la orientacién de la
secuencia de los iniciadores, ha cambiado, la sonda pasa a llamarse “Sonda
Invertida”.

Figura 13. Diagrama de sonda invertida.

—  e—__l——_

Luego del corte y liberacion del ADN genémico, queda la sonda invertida

Adicion de AmpMix y primera PCR: este paso consiste en una adicion en caliente del

Amp Mix. En este momento la primera reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR,
por sus siglas en inglés, Polymerase Chain Reaction) comienza y las sondas lineares
invertidas son amplificadas usando iniciadores comunes.
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Figura 14. Amplificacion de sondas lineares en primera PCR.
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El producto de esta reaccion es llamado ahora producto de la primera PCR. En el

siguiente diagrama se puede identificar cada una de las adiciones, reactivos

utilizados, y tiempo necesario en la etapa anterior.

Figura 15. Resumen de la primera etapa de analisis hasta la primera PCR.

Cold Addition #1
Gap Fill Mix
Z.Epurxn

Cald Cald Hot Hot
Split Assay Plate  Addition #2  Addition #3 Addition #4 Addition #5 1 First PCR Amplification
ix Amp Mix | 3K.SKand 10K: 22 cycles
25.0 pLirxn | 20K: 20 cycles

mples into 4 dNTP i Exo Mix C!eavaqj Mix
Reactions 4.0 plipm 4.0 pliren 25.0 plirxn

2min 10 min 10 min

Segunda PCR: Este paso se inicia con la transferencia del producto de la primera PCR

a una placa llamada Placa Etiquetada. Luego de la transferencia un iniciador alelo-

especifico diferente es adicionado a cada mezcla y se lleva a cabo la segunda PCR.

Figura 16. Diagrama de unidn del iniciador alelo especifico en segunda PCR.

Producto de la 1PCR Tag ADN amplificado

Productodela 2 PCRcon
marcaje alelo especifico
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Utilizando el programa de amplificacion indicado en la siguiente imagen:

Figura 17. Programa de amplificacion de segunda PCR

! Second

| PCR Amplification

| Meg Hypcr 3-5k: 9 cycles

| Meg Hypcr 10-20k: 10 cycles
|

95°C | 95°C

10 min [21}913:'\' 68°C_ 68°C | 68°C _

i 45sec’ 10sec ' 10sec
|

1
]

|
I
|
|
|
|

4°C

Digestion: En esta etapa el producto marcado de la segunda PCR es digerido en el
sitio de escisién 2. Este proceso elimina el ADN gendmico amplificado y libera los
productos especificos donde se encuentra el SNP a identificar. En este paso se
deben unificar las 4 reacciones de PCR que anteriormente estaban separas, en un
solo pozo en una placa de Hibridacion.

Figura 18. Digestion del producto de la 2da PCR.

Productodela 1PCR Ton ADN amplificado

S e
e =

Productodela 2PCRcon
marcaje alelo especifico

El ADN amplificado es cortado y se elimina el ADN genémico
quedando solo el ADN con el SNP a identificar

E

39



Farmacogendmica del AZA
Material y Métodos

e Hibridacién de las muestras: En este paso a cada muestra se les adiciona el coctel de

hibridacion y son colocadas en un termociclador para desnaturalizaciéon. Luego,
cada muestra es colocada en un “GeneChip® Universal TagArray”, y son colocados
en un horno de hibridacion a 392C entre 12 y 16 horas. Los chips son soportes
comerciales de vidrio que contienen en pequefias celdas miles de sondas unidas a la
superficie (c-tags), las cuales deben interactuar con la sonda de la muestra (tag) y si
hay complementaridad de bases se anillaran y posteriormente podra ser
identificado el alelo correspondiente.

Figura 19. Alineamiento del producto marcado de la 2da PCR al chip.

Label Tag

L — Producto de I 2da PCR hibridiza 3

L la sonda fijada al chip

Secuencia complementaria al Tag
unida al chip

Si la muestra es de un homozigoto, solo una de los 4 sondas alelo especificas
diferentes generadas en la Segunda PCR lograra hibridizar con el c-tag correspondiente
sobre la superficie del chip. Si la muestra es heterozigoto, dos de las sondas lograran
hibridizar.

Figura 20. Imagen del Gene Chip y proceso de carga de las muestras.

l'f

e Tincién y lavado del Chip: Luego de realizada la hibridacion se continua con el

revelado o tincion y lavado del chip para eliminar restos del colorante, todo este
proceso se realiza en la estacion de fluidos (GeneChip® Fluidics Station), donde cada
chip es lavado y preparado para su lectura en el escaner.
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Figura 21. Proceso de lavado. Estacion de fluidos GeneChip.

Posicion 1.
Coctel de tincién

Posicién 3.
Tubo vacio.

Posicion 2.
Coctelde
almacenamiento

e Lectura del Chip: Durante esta etapa cada chip es colocado dentro del escaner
GeneChip ® 3000 7G 4C. Cada uno se lee de forma individual y los datos son
recogidos en 4 archivos, uno para cada base o cada canal (A, T, Cy G). Este escaner
utiliza un laser para excitar el marcaje fluorescente de los fragmentos hibridados
emitiendo luz de forma proporcional a la cantidad de ADN fijado en cada celda. De
esta forma, se genera una imagen que serd analizada posteriormente. Los datos son
recopilados a partir de la emisiédn de luz en cuatro longitudes de ondas, uno para
cada canal, que corresponde a cada base. La cantidad de luz emitida se recoge y se
resta a la de fondo. Si la muestra es homozigoto, solo se observa luz en una longitud
de onda, si es heterozigoto, serd observada la lectura a dos diferentes longitudes de
onda.

Posterior a la lectura en el escédner se utiliza el GeneChip Targeted Genotyping Analysis
Software (GTGS), para la asignacién de genotipos y verificacion del control de calidad del
genotipado en el chip. Segun recomendaciones de Affymetrix, solo seran consideradas aquellas
muestras o chips que cumplan con algunos criterios de control de calidad como; callrate % o tasa
de éxito de genotipado de un ensayo que debe ser superior a un 80%, asi como el Halfrate %, o
porcentaje de ensayos que podrian ser genotipados y deben de ser menor al 10%, el ruido de
fondo en cada canal de lectura del SNP no debe de ser superior al 20% y la variacién entre el
mismo control incluido en el analisis no debe superar el 30%. Si cualquiera de estos criterios no
es cumplido, el experimento es marcado como fallido y sacado del analisis.

Esta lectura genera un archivo de texto con informacién sobre el ensayo, codificacién de
las muestras, genotipos, entre otras cosas. Este archivo fue llevado a una aplicacion del
Genotyping Data Filter v3.2.2 (http://bioinformatics.cesga.es/gdf/), para ser adaptado al archivo
de entrada utilizado por el software Plink.
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5.2 SNaPshot de los genes TPMT e ITPA

Los genes mas frecuentemente relacionados con la farmacogenética de la AZA segun la
literatura son TPMT e ITPA. Sin embargo estos no se encuentran suficientemente cubiertos en el
GeneChip Human 20K c¢SNP. Para la evaluacidon del gen TPMT se seleccionaron las variantes
€.238G>C (rs1800462), c.460G>A (rs1800460) y c.719A>G (rs1142345), cuya presencia definen el
alelo normal y los alelos de baja actividad enzimatica documentados como mads frecuentes en
poblaciones caucdasicas,*1,*2,*3A,*3B y *3C. Las variantes c.460G>A y c.719A>G estan presentes
de forma combinada y determinan el alelo *3A, mientras que los cambios c.460G>A, c.719A>G, y
¢.238G>C, de forma aislada definen los alelos *3B, *3C, y *2, respectivamente. En el alelo normal
o salvaje (*1) no estdn presentes ninguno de estos cambios. En el gen ITPA se escogieron las
variantes c.94C>A (rs3177087) e IVS2+21A>C (rs7270101), que se ha reportado disminuye la
actividad enzimatica entre un 30 y un 60% en cada caso.

El genotipado de estas variantes se llevd a cabo utilizando la técnica SNaPshot®
Multiplex System, desarrollado por la casa comercial Applied Biosystems (AB Inc., Carlsbad, CA,
USA), y que consiste en un método de mini-secuenciacion de extension de una base que permite
analizar un gran numero de SNPs de forma simultanea. Para esto, se disefiaron sondas de
diferentes longitudes justamente adyacentes a la base anterior al SNP de estudio. El empleo del
reactivo de SNaPshot, que incorpora en su mezcla de reaccién bases sencillas modificadas y
marcadas con fluoréforos, permite terminar la reaccion de extensidn de secuencia y marcar el
fragmento de ADN que se estd generando, haciendo posible la identificacion del mismo mediante
electroforesis capilar.

Desarrollo de la PCR Multiplex

El primer paso consistié en el desarrollo de una reaccién de PCR, bajo formato multiplex,
para lo cual se utilizaron las herramientas bioinformaticas Primer3 versiéon 0.4.0 y Autodimer,
para el disefio y seleccion de los iniciadores. Se escogieron aquellos que tuviesen una Tm tedrica
similar (£602C), y, que al evaluar la complementariedad, se evitaran la formaciéon de dimeros o
estructuras secundarias durante el desarrollo de la técnica de PCR. En la Tabla 1, se pueden
observar las caracteristicas de los SNPs, iniciadores y amplicones analizados en este estudio en la
PCR multiplex.

42



Farmacogendmica del AZA
Material y Métodos

Tabla 1: Descripcidn de las variantes y disefio de los cebadores usados en la PCR Muiltiplex.

- Tamaiio
GEN SNP dbSNP Cambio 20) amplicon SECUENCIA (5°-3°)
(pb)
59.32 F-TCTGAGTAAGAAAGATTCTGCTCTGT
c.238G>C rs1800462 Ala80Pro 242
60.01 R- TCTGCTTTCCTGCATGTTCTT
58.83 F-CAAAGCTAGTATTGGATTTAGGTTTT
TPMT c.460G>A rs1800460 Alal54Thr 380
59.96 R- CCAGGTCCACACATTCCTCT
59.41 F-CATCCATTACATTTTCAGGCTTT
c.719 A>G rs1142345 Tyr240Cys 174
58.12 R-TCTTGAGAAGGTTGATGCTTTT
60.04 F- CTCATTGGTGGGGAAGAAGA
c.94C>A rs3177087 Pro32Thr 177
17PA 60.25 R- CGAACTGCCTCCTGACATTT
57.14 F-CACATGGAGAATCACTAGATGG
IVS2 + 21A>C rs7270101 - 300
60.30 R-AGAGCAAGTGTGGGACAAGG

Para la amplificacidn de los fragmentos se utilizé el QIAGEN Multiplex PCR Kit (Crawley,

UK), en un termociclador DNA Engine Dyad® (MJ Research). El programa de amplificacidn

utilizado se detalla a continuacion en la tabla 2:

Tabla 2: Programa de amplificacion de la PCR

Multiplex
Paso Estado T/C2 Tiempo

1 Desnaturalizacion Inicial 95 15
2 Desnaturalizacion corta 94 30"
3 Anillado 62 90"
4 Extensidon 72 90”
5 35 ciclos desde el paso 2

6 Extensidn final 72 10

La mezcla de reaccion quedd constituida de la siguiente manera:

Tabla 3: Reactivos y cantidades utilizadas en la PCR

Multiplex
Volumen en Concentracion
Componente "
Rx Final
2x QIAGEN Multiplex
a 'p Sl 1X
PCR Master Mix*
10x primer mix,
P X Sl 0.2 uM*
2 uM de cada primer
H,0 RNase-free Variable -
ADN Variable 100ng/uL

Se obtuvieron 5 fragmentos que se verificaron

utilizando el sistema de electroforesis

capilar Agilent DNA 7500 Kit, como podemos observar en la siguiente figura:
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Figura 22. Electroforesis capilar de los
productos de la PCR multiplex.
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*Nota: Debido a la superposicion de los amplicones se
observan solo 4 bandas bien diferenciadas

Purificacidon del Producto Amplificado

Luego de la PCR el producto amplificado se sometid a una reaccion de purificacion con el
reactivo EXOSAP-IT® de USB, con el objetivo de eliminar los residuos monocatenarios de los
cebadores o de cualquier otro ADN producido en la PCR, al igual que los dinucleotidos (dNTPs)
sobrantes. EI EXOSAP-IT consigue preparar el ADN amplificado para una mejor secuenciacién y
esta compuesto por dos enzimas hidroliticas; exonucleasa | recombinante y fosfatasa alcalina de
camaron. Para esto las cantidades utilizadas fueron 1 pL de producto amplificado y 0,5 uL de
exosap-it. Se incubod a 372C durante 15 minutos (fase de tratamiento) y posteriormente a 802C
otros 15 minutos (fase de inactivacion de la enzima), en un termociclador.

Desarrollo de la metodologia del SNaPshot

Para la reaccion de SNaPshot se utilizan los siguientes reactivos en las proporciones
indicadas, modificadas de las recomendaciones de la casa comercial AB:
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Tabla 4: Reactivos usados en la
reaccion de SNaPshot

Volumen
Componente
en Rx
ProductoAmplificado y
- 15uL
purificado
Reactivo SNaPshot
. 2,5puL
Master mix
Pool de sondas, 250l
0,2 UM de cada sonda s
H,0 RNase-free 0.5 uL

y el protocolo de secuenciacion fue el siguiente:

Tabla 5: Programa de secuenciacion usado
en la reaccion de SNaPshot

Paso Estado T/C2  Tiempo
1 Desnaturalizacidn Inicial 96 10~
2 Desnaturalizacién corta 50 57
3 Anillado 60 30"
25 ciclos

Purificacion del Producto de SNaPshot

Posterior a la reaccion de mini-secuenciacion y previo al montaje en el equipo de
electroforesis capilar, es necesario un proceso de purificacién enzimatica para eliminar los
nucledtidos marcados que no fueron utilizados durante la reaccion. Para ello se utilizé la enzima
SAP (Shrimp alkaline phosphatase), que cataliza la defosforilacion 5’ fosfato de los extremos del
ADN amplificado. Las cantidades utilizadas fueron: 0.5 pL del producto de SNaPshot mas 1 uL de
SAP (1U/uL), los cuales se incubaron a 372C durante 60 minutos de tratamiento y 15 minutos a
75°C para la inactivacion de la enzima en termociclador.

Montaje en el equipo Abi 3730XL

Los productos anteriormente obtenidos se prepararon para la electroforesis en el
secuenciador ABI 3730 mezclandolos con 9 uL de High-Dy Formamida (AB) y 0.5 uL del marcador
de peso molecular Genescan Liz120 (AB), desnaturalizando durante 5 minutos a 962 C, y
enfriados a 42C durante otros 5 minutos antes de ser cargados en el equipo.

45



Farmacogendmica del AZA
Material y Métodos

Figura 23. Imagen del equipo secuenciador de acidos nucleicos ABI
3730xl.

Andlisis de los SNPs en el Equipo

Para el andlisis de los fragmentos marcados se utilizé un protocolo de electroforesis para
SNaPshot en el Abi 3730XL, usando POP7 de AB (Polimero disefiado para electroforesis capilar de
fragmentos largos y de forma rapida). Los alelos fueron determinados automaticamente
mediante la creaciéon de un panel de andlisis con el programa Gene Mapperv0.37 de AB vy
comprobados de forma manual uno por uno, como se observa en el ejemplo de la figura 24.

Figura 24. Imagen de los electroferogramas generados en el analisis de
SNaPshot.

[laobiom SNAPSHOT AZA01.04.2000 &J54% §05 fe

25 n

*Variantes en el gen TPMT; TPMT 1: c.238G>A, TPMT2: c.460G>A, TMPT3: c.719A>G
*Variantes en el gen ITPA; ITP1: c.94C>A, ITP2: IVS2+21A>C

46



Farmacogendmica del AZA
Material y Métodos

Control de Calidad

Para verificar la exactitud de los resultados generados por esta metodologia se
realizaron amplificaciones separadas de las mismas muestras en diferentes ocasiones y los
resultados fueron corroborados por secuenciacion bidireccional utilizando el BigDyeTerminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (AB), como se muestra en la siguiente figura.

Figura 25. Electroferograma de las variantes analizadas.

c/G A/G o/t

5.3 MALDI-TOF-MS

Para la réplica de los resultados obtenidos en el primer ensayo de GWAS se empled la
técnica de genotipado MALDI-TOF basado en espectrometria de masas.

La tecnologia iPLEX GOLD de Sequenom esta disefiada para el genotipado de un nimero
alto de muestras, en placas de 96 y 384 pocillos, y la transferencia de muestras y reactivos esta
robotizada. Las reacciones para el procesado de las muestras se llevan a cabo en termocicladores
duales de 384 pocillos, lo que permite un alto grado de multiplexado.

Sequenom utiliza dos reacciones: una de amplificacién de los fragmentos que contienen
uno o varios de los polimorfismos de interés y otra de extension de una sola base a partir de una
sonda. Debido a esto los disefios de Sequenom para cada polimorfismo consisten en un
fragmento con la base a tipar y unos 100 pares de bases a cada lado. Un software especial
comprobara los posibles iniciadores de PCR y las posibles sondas necesarias para genotipar el
polimorfismo. Tras el andlisis de los ensayos propuestos el software descarta aquellos SNPs que
no se pueden genotipar debido a las caracteristicas de las regiones contiguas (bien sea por la
presencia de otros SNPs, bien por la naturaleza de la secuencia que puede dificultar e incluso

47



Farmacogendmica del AZA
Material y Métodos

impedir la correcta unién de la sonda). En la réplica se incluyeron Unicamente las variantes para
las que se pudieron realizar disefios viables.

El protocolo de amplificacion por PCR se lleva acabo segun las instrucciones del
fabricante: la cantidad de ADN de partida es de 40 ng; se trabaja con 1X PCR buffer (2mM),
MgCI2 (2mM), dNTPs 500 microM, 100 nM de cada iniciador o primer de PCR y 0.5U de
polimerasa HotStar Tag. En las reacciones de mas de 27 variantes la cantidad de enzima es el
doble, es decir 1U. El volumen final de reaccion es de 5 microL.

El protocolo consiste en 1 ciclo de 4 minutos a 949C; 45 ciclos de 20 segundos a 942C; 30
segundos a 562C y 1 minuto a 729C; por ultimo 1 ciclo de 3 minutos a 722C.Tras la PCR se elimina
el exceso de dNTPs que no se han incorporado en la PCR mediante su defosforilacion a través de
un tratamiento enzimatico con SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase). El volumen final de la
reaccion con SAP es de 7uL, que incluyen los 5uL de producto de PCR, 0.3 U de enzima SAP y 10X
SAP Buffer. La reaccidn se incuba en un termociclador a 372C durante 40 minutos seguido de una
segunda incubacion de 5 minutos a 852C.

A continuacion se lleva a cabo la reaccion iPLEX. El volumen de reaccion es de 9uL: 10X
del tampdn iPLEX Buffer, 1X de la mezcla de extension iPLEX extensién mix, 7 microM y 14
microM de la mezcla de iniciadores (doble concentracidon en los iniciadores high mass con
respecto a los low mass) y 1X de termosequenasa, la enzima con que se lleva a cabo la reaccién
de extension.

La tecnologia iPLEX Gold presenta dos variantes en funcion del grado de multiplex; asi,
del grado de multiplex bajo (low mass) permite el genotipado de entre 1-18 variantes por
reaccion mientras que el de grado alto (high mass) permite el genotipado de entre 19 y 36
variantes genéticas por reaccion. En los ensayos de mas de 18 variantes genéticas ademas de la
enzima también se duplica el volumen de la mezcla de terminacion de iPLEX.
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El termociclador se programa en siete pasos, que se muestran a continuacion:

Tabla 6. Programa de
amplificacion de la iPLEX.
Paso T/C2 Tiempo

1 94 30"

2 94 5"

3 52 5"

4 80 5"

5 4 ciclos al paso 3

6 39 ciclos al paso 2

7 72 3

En la reaccion de extension, el iniciador hibrida una base previa al locus en estudio. El

genotipado de la muestra se lleva a cabo por la adicion de un ddNPT al iniciador de extensidn,

que sera complementario a la base en estudio. Este ddNTP esta modificado en masa tal y como

se muestra en la tabla 7 a fin de aumentar la diferencia en masa entre las diferentes secuencias

extendidas. El cebador de extensidon es una base mas larga tras la reaccién de extension. Esta

base le confiere una masa determinada, que serd detectado por el espectrofotémetro MALDI-

TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) que

registra el tiempo de vuel (Time OF Flight) del producto de extensidn en el interior de una

columna de vacio, tiempo que asocia a una masa que, a su vez, sera asociada a un genotipo.

Tabla 7. Variaciones en masa de los ddNTPs para SBE-Sequenom

MassARRAY ® System.
Diferencia en Masas (Da)
Masa Masa
original modificada  Adenina  Citosina Guanina Timina
(Da) (Da)
Adenina 313.2 360.1 - 24 -16 -55.9
Citosina 289.2 384.1 -24 - -40 -79.9
Guanina 329.2 344.1 16 40 - -39.9
Timina 304.2 304.2 55.9 79.9 39.9 -
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Tras la reaccidon de extensién se aflade una resina para limpiar las sales del producto de
la reaccion iPLEX a fin de optimizar el analisis. Después se dispensa la placa de 384 pocillos en un
Spectro CHIP bioarray delante el Mass ARRAY Nanodispenser (Sequenom, Inc). Como se sefiald,
la diferencia en masa tras la reaccién de iPLEX es detectada por medio de matrix-assisted laser
desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF), que permite llevar a cabo
el genotipado automaticamente. El programa de analisis Typeranalyzer v4.0.2 (Sequenom, Inc)
identifica los picos de acuerdo a las masas esperadas y asigna un genotipo. En la figura 26 se
muestra de forma esquematizada la reaccion de genotipado iPLEX.

Figura 26. Desarrollo secuencial esquematizado del
genotipado usando la plataforma sequenom (iPLEX).
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Las variantes analizadas se encuentran en el anexo 3 (Apartado de Anexos). Todas estas
posiciones hacen referencia a la versién b126 de dbSNP. Se disefiaron 4 ensayos (“Plexes”), W1
donde se estudiaron 35 polimorfismos, W2 con 31 polimorfismos, W3 para 18 polimorfismos y
W4 con 3 polimorfismos. Los detalles de la identificacion de cada SNP y los iniciadores utilizados
en estas reacciones se presentan en el cuadro del anexo 4 en el apartado de Anexos.

6. Analisis estadistico
Los principales analisis en esta seccién fueron desarrollados con el software Plink,

version 1.06 y el programa estadistico PASW Statistics 18.0 y la libreria SNPassoc de R (133). Para
identificar SNPs significativamente relacionados con la eficacia y/o toxicidad al tratamiento con
AZA, hemos desarrollado un analisis de asociacidon por comparacion de las frecuencias alélicas y
genotipicas entre casos y controles.

En nuestro analisis de asociacién alélico hemos utilizado la prueba basica de X’, salvo en
las oportunidades en las que el nimero de observaciones en alguna celda en las tablas de
contingencia era menor de 5, en cuyo caso se utilizé el test exacto de Fisher. Igualmente, para
evitar el problema de la baja frecuencia de los homozigotos raros, se realizé un analisis
genotipico asumiendo el modelo dominante, que agrupa los individuos heterozigotos y
homozigotos raros y los compara con el grupo de los homozigotos frecuentes.

6.1 Analisis estadistico en el estudio del Genoma Completo

Se considerd un valor de p para significacidon estadistica de 10°°, para el analisis de
genoma completo equivalente a un ajuste de Bonferroni para un valor de p de 0.05 asumiendo
aproximadamente 11.500 ensayos, como los realizados en este analisis. En base a esto, se
definieron dos categorias de importancia para la seleccién de los SNPs. Aquellos con valores de p
<10°® se consideraron como estadisticamente significativos, mientras que los SNPs con valores de
p entre 10” y 10° fueron considerados como sugerentes de relevancia estadistica.

Igualmente, es necesario mencionar que para la evaluacién del estudio de genoma
completo, nos hemos centrado en investigar por un lado la eficacia al tratamiento con AZA, y por
otro, el desarrollo de efectos adversos desde un punto de vista global y dentro de éstos, hemos
decidido analizar la mielosupresién y la pancreatitis, debido principalmente a razones estadisticas
relacionadas con el nimero de pacientes disponibles para el estudio y por considerarlos
fenotipos mas concretos a la hora de caracterizar cada grupo en casos y controles.

Para la visualizacidon grafica de los resultados de asociacion entre las categorias de
analisis y los SNPs a lo largo del genoma se construyeron graficas del tipo Manhattan Plots
utilizando el programa Haploview, version 4.2. La evaluaciéon de la subestructuracién poblacional
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se hizo utilizando el software STRUCTURE (versidon 2.3.1), y para el calculo y visualizacion de los
QQ-plots se usé el programa GWAViwer.

6.2 Analisis estadistico en el estudio de los genes TPMT e ITPA

La valoracién estadistica entre las variantes en los genes TPMT e ITPA y su relacién con
el desarrollo de EA y la respuesta al farmaco (eficacia), se realizé utilizando el programa G-Stat
2.0 (http://www.e-biometria.com/g-stat/index.html). Para ello se calcularon frecuencias alélicas

y genotipicas, se utilizé el test exacto de Fisher y se calcularon los Odds Ratio con un 95% de
intervalo de confianza, entre los grupos analizados, como medida de estimacidon de riesgo al
confrontar las variables. Para todas las estimaciones realizadas se consideré como significativo
estadisticamente un valor de p<0.05.

6.3 Analisis de asociacion en el estudio del GWAS ajustado por covariables

El andlisis de asociacion global se realizd bajo diferentes planteamientos. En el primero
se considero el efecto del SNP de forma singular, y posteriormente en un segundo caso también
se evallo la asociacidon para cada SNP controlando el posible efecto de algunas covariables
clinicas y del paciente, como edad, sexo, tipo de Ell, tabaquismo, antecedentes familiares y
genotipos en TPMT e ITPA. Tanto en el estudio del genoma completo como cuando se realizé la
valoracién de los genes TPMT e ITPA.

6.4 Analisis Estadistico en el estudio de la Replica:

Para la confirmacion de resultados fueron seleccionados un grupo de SNPs que
cumplieron un criterio de significacion estadistica o sugerentes de significacion estadistica en
cada una de las categorias seleccionadas. El genotipado se realizd por medio de la plataforma de
Sequenom MassArray distribuidos en 4 reacciones distintas y la evaluacién estadistica con el
programa PASW Statistics 19.0 y R.

Igualmente se utilizd la prueba del X* o el test exacto de Fisher cuando fue necesario si
habia un valor menor a 5 en la tabla de contingencia, para estimar la diferencia de frecuencias
alélicas entre casos y controles y asi obtener un valor de significacion estadistica. Adicionalmente
se estimd la probabilidad conjunta a manera de meta-analisis, al unir la informacién de las dos
cohortes de pacientes, la inicial y la de la réplica utilizando el estadistico CMH (Cochran-Mantel-
Haenszel), que calcula una probabilidad y un OR combinada con los dos niveles considerados.
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A. Estudio de asociacion de genoma completo.
1. La poblacidn de estudio.

En el presente trabajo se reflejan los resultados de un estudio multicéntrico donde se ha
explorado la farmacogendmica del tratamiento con AZA en un grupo de pacientes con Ell.

En la etapa inicial se realizd un estudio de asociacion del genoma completo analizando
concretamente la fraccion codificante del genoma humano, con el objetivo de hallar posibles
variantes genéticas nuevas relacionadas con la diversidad interindividual de respuesta al
farmaco. Se trata ademas, segln nuestro conocimiento, de la primera vez que se aplica el andlisis
de variantes codificante a la farmacogendmica, y en concreto de la AZA. Entre estas variantes
hemos incluido las de los dos genes implicados en el metabolismo del AZA, el TPMT y el ITPA,
previamente relacionados con la respuesta del individuo a la accion de este farmaco.

Los resultados obtenidos fueron replicados en un grupo independiente de pacientes con
Ell, con caracteristicas similares al grupo inicial que igualmente recibieron AZA como tratamiento.

Los datos demograficos de los individuos reclutados en el primer estudio se encuentran
resumidos en la tabla 8. Se incluyeron en el andlisis un total de 233 pacientes con Ell que
recibieron AZA, residentes en la Comunidad de Galicia y evaluados clinicamente por miembros
del grupo EIGA, procedentes de cuatro hospitales de la comunidad gallega.

El 66.95% y el 33.05% de los pacientes presentaron EC y CU, respectivamente. La
distribucion entre hombres y mujeres fue similar (116-117), y la edad promedio fue de 39 afios,
con una minima de 8 y una maxima de 70 afios. El 84.55% no refirié antecedentes familiares,
contra un 7.72% que si lo presentaban y en 18 pacientes no pudo ser determinado. Todos los
pacientes recibieron AZA en dosis que variaron desde 1,5-3mg/kg-dia (dosis estandar
recomendada), de ellos, el 79.64% respondieron favorablemente al fadrmaco, mientras que el
20.36% no respondieron. El tiempo medio de tratamiento fue de 25.54 meses. Y en relacidén a la
toxicidad; 32.62% de los pacientes presentaron diversos EA al tratamiento, entre estos, el mas
frecuente fue la pancreatitis (19/76), seguido por la Intolerancia digestiva (16/76), la
mielosupresidn (15/76), la reaccion cutanea (13/76), luego la hepatotoxicidad y las artralgias con
igual nimero de casos (6/76) y, por ultimo, un solo caso de alopecia (1/76).
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Tabla 8. Datos demograficos de los pacientes
tratados con AZA incluidos en el estudio. Poblacion

inicial.
Categoria n (233) %
Diagndstico
Enfermedad de Crohn 156 66.95
Colitis Ulcerosa 77 33.05
Sexo
Masculino 116 49,79
Femenino 117 50,21
Edad
Promedio (Afios) 39 (8-70) 100
<16 7 3.00
17-40 161 69.10
> 40 65 27.90
Antecedentes familiares
Si 18 7.72
No 197 84.55
ND* 18 7.72
Fumador
Si 80 34.55
No 134 57.73
ND* 18 7.72
Dosis media de AZA 2.32 -
(mg/kg/dia[rango]) [1,5-3]
Tiempo de tratamiento 25.54 -
(meses[rango]) [0,33-86]
Respuesta a AZA
No respondedores 34 20.36
Respondedores 133 79.64
Indeterminados 66 -
Efectos Adversos
No 157 67.38
Si 76 32.62
Tipo de Efecto Adverso
Pancreatitis 19 8.15
Intolerancia Digestiva 16 6.87
Mielosupresion 15 6.44
Reaccién cutanea 13 5.58
Hepatotoxicidad 6 2.58
Artralgias 6 2.58
Alopecia 1 0.43

*ND. No Determinado

En la siguiente figura se puede apreciar de forma grafica la relacidn de la toxicidad a la
AZA en los pacientes de este estudio.
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Figura 27. Distribucion de los Efectos Adversos presentados en los
pacientes recibiendo Azatioprina incluidos en este estudio. Poblacién inicial.
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En términos generales, los EA ante la AZA observados en los pacientes que constituyen
nuestra poblacion inicial es comparable a la reportada previamente en otras poblaciones de
pacientes con Ell tratados con AZA (15,134,135): pancreatitis, intolerancia gastrointestinal,
mielosupresién, reaccion cutanea, hepatotoxicidad, artralgia y alopecia. Todos los EA fueron
moderados o graves, con una recuperacion completa luego de la retirada del farmaco o de un
ajuste de la dosis en algunos pacientes. En el caso de la eficacia, en nuestro grupo se observd que
cerca del 21% de los pacientes no respondio a la accién esperada del farmaco, igualmente esta
cifra se asemeja en la reportada en la literatura para otros grupos de pacientes.

2. Control de Calidad del estudio de asociacion de exoma completo

Para asegurar la calidad en el resultado del GWAS, se realizé un estricto control de
calidad sobre los datos del genotipado del chip, tanto sobre los marcadores del tipo SNP como a
cada una de las muestras analizadas. De los 19217 SNPs codificantes que incorpora el Affymetrix
GeneChip Human 20KcSNP, entre 11600 y 11700 pasaron los controles de calidad y fueron
utilizados para los analisis posteriores.

En relacidén a los SNPs, por tener una eficiencia en el genotipado <80% se eliminaron
entre 1,851-2,000, por tener una Frecuencia Alélica Minima (MAF) menor al 1%, entre 5,293-
5,380, y por no cumplir con el Equilibrio de Hardy-Weinberg (p <0.001) en los controles fueron
eliminados entre 112 y 211 SNPs. Con relacion a las muestras, al hacer el control del sexo
fenotipico con el molecular dos individuos del grupo de controles presentaron discordancias y
correspondian a un grupo de tres (3) del grupo control que fueron excluidos de los analisis por
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tener mas del 10% de genotipos no asignados. Un solo individuo no logré ser genotipado. El
control de calidad fue desarrollado con el programa PLINK version 1.03, y un resumen del mismo

se detalla en la siguiente tabla:

Tabla 9. Esquema de trabajo del control de calidad para muestras y SNPs posterior al
estudio del GWAS.

Control de calidad Cor.\trol de Numeros de
Nimeros de en marcadores calidad en marcadores
Clases marcadores y ' ' ' m"'eSt"as SRS
de estudio muestras al Filtro 1 Filtro 2 Filtro 3 Filtro 4 al Final
Inicio GENO0.2  MAF<0.01 HWE<0.001  MINDO.2
excluidos excluidos excluidos excluidos Quedan
SNPs (19217) 1865 5338 119 - 11895
Efectos adversos Casos (74) - - - 74
globales
Controles (94) - - 3 91
SNPs (19217) 1933 5313 209 - 11762
Pancreatitis Casos (19) - - - - 19
Controles (157) - - - 3 154
SNPs (19217) 2015 5380 112 - 11710
Mielosupresion Casos (14) - - - - 14
Controles (94) - - - 2 92
SNPs (19217) 1995 5323 157 - 11666
Eficacia Casos (34) - - - 1 33
Controles (132) - - - 2 130

Tras el control de calidad quedaron disponibles para el estudio de asociacién entre
11666 y 11895 SNPs codificantes, segun el caso, distribuidos a lo largo de todos los cromosomas.
Con relacién a la seleccién de los integrantes de los grupos de casos y controles, los mismos
quedaron conformados como 74 casos y 91 controles para los EA globales, 19 casos y 154
controles para la pancreatitis, 14 casos y 92 controles para la mielosupresiéon y 33 casos y 130
controles para la evaluacion de la eficacia del farmaco. Dicha seleccidon de casos y controles
estuvo principalmente definida por el tiempo de exposicidn al farmaco en cada grupo estudiado
asi como la presencia o no del efecto analizado.

3. Estratificacion poblacional.

Como parte del control de calidad en un estudio de genoma completo, se recomienda
evaluar la presencia de sub-estructuracién poblacional dentro del grupo estudiado con el
objetivo de minimizar la tasa de falsos positivos relacionados mas a diferencias reales entre las
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frecuencias alélicas de la poblacién estudiada atribuibles a variaciones naturales en su acervo
genético que a las propias esperadas a estar relacionadas con el fenotipo en estudio (136).

Esta caracteristica es de suma importancia en el estudio de enfermedades complejas y
mas aun en estudios de asociacién masivos realizados mediante el genotipado de gran cantidad
de SNPs a lo largo de todo el genoma, donde muchas veces, de existir subestructuracion, la
misma no podria definirse solamente con la recopilacién de los datos demograficos de los
participantes, y que de no detectarse y corregirse podria afectar en gran manera la
interpretacion del resultado generado, ya sea por la aparicion de falsos positivos o también
disminuyendo el poder del estudio o el efecto de alguna variable real.

En nuestro caso, esté analisis se realizo utilizando el software STRUCTURE (versién
2.3.1)(137), el cual utiliza un algoritmo que permite comparar las frecuencias alélicas entre las
poblaciones pre-definidas (los casos y los controles), y estima el grado de homogeneidad entre
ellas.

En la siguiente gréfica se presenta el resultado del analisis donde se puede observar que
no existen diferencias significativas entre las dos poblaciones consideradas como casos y
controles. Cada linea vertical representa a un individuo, el cual a su vez se encuentra
fragmentado en dos colores representando cada uno la estimacion del grado de pertenencia o
semejanza del mismo entre las poblaciones establecidas.

Figura 28. Cluster plots de casos y controles utilizando STRUCTURE. Comparacion alélica en el estudio
de la estratificacion poblacional. El rojo corresponde al componente de los casos y el verde a los controles.
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Igualmente, en la siguiente tabla podemos observar la estimacion del componente de
cada uno de los grupos estudiados (casos y controles), en cada uno de los grupos inferidos.
Pudiéndose ver que existe practicamente una distribucién similar de frecuencias entre los casos y
los controles, demostrando asi su homogeneidad.
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Tabla 10. Probabilidades de cada componente
ancestral en casos y en controles.

Niumero
., Grupos
Comparacion ) . de
inferidos .
individuos

Poblacién 1 2
Controles 0.495 0.505 157
Casos 0.482 0.518 74

En conclusidn, no se observé diferencia significativa entre los casos y controles, asi que
no fue necesario corregir por estratificacion durante el analisis de asociacién. En este sentido,
solamente al inicio del estudio, un individuo fue excluido por haber reportado no tener
ascendencia Europea.

4. Graficas quantile-quantile, “QQ-plots” y Manhattan plots.

Una de las principales implicaciones de los estudios de genomas completos radica en la
realizacion de muchos ensayos al mismo tiempo (entre miles y millones), y simplemente por azar,
se esperara una cantidad considerable de falsos positivos. Varias estrategias han sido postuladas
para abordar este asunto. Una de ellas, en parte es el desarrollo de graficas “Quantile-Quantile
plot”.

Estas graficas, en el contexto de estudios de genomas completos, muestran un resumen
visual de la distribucion de las probabilidades de las pruebas estadisticas aplicadas en el GWAS
(usualmente un Xz), mostrando una distribucion “normal” al comparar la distribucién observada
con la esperada tedricamente. Ambas informaciones son confrontadas en un sistema de
coordenadas y generaran una linea de pendiente 1, llamada también linea de identidad, que
servird como referencia para la comparacién con los datos reales. Los valores obtenidos a partir
del método estadistico empleado, ya sea el X’ u otro, son representados como valores log;o-, por
ejemplo, y son clasificados en orden de menor a mayor en el eje “y” se traza contra él la
distribucidon que se espera bajo la hipdtesis nula de no asociacién en el eje "x". Las desviaciones
de la linea de identidad pueden indicar que la distribucidon asumida es incorrecta posiblemente
debida a la presencia de falsos positivos o por el contrario que la muestra contiene valores que
surgen como consecuencia de una asociacién real y que se espera se separen de la normalidad en
el extremo superior de la linea de identidad y que se corresponderian con posibles asociaciones
verdaderas.

Entre otras cosas, este tipo de pruebas ayuda a identificar si el estudio en si ha generado
mucho mads resultados significativos que los esperados por azar (138). Ademas, se evalta el
numero y la magnitud de las asociaciones observadas entre un SNP en particular y la enfermedad
o el rasgo en estudio, basandose en dicha comparacidn entre lo observado y lo esperado bajo la
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hipdtesis nula de no asociacién (125). Al mismo tiempo, aunque no es su objetivo principal, en
estas graficas es posible mirar de forma indirecta la probable presencia de subestructuracion
poblacional, de existir se puede observar la tendencia de algunos SNPs que pueden estar
influenciados por dicho fendmeno. Cuando emerge una diferencia muy marcada, como una
tendencia a la separacion entre los puntos confluentes entre lo observado y lo esperado
principalmente desde el inicio de la linea de identidad que seguiria hasta el final, es necesario
considerar la presencia de estratificacion poblacional (138,139).

En nuestro caso, hemos utilizado el software WGAViewer, el cual presenta entre sus
aplicaciones una herramienta para el calculo y valoracién de los QQ-Plots. Las graficas generadas
muestran los datos de la prueba de X* expresados como el -2 Log(e) del valor de p, con el valor
esperado en el eje horizontal y el observado en el eje vertical.

Al analizar las graficas obtenidas en nuestro estudio se puede observar y se confirma por
un lado, que no hay efecto apreciable de subestructuracion poblacional entre las muestras
analizadas que pueda estar influenciando la distribucién o significacidon estadistica de los SNPs
considerados en cada andlisis, puesto que se aprecia una distribucién homogénea entre los
valores observados y los esperados en cada una de las clases de analisis estudiadas como EA
globales, pancreatitis, mielosupresion y la eficacia, y al no observarse una separacion importante
entre los valores observados y esperados a lo largo de la linea de confrontacion de hipétesis o
linea de identidad.

En este mismo sentido, el programa estima un valor lambda para cuantificar los efectos
de la estratificacion de la poblacién asumiendo una distribucion x’ con 2 grados de libertad
2log(e)p (138). Caracteristica que es util para confirmar que los métodos utilizados para la
evaluacion de la estratificacion han sido ejecutados correctamente. En nuestro caso para las
clases estudiadas los valores lambdas obtenidas van desde 1.0020 en mielosupresion hasta
1.0595 en la evaluacion de la eficacia (Fig.29,A-D). Resultados que indican y corroboran que la
estratificacion poblacional en nuestro grupo de anadlisis es minima y sin repercusiones
importantes en los resultados finales.
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Figura 29. Graficas Quantile-Quantile del GWAS para: A) Efectos adversos globales, B) Pancreatitis,
C) Mielosupresion y D) Eficacia. Se presentan el Log negativo de valores de p del analisis de X2, en el eje
de las X los valores esperados, y en el eje de la Y los valores Observados.
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Por otro lado, también puede notarse que los valores de probabilidades de los SNPs
analizados siguen la distribucion esperada bajo la hipdtesis nula indicada por la linea diagonal. En
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cada caso de analisis puede observarse un pequeiio grupo de SNPs en la regidon mads distal de la
linea que se separan a diferentes medidas de la distribucidon esperada, desviandose un poco de
esta linea diagonal, independientemente del valor de p nominal en cada caso.

Las desviaciones de las graficas B, C y D se podrian deber al efecto de SNPs
efectivamente asociados con el fenotipo; en la grafica A, se observa sin embargo la falta de poder
debida al nUmero pequefio de muestras, lo cual es evidente al ver los valores de p que salen por
debajo de la diagonal (Fig. 29).

Ahora bien, en el siguiente diagrama (Fig. 30, Manhattan plots), se puede observar la
distribucion de los SNPs y su significacion estadistica para el analisis de X>, en una vision
detallada por cromosoma del genoma completo. En un Manhattan Plots, que es un tipo de
grafico de dispersion, el cual se utiliza generalmente para mostrar los datos con un gran nimero
de puntos de datos y con una distribucién de valores de mayor magnitud. Cada punto representa
el valor de p en escala logaritmica en el eje vertical, y la posicion gendmica en el eje horizontal.
En nuestro caso utilizamos el software haploview versidn 4.2 para la creacion de los mismos.

En el analisis de los EA globales (Fig. 30-A), se puede notar varios SNPs importantes en
los cromosomas 17, X, y en el 15, 2 y 4. En el caso de la pancreatitis (Fig. 30- B), llaman la
atencién SNPs en el cromosoma 4, en el 16, y el 13, y en menor grado en el cromosoma 6y 3 con
otro grupo distribuidos en los cromosomas 14, 2, 15, 5, 4, 17, 4, 1, 14, 23 y 6. Al visualizar los
resultados del andlisis de la mielosupresion, igualmente, se pueden observar varios SNPs
significativos, uno en particular en el cromosoma 9 seguido de otros en los cromosomas 3, 2,y 4,
y por ultimo otros en los cromosomas 1, 2, 3, 23, 19, 5, 1, 7 (Fig. 30-C). Para la eficacia al
tratamiento (Fig. 30-D), se observan sefiales importantes de SNPs en los cromosomas 20, 7, 1, 6,
9y otros con menor intensidad en los cromosomas 16, 11, 15, 12, 3, 23,y 14.
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Figura 30. Estudio de asociacion genética de genoma completo, GWAS (Manhattan Plots)
para: A) Efectos adversos globales, B) Pancreatitis, C) Mielosupresion y D) Eficacia. Se
representa Log negativo de valores de p del analisis de X2. Se denotan en circulos naranja
los SNPs con valores inferiores a 10'6(estad|'sticamente significativos), mientras que los
SNPs con valores entre 10° v 10” se marcan en circulos azules (sugerentes de relevancia
estadistica).
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A partir de los resultados iniciales de las pruebas de asociacién y la visualizacién en los
graficos anteriores se procedid a seleccionar al azar algunos SNPs para ser verificados de forma
individual por medio de la secuenciacién bidireccional, en este apartado se seleccionaron
alrededor de 4 o 5 SNPs para cada categoria y tras analizarlos se verifico que habia para un SNP
en particular entre los escogidos incongruencias entre el genotipo reportado por el chip y el
observado en la secuenciacion, por lo que se consideré como un artefacto de la técnica de
genotipado del chip. Tal es el caso de un SNP (rs17007988) ubicado en el cromosoma 4 en el caso
de la pancreatitis. El resto de los SNPs seleccionados coincidié su genotipo en ambas técnicas
empleadas.

5. Pruebas de asociacion del estudio de genoma completo

Para la evaluacion del estudio de genoma completo, como se menciond anteriormente
nos hemos centrado en investigar por un lado la eficacia al tratamiento con AZA, y por otro el
desarrollo de EA desde un punto de vista global, y dentro de éstos, hemos decidido analizar la
mielosupresidn y la pancreatitis, debido principalmente a razones estadisticas relacionadas con el
numero de pacientes disponibles para el estudio y por considerarlos fenotipos mds concretos a la
hora de caracterizar cada grupo en casos y controles.

En las siguientes tablas se puede observar los resultados del analisis de asociacion alélica
implementado en este estudio para las clases consideradas (EA globales, pancreatitis,
mielosupresién y eficacia al tratamiento con AZA). En ellas se muestras los SNPs seleccionados en
cada categoria, ubicacidn cromosdémica, rs-SNP, alelo menor (AM), frecuencias del AM en casos y
controles, OR con los IC al 95%, asi como la frecuencia alélica minima en nuestra poblacidon
estudiada (Gallega) y en la poblacién caucasoide reportada en HapMap, y por ultimo el locus
putativo o gen asignado segun la base de datos del NCBI Build 35 disponible para mayo de 2004,
sobre la cual fue construido el chip utilizado en este estudio.

Segun el método de correccion para test multiples que escogimos para evaluar la
significacion estadistica a nivel de estudios de genomas completos, (bonferroni, 10°°, en nuestro
caso, 0.05/11.500 test), no obtuvimos ningin SNP que cayera en este rango de significacién. Los
mas significativos en cada grupo llegaron a estar entre o cercanos a una probabilidad de 10°. Por
lo que, mostramos entre los primeros 20 de cada grupo basado en el valor de p mds bajo en el
test alélico (X2 o Fisher), y que fueron considerados segln nuestra clasificacion como sugestivos
de relevancia estadistica cuando presentaron valores de p entre 10” y 107
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Tabla 11. Resultados del analisis de asociacion del GWAS para efectos adversos globales. Se
muestran los 20 SNPs con valores de p mas bajos para el test alélico de X* o de Fisher, cromosoma, rs-SNP,
alelo menor (AM), frecuencias del AM en casos y controles, valor p, OR con IC 95%, MAF en Gallegos y en
CEU (HapMap), vy el locus putativo o gen asignado segun la base de datos del NCBI Build 35 para mayo de

2004.
Frec Frec OR MAF MAF
Cr SNP AM P Gen
Casos  Control 1C95% Gal CEU

17 rs12453150 C 0.33 0.56 4.40E-05 039 0.46 0.45 FLI34922
(0.24-0.61)
5.84

X rs9943012 G 0.22 0.04 8.47E-05 0.12 ND LOC139431
(2.27-15.01)
0.38

15 rs2297773 C 0.15 0.32 5.20E-04 0.38 0.24 KIAA1024
(0.22-0.67)
211

5 rs10941112 A 0.58 0.39 7.95E-04 0.47 0.60 AMACR
(1.36-3.29)
2.15

2 rs1545133 C 0.48 0.30 8.60E-04 0.38 0.36 POLR1B
(1.36-3.38)
0.47

4 rs7041 T 0.34 0.52 8.79E-04 0.44 0.42 VDB
(0.30-0.73)
6.80

1 rs11588069 C 0.10 0.01 9.37E-04 0.05 0.5 FABP3
(1.93-23.98)
0.15

4 rs11723381 C 0.02 0.11 9.75E-04 0.07 0.13 LOC442123
(0.04-0.54)
3.56

5 rs13157270 A 0.16 0.05 1.19E-03 0.10 0.09 MASS1
(1.59-7.97)
2.37

12 rs4272850 A 0.30 0.15 1.29E-03 0.22 0.26 TMEM132C
(1.39-4.04)
2.79

13 rs17592438 T 0.21 0.08 1.39E-03 0.14 0.15 LOC643677
(1.46-5.34)
2.20

9 rs562092 T 0.34 0.19 1.72-03 0.26 0.27 LOC286348
(1.33-6.34)

14 rs7160694 A 0.12 0.03 1.43E-03 4.23 0.07 0.07 ENSG00000100629
(1.63-10.98)

19 rs2288420 G 0 0.05 1.43E-03 - 0.03 0.03 PTPRH

1 rs2297809 A 0.06 0.18 1.53E-03 0.31 0.13 0.14 CYP4B1
(0.15-0.66)
3.45

19 rs8106117 G 0.15 0.04 1.65E-03 0.09 0.08 ZNF626
(1.53-7.47)
0.31

1 rs4646491 T 0.06 0.18 1.74E-03 0.13 0.14 CYP4B1
(0.15-067)
8.02

6 rs2074468 A 0.08 0.01 1.81E-03 0.04 0.008 OR10C1
(1.76-36.47)
8.02

18  rs16942798 A 0.08 0.01 1.81E-03 0.04 0.03 LOC440489
(1.76-36.47)
0.30

8 rs17060979 T 0.06 0.17 1.85E-03 0.12 0.06 LOC286129
(0.14-0.66)

En la categoria de EA globales, se pudo obtener dos SNPs con valor de significaciéon de
10‘5; el rs12453150, en el cromosoma 17 y el rs9943012, en el cromosoma X. Seis con
probabilidades de 10™ y el resto (12), con valores de 10, El rs12453150, pertenece a un gen que
codifica para una proteina de unién al ATP de la familia schlafen family member 11. El rs9943012
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es un locus putativo del FTHIP14. En el segundo y tercer grupo de importancia se observan

variaciones considerables de locus o genes involucrados como el caso del rs10941112 que se
ubica dentro del gen AMACR, o el rs11588069 que involucra al gen FABP3.

Tabla 12. Resultados de analisis de asociacion GWAS para pancreatitis. Se muestran los 20 SNPs
con valores de p mas bajos para el test alélico de X* o de Fisher, cromosoma, rs-SNP, alelo menor (AM),

frecuencias del AM en casos y controles, valor p, OR con IC 95%, MAF en Gallegos y en CEU (HapMap), y el

locus putativo o gen asignado segun la base de datos del NCBI Build 35 para mayo de 2004.

Frec Frec OR MAF MAF
Cr SNP ] Gen
Casos  Control 1C95% Gal CEU
8.69
13 rs10162272 0.19 0.02 4.96E-06 0.04 0.009 ENSG00000173223
(5.98-12.62)
7.5
6 rs6907580 0.18 0.02 1.77E-05 0.04 0.008  GPRC6A
(5.21-10.78)
4.71
3 rs11919970 0.28 0.07 5.95E-05 0.10 0.10 EHHADH
(3.56-6.24)
6.93
14 rs1713457 0.15 0.02 1.14E-04 0.04 0.03 TEP1
(4.71-10.2)
0.16
15 rs678892 0.10 0.41 1.38E-04 0.37 0.40 PIGB
(0.11-0.24)
3.61
2 rs2280718 0.44 0.18 1.71E-04 0.21 0.22 ENSG00000177994
(2.83-4.60)
10.99
16 rs1800124 0.15 0.01 4.32E-04 0.03 0.008 ERCC4
(7.16-16.84)
5.58
1 rs1338314 0.15 0.03 5.14E-04 0.04 0.09 SPATA6
(3.85-8.09)
4.29
14 rs9464 0.21 0.05 7.93E-04 0.07 0.09 ENSG00000022976
(3.13-5.84)
3.48
6 rs2297980 0.31 0.11 8.18E-04 0.13 0.13 TINAG
(2.67-4.54)
4.17
14 rs1053019 0.21 0.06 1.04E-03 0.07 0.09 ENSG00000022976
(3.05-5.72)
3.65
5 rs162036 0.27 0.09 1.20E-03 0.11 0.23 MTRR
(2.74-4.85)
291
21 rs6516605 0.63 0.37 1.92E-03 0.39 0.46 LOC391269
(2.29-3.71)
0.08
7 rs3735478 0.02 0.23 1.23E-03 0.21 0.31 ZMIZ2
(0.04-0.17)
291
16 rs7499843 0.55 0.29 1.54E-03 0.32 0.32 Wwox
(2.30-3.69)
4.12
19 rs8106117 0.18 0.05 2.02E-03 0.06 0.08 ENSG00000196721
(2.95-5.73)
2.92
4 rs6841334 0.63 0.36 1.84E-03 0.39 0.38 KIAA0232
(2.30-3.72)
0.19
3 rs2124489 0.07 0.30 1.97E-03 0.28 0.32 ENSG00000175856
(0.12-0.28)
2.82
3 rs6767658 0.5 0.26 2.19E-03 0.28 0.30 LOC285216
(2.23-3.57)
291
21 rs6516605 0.63 0.37 2.59E-03 0.39 0.45 LOC391269
(2.29-3.71)
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rs10162272 cuyo gen o posible funcion es desconocida. Los otros dos SNPs que siguen en orden
de importancia estadistica (10‘5) son el rs6907580 y el rs11919970, en los cromosomas 6y 3, y
que se encuentran en los genes GPRC6A y EHHADH respectivamente. Del resto, 7 mostraron un

valor de p de 10™ y 10 SNPs con valor p de 10°.

En el caso de la pancreatitis, un SNP logro obtener una significacién de 10'6, el

Tabla 13. Resultados de analisis de asociacion GWAS para mielosupresion. Se muestran los 20 SNPs
con valores de p mas bajos para el test alélico de X* o de Fisher, cromosoma, rs-SNP, alelo menor (AM),

frecuencias del AM en casos y controles, valor p, OR con IC 95%, MAF en Gallegos y en CEU (HapMap), y el

locus putativo o gen asignado segun la base de datos del NCBI Build 35 para mayo de 2004.

Frec Frec OR MAF MAF
Cr SNP AM P Gen
Casos  Control 1C95% Gal CEU
9 rs7870554 T 0.14 0 2.50E-04 - 0.0188 0.008 KIAA1529
4.29
22 rs138593 G 0.5 0.18 2.78E-04 0.2308 0.233 LOC388910
(1.87-9.84)
4.18
4 rs1042364 A 0.57 0.24 3.25E-04 0.2857 0.317 ADH4
(1.83-9.51)
0.18
4 rs2301788 T 0.17 0.54 3.97E-04 0.4953 0.5 MAN2B2
(0.06-0.50)
4.11
15 rs11636318 C 0.5 0.19 4.09E-04 0.2358 0.258 ENSG00000188869
(1.80-9.38)
4.05
12 rs17183577 A 0.57 0.24 4.36E-04 0.2905 0.2 SLC6A15
(1.78-9.23)
4.13
19 rs441827 T 0.64 0.30 4.62E-04 0.3495 0.35 NALP4
(1.79-9.54)
5.14
22 rs1065464 C 0.30 0.07 4.91E-04 (1.9-13.92) 0.1089 0.098 ENSG00000100208
4.60
5 rs3729961 G 0.35 0.10 5.51E-04 0.1452 0.117 IL6ST
(1.83-11.59)
4.18
4 rs1126673 G 0.61 0.27 5.69E-04 0.3214 0.332 ADH4
(1.77-9.88)
4.00
18 rs17782413 A 0.42 0.15 7.20E-04 0.1934 0.225  SERPINB7
(1.71-9.35)
5.93
19 rs12981996 A 0.21 0.04 7.69E-04 0.06667 0.078 ENSG00000198024
(1.88-18.69)
4.80
4 rs3749598 T 0.28 0.07 7.84E-04 0.1048 0.117 FSTL5
(1.79-12.85)
3.77
4 rs1154400 C 0.57 0.26 8.53E-04 0.3019 0.35 ADH5
(1.66-8.55)
0.07
X rs2515848 A 0.04 0.41 9.58E-04 0.3605 0.4 ENSG00000198930
(0.009-0.54)
3.72
4 rs1126671 A 0.57 0.26 9.92E-04 0.3048 0.333 ADH4
(1.64-8.43)
0.14
X rs3810651 T 0.13 0.50 1.08E-03 0.4516 0.442 GABRQ
(0.04-0.51)
30.5
4 rs7681441 C 0.14 0.005 1.14E-03 0.02358 0 ENSG00000170105
(3.27-284.3)
30.5
4 rs7681953 T 0.14 0.005 1.14E-03 0.02358 0 ENSG00000170105
(3.27-284.3)
30.5
4 rs7682031 C 0.14 0.005 1.14E-03 0.02358 0 ENSG00000170105
(3.27-284.3)
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Para la mielosupresién 16 SNPs mostraron valores de p alrededor de 10" y el resto 10°.

Entre el primer grupo destacan el rs138593 ubicado en el cromosoma 22 y que se ubica en un locus

putativo de MicroRNA. Adicionalmente se puede observar un grupo de SNPs relacionados al gen

ADH4, al igual que otros genes como el IL65T y el ADH5.

Tabla 14. Resultados de analisis de asociacion GWAS para eficacia. Se muestran los 20 SNPs con valores de
p mas bajos para el test alélico de X* o de Fisher, cromosoma, rs-SNP, alelo menor (AM), frecuencias del AM en casos
y controles, valor p, OR con IC 95%, MAF en Gallegos y en CEU (HapMap), y el locus putativo o gen asignado segun la
base de datos del NCBI Build 35 para mayo de 2004.

Frec Frec OR MAF MAF
Cr SNP P Gen
Casos  Control 1C95% GALLEGOS CEU
0.29
20 rs6048760 0.26 0.55 3.57E-05 0.4969 0.57 ZNF336
(0.15-0.53)
0.29
20 rs6063377 0.21 0.47 1.03E-04 0.4228 0.325 DDX27
(0.15-0.55)
4.56
7 rs17151692 0.20 0.05 1.12E-04 0.0838 0.192 PION
(1.99-10.44)
0.31
20 rs3746736 0.26 0.53 1.43E-04 0.4784 0.517 CSTL1
(0.17-0.58)
2.82
9 rs1851724 0.60 0.35 1.82E-04 0.4043 0.508 OR13C5
(1.61-4.92)
0.31
1 rs6427437 0.22 0.48 2.03E-04 0.4294 0.508 orl0tlp
(0.17-0.59)
5.12
11 rs11212684 0.15 0.03 2.26E-04 0.059 0.05937  SLAC2-B
(1.98-13.21)
5.79
16  rs12927214 0.15 0.03 1.16E-03 0.0559 0.5 CNGB1
(2.06-16.33)
5.70
1 rs2820289 0.13 0.02 1.20E-03 0.04908 0.058 NAV1
(2.04-15.96)
5.70
7 rs1637214 0.13 0.02 2.38E-04 0.04908 0.026 ENSG00000136243
(2.04-15.95)
2.73
15 rs3812909 0.53 0.29 2.69E-04 0.3405 0.325 ZNF291
(1.57-4.74)
2.87
9 rs10761073 0.68 0.43 2.78E-04 0.4844 0.517 OR13D1
(1.60-5.15)
2.97 MHC class Il HLA-
6 rs3128917 0.40 0.18 3.01E-04 0.2313 0.308
(1.62-5.44) SX-alpha gene
3.22
14 rs12435621 0.28 0.11 3.06E-04 0.1472 0.125 ENSG00000197176
(1.66-6.21)
3.97
12 rs1609860 0.19 0.05 3.41E-04 0.0864 0.083 STAB2
(1.78-8.84)
2.67
3 rs6793295 0.48 0.25 4.71E-04 0.3043 0.233 ENSG00000171757
(1.52-4.70)
5.76
7 rs1637215 0.12 0.02 5.15E-04 0.04487 0.034 NUPL2
(1.92-17.27)
3.24
X rs6521112 0.58 0.3 5.28E-04 0.3543 0.398 FLI20344
(1.63-6.42)
0.16
6 rs1043863 0.04 0.21 5.85E-04 0.184 0.169 SNX9
(0.05-0.56)
2.57
22 rs2076671 0.48 0.26 6.67E-04 0.3117 0.3 APOL5
(1.47-4.49)
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Al evaluar la eficacia, se observa que un solo SNP, rs6048760, logré la significacion de
10°. Dicho SNP esta ubicado en un gen codificador de una proteina de unidn al ADN del tipo
dedos de Zinc ubicado en el cromosoma 20. En el resto de los SNPs seleccionados con valores de
probabilidad de 10'4, se identifican genes como SLAC2-B con el rs11212684, el CSTL1 con el
rs3746736 y CNGB1 con el rs12927214. Igualmente que a las clases anteriores se observan un
grupo de SNPs con funcién o gen desconocido.

En cuanto al analisis de los genes ya previamente descritos y relacionados con la
toxicidad al tratamiento con AZA (TPMT e ITPA), del total de pacientes reclutados, 232 pudieron
ser genotipados para las variantes previamente asociadas con disminucion de la actividad de
enzimas importantes en el metabolismo del AZA.

En el caso del gen TPMT se encontraron 217 individuos con genotipos correspondientes
a alelos normales (*1/*1) y 15 con alelos mutados bajo heterozigotos (11 para el alelo *3A, 1
para el alelo *3C y 3 para el alelo *2), no encontrandose individuos homozigotos para alelos
mutados. Se observaron las siguientes frecuencias alélicas para el gen TPMT, *1=0.9678,
*3A=0.024, *3C=0.0021 y *2=0.0064. En el gen ITPA, para la variante c.94C>A se encontraron 210
pacientes con genotipos de alelos normales y 22 con alelos mutados en estado de heterozigotos,
sin homozigotos mutados. En la variante IVS2+21A>C se consiguieron 158 individuos
homozigotos para el alelo normal, 70 pacientes heterozigotos y 4 homozigotos para el alelo
mutado. Las frecuencias alélicas fueron de 0.953 para el alelo C en la variante c.94C>A, y de
0.8327 para el alelo A en la variante [VS2+21A>C. Un resumen detallado de los hallazgos
genotipicos se puede observar en la siguiente tabla.

Tabla 15. Distribucion genotipica en la poblacion total y
diferenciada entre casos y controles en los genes TPMT e
ITPA de los pacientes incluidos en el estudio.

Gen Genotipo a Casos Controles
° (232) (75) (94)
*1/*1 217 70 90
*1/*3A 11 7 2
TPMT
*1/*3C 1 0 o
*1/*2 3 1 0
cc 210 70 %%
ITPA
CA 22 3 3
c.94 C>A
AA 0 0 0
AA 158 49 o5
ITPA
AC 70 24 27
1VS2+21A>C
cC 4 2 2

Con relacién al TPMT, de los 15 individuos heterozigotos, 5 desarrollaron algun tipo de
EA, 3 de ellos mielosupresién, 1 pancreatitis y 1 intolerancia digestiva. Para el gen ITPA de los
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portadores de la variante c.94C>A, 5 pacientes desarrollaron EA, 3 artralgias, 1 reaccion cutdnea
y 1 intolerancia digestiva, mientras que para los portadores de la variante IVS2+21A>C, 24
individuos heterozigotos desarrollaron alguno de EA reportados, al igual que dos homozigotos
para el alelo mutado que igualmente desarrollaron intolerancia digestiva y reaccién cutanea
(Tabla 15).

En la siguiente tabla se puede apreciar el resultado de las pruebas de asociacion bajo el
test alélico de los genes TPMT e ITPA y su consideracidon tanto para los EA globales como para
cada uno de forma estratificada.

Tabla 16.Distribucién alélica en los genes TPMT e ITPA para casos y controles para
los EA globales y estratificados. Estimaciones estadisticas, valor p segln test exacto
de Fisher, OR e 1C95%.

TEST A ASOSIACION ALELICA
Variantes Cla?e wt wt mut mut p OR 1€C95%
estudiada Control Casos  Control  Casos
TPMT
EA globales 180 141 4 5 0.5161 1.60 0.42-6.05
Mol. Digst 299 31 9 1 1 1.07 0.13-8.74
Pancreatitis 299 35 9 1 1 0.95 0.12-7.72
Mielosupresion 180 25 4 3 0.0481 540 1.14-25.55
Alopecia 299 2 9 0 1 - -
Artralgias 299 12 9 0 1 - -
Hepatitis 299 10 9 0 1 - -
RX cutdnea 299 26 9 0 1 - -
ITPA
rs3177087 EA globales 176 141 8 5 0.7801 0.78 0.25-2.44
Mol. Digst 291 31 17 1 1 0.55 0.07-4.29
Pancreatitis 291 36 17 0 0.2347 - -
Mielosupresion 176 28 8 0 0.6008 - -
Alopecia 291 2 17 0 1 - -
Artralgias 291 9 17 3 0.0321 5.71  1.41-23.03
Hepatitis 291 10 17 0 1 - -
RX cutdnea 291 25 17 1 1 0.68 0.09-5.36
rs7270101
EA globales 154 118 30 28 0.5608  1.22 0.69-2.15
Mol. Digst 260 24 48 8 0.2072 1.81 0.77-4.26
Pancreatitis 260 28 48 8 0.3387 1.55 0.67-3.60
Mielosupresion 154 24 30 4 1 0.86 0.28-2.64
Alopecia 260 1 48 1 0.2916 542  0.33-88.09
Artralgias 260 10 48 2 1 1.08 0.23-5.10
Hepatitis 260 9 48 1 1 0.60 0.07-4.86
RX cutdnea 260 22 48 4 1 0.98 0.32-2.99

*Rx: reaccion

Al realizar las comparaciones estadisticas se puede notar que no existen diferencias
estadisticamente significativas para los EA globales para ninguno de los dos genes o variantes
génicas implicadas en cada analisis. Mientras que para el caso del TPMT y la mielosupresién
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existe una asociacion significativa con un valor de p de 0.0481 (OR 5.40, IC95% 1.14-25.55) en el
test alélico y para la prueba genotipica con una p de 0.0334 (OR de 7.5, IC95% 1.4456-38.91)
(datos no mostrados). Al igual que para el gen ITPA, donde la variante c.94C>A se asocid de
forma positiva con el desarrollo de artralgias con un valor de p en el test alélico de 0.0321 (OR
5.71, 1C95% 1.41-23.03) y en el test genotipico una p de 0.0251 (OR 8.235 1C95% 1.75-44.08)
(datos no mostrados). Para el resto de los EA no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al comparar las frecuencias entre los controles y los casos bajo ningun tipo de test ni
el alélico ni el genotipico (p> 0.05).

Por otro lado, al evaluar la relacién de estos polimorfismos y la eficacia al tratamiento
con AZA se observd que de los portadores de variantes en el gen TPMT, cuatro pacientes
detuvieron el tratamiento por no obtener respuesta favorable y 8 de ellos toleraron bien el AZA,
no pudiéndose determinar el estatus en 3 de los pacientes. Mientras que para el gen ITPA, con la
variante c.94C>A, 8 pacientes detuvieron el tratamiento por no respuesta, 10 lo toleraron bien y
en 4 no pudo ser determinada. Mientras que para los portadores de la IVS2+21A>C, en 24 no
pudo ser determinada, 10 no respondieron y en 40 la respuesta fue favorable.

Tabla 17. Relacion entre las variantes en TPMT e ITPA con la respuesta
en pacientes tratados con AZA.

No
) Respondedores Indeterminado
Gen Genotipo respondedores
(133) (65)
(34)
wt/wt 125 30 62
TPMT
wt/mut 8 4 3
OR 2.7455
(1C95%) 0.8172-9.2234
Valor-p 0.096
ITPA wt/wt 123 26 61
c.94 C>A wt/mut 10 8 4
OR 4.3214
(1C95%) 1.572-11.8797
Valor-p 0.005
ITPA wt/wt 93 24 41
IVS2+21A>C wt/mut 40 10 24
OR 0.8333
(1C95%) 0.3686-1.8837
Valor-p 0.7363

Al hacer la valoracidon estadistica se pudo determinar que existe una asociacién
significativa entre la presencia de la variante c.94C>A en el gen ITPA y la respuesta al tratamiento
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con AZA, con un OR de 4.3214 (1C95%: 1.572-11.8797) y un valor de p de 0.005 al test genotipico
como se puede observar en la tabla 17.

Sin embargo, esta asociacion entre ITPA y eficacia no se ha logrado confirma en el estudio
de la réplica.

B. Estudio de la replica
1. Datos de la poblacion.

En el caso de estudios de genoma completo, en especial cuando se desarrollan con
pequefios grupos de muestras, las cuales pueden llegar a ser insuficientes para detectar loci con
un efecto bajo o moderado, se hace necesaria la validacion de los hallazgos principales en un
segundo grupo de pacientes con similares caracteristicas que permitan corroborar o no los
resultados encontrados en el primer experimento, emergiendo éstos, de ser ciertos, como
asociaciones reales reproducibles.

Adicionalmente a este objetivo principal de hacer la validacion en un grupo de réplica,
en este segundo paso, se recomienda que el mismo sea realizado como ya se menciond
anteriormente en un grupo de pacientes diferentes al inicial, por un lado, y asimismo, utilizar una
plataforma de genotipado diferente, con el objetivo de poder realizar una evaluacién sistematica
del proceso que permita determinar posibles fuentes de error o sesgo que podrian haber sido
responsables de un falso hallazgo inicial.

En nuestro caso el grupo de réplica estuvo constituido por pacientes con Ell que
recibieron AZA como tratamiento y que pertenecen al Estudio Nacional en Enfermedad
Inflamatoria Intestinal sobre Determinantes Genéticos y Ambientales (ENEIDA). Los pacientes
procedian de distintos hospitales de las comunidades de Cataluia y Madrid. Detalles
demograficos son presentados en la tabla 18. De los 264 pacientes remitidos, luego de la
clasificacion y seleccion de los casos y controles en base a los criterios de tiempo de exposicion al
farmaco y tipo de EA, se escogieron para la posterior evaluacidén con relacién a los EA globales a
85 casos y 63 controles, para la pancreatitis 19 casos y 93 controles, en mielosupresion
cumplieron con los criterios como casos 29 y controles 58, mientras que para la eficacia
quedaron 30 casos y 60 controles.
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Tabla 18. Datos
pacientes incluidos como grupo de réplica.

demograficos

de

los

Categoria n (264) %
Diagndstico
Enfermedad de Crohn 174 66.29
Colitis Ulcerosa 90 33.71
Sexo
Masculino 134 50.76
Femenino 130 49.24
Edad
Promedio (Afios) 34 (9-78) 100
Fumador
Si 71 26.89
No 182 68.94
ND* 11 417
Dosis media de AZA 2.68 -
(mg/kg/dia[rango]) [1,0-3,5]
Tiempo de tratamiento 41 -
(meses[rango]) (1-199)
Respuesta a AZA
No respondedores 30 33.33
Respondedores 60 66.66
Indeterminados 174 -
Efectos Adversos
No 175 67.80
Si 85 32.19
Tipo de Efecto Adverso
Pancreatitis 19 7.20
Intolerancia Digestiva 27 10.62
Mielosupresion 29 10.98
Hepatotoxicidad 12 6.06
Artralgias 4 1.51
Alopecia 1.51
Otros: combinados 9 -

*ND: No determinado

2. Datos del genotipado.

Con relacidon a los SNPs, para la réplica fueron seleccionados un total de 106 SNPs
distribuidos en 4 reacciones multiples analizados por la tecnologia de Sequenom MassArray.
Estos fueron seleccionados, como se comentd en el apartado de materiales y métodos, en
funcion de los que presentaron un valor de p mds bajo para las pruebas alélicas ya sea con la
prueba de Fisher o el X’ en cada categoria de analisis (EA globales, pancreatitis, mielosupresion y
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eficacia), ademas se incorporaron algunos SNPs que resultaron interesantes bajo el modelo
dominante y otros tras un analisis de regresion logistica ajustado por las covariables
mencionadas.

Luego del genotipado del grupo de réplica se siguid con el control de calidad de cada
SNP y muestra. Se lograron genotipar con éxito un total de 94 SNPs, de los cuales dos fueron
eliminados, uno por ser monomorfico y otro por no cumplir el Equilibrio de Hardy-Weinberg en
los controles. Se eliminaron 3 individuos por incongruencias en relacién al sexo fenotipico y
molecular y 13 fueron eliminados por tener una tasa de genotipado < al 80%. Con relacién a las
muestras, la distribucidn de casos y controles quedo definida para EA globales con 80 casos y 59
controles, para pancreatitis con 17 casos y 88 controles, mielosupresién con 25 casos y 53
controles y para la eficacia 29 casos y 55 controles.

3. Pruebas de asociacion en la réplica.

Se determind la asociacion estadistica utilizando la diferencia de frecuencias alélicas
entre casos y controles usando el X’ o la prueba exacta de Fisher en los casos donde habia un
valor menor a 5 en algunas de las celdas de las tablas de contingencia, al igual que en analisis de
la poblacidn inicial. Adicionalmente se estimd la probabilidad conjunta, en una meta-andlisis que
agrupaba la informacion de las dos cohortes de pacientes, la inicial y la de la réplica utilizando el
estadistico CMH (Cochran-Mantel-Haenszel), que calcula una probabilidad y un OR combinada
con los dos niveles considerados.

En las siguientes tablas (tablas de la 19 a la 22), se puede observar un resumen de los
datos generados y los resultados obtenidos en la réplica asi como el estudio en conjunto. Se
muestran los datos replicados con mayores significacion en el test alélico.

En términos generales los resultados de la réplica en cada una de las clases estudiadas
no reflejan valores estadisticamente significativos pues no entran en el nivel de significacidon
estipulado al hacer correccion por test multiples (5x10'4, bonferroni para 92 test), y ademas con
una tendencia a ser mds discretos que en el estudio inicial, lo cual es de considerar debido al
numero de muestras analizadas. Sin embargo, al evaluar la probabilidad conjunta (CMH) puede
apreciarse algunos SNPs que logran obtener un valor significativo (p<0.0005), y con OR en la
misma tendencia al estudio inicial. No obstante, en muchos casos esta significacion en el CMH se
debe al impulso dado por el valor de p en la poblacion inicial.
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Tabla 19. Resultados del analisis de la réplica y meta-andlisis de resultados en
conjunto para el desarrollo de efectos adversos globales.

Cr SNP Anélisis P OR 1C95% Gen
INICIAL 4.40E-05 0.3922 0.24-0.61
17 rs12453150 REPLICA 8.064E-01 1.06 0.66-1.72 FLJ34922
CONJUNTO 1.49E-03 1.69 1.22-2.34
INICIAL 1.29E-03 2.372 1.39-4.04
12 rs4272850
REPLICA 2.587E-01 141 0.78-2.56 TMEM132C
CONJUNTO 1.67E-03 1.88 1.26-2.79
INICIAL 1.39E-03 2.797 1.46-5.34
13 rs17592438 REPLICA 2.697E-01 1.46 0.74-2.87 LOC643677
CONJUNTO 2.12E-03 2.05 1.28-3.27
INICIAL 4.38E-06 5.848 2.27-15.01
23 rs9943012
REPLICA 7.780E-01 0.91 0.46-1.78 LOC139431
CONJUNTO 2.17E-03 2.07 1.27-3.36
INICIAL 8.60E-04 2.152 1.36-3.38
2 rs1545133 REPLICA 3.969E-01 1.24 0.75-2.05 POLR1B
CONJUNTO 2.37E-03 1.68 1.20-2.35
INICIAL 1.20E-03 3.56 1.59-7.97
5 rs13157270 REPLICA 6.350E-01 1.26 0.48-3.31 MASS1
CONJUNTO 4.45E-03 2.35 1.28-4.33
INICIAL 5.27E-04 3.7 1.95-8.97
12 rs2300455 REPLICA 3.88E-01 1.39 0.69-2.81 ACACB
CONJUNTO 6.10E-03 1.86 1.19-2.92
INICIAL 1.43E-03 4.238 1.63-10.98
14 rs7160694 REPLICA 7.895E-01 1.17 0.37-3.67 ENSG00000100629
CONJUNTO 6.62E-03 2.57 1.25-5.25
INICIAL 7.95E-04 2.119 1.36-3.29
5 rs10941112 REPLICA 8.281E-01 1.05 0.65-1.71 AMACR
CONJUNTO 8.44E-03 1.54 1.12-2.13

En el caso de los EA globales ninguno de los SNPs seleccionados muestra una sefial
significativa que pueda ser considerado como de importancia en esta clase de analisis. La p en la
réplica no llega a ser menor a 0.05 en ningun caso.
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Tabla 20. Resultados del analisis de la réplica y meta-analisis de resultados en

conjunto evaluando pancreatitis.

Cr SNP Analisis P OR 1C95% Gen
INICIAL 4.32E-04 10.99 7.16-16.84
16 rs1800124 REPLICA 3.21E-01 211 0.39-11.37 ERCC4
CONJUNTO 7.24E-05 5.51 2.12-14.30
INICIAL 4.96E-06 8.69 5.98-12.62
13 rs10162272
REPLICA 2.71E-01 1.95 0.58-6.54 ENSG00000173223
CONJUNTO 1.51E-04 4.00 1.83-8.75
INICIAL 5.95E-05 4.719 3.56-6.24
3 rs11919970 REPLICA 3.41E-01 1.78 0.54-5.88 EHHADH
CONJUNTO 2.03E-04 3.31 1.70-6.44
INICIAL 1.71E-04 3.614 2.83-4.60
2 rs2280718
REPLICA 4.44E-01 1.38 0.61-3.12 ENSG00000177994
CONJUNTO 1.22E-03 2.32 1.37-3.93
INICIAL 1.77E-05 7.502 5.21-10.78
6 rs6907580 REPLICA 8.90E-01 1.12 0.23-5.42 GPRC6A
CONJUNTO 1.63E-03 3.44 1.50-7.89
INICIAL 8.18E-04 3.487 2.67-4.54
6 rs2297980 REPLICA 4.67E-01 1.55 0.47-5.08 TINAG
CONJUNTO 1.82E-03 2.67 1.41-5.05
INICIAL 7.93E-04 4.296 3.13-5.88
14 rs9464 REPLICA 7.49E-01 1.30 0.26-6.39 ENSG00000022976
CONJUNTO 4.00E-03 2.97 1.37-6.47
INICIAL 1.37E-04 0.1685 0.11-0.24
15 rs678892 REPLICA 9.19E-01 0.96 0.45-2.07 PIGB
CONJUNTO 5.48E-03 0.45 0.25-0.80
INICIAL 1.04E-03 4.178 3.05-5.72
14 rs1053019 REPLICA 8.08E-01 1.22 0.25-6.01 ENSG00000022976
CONJUNTO 5.70E-03 2.85 1.31-6.21

Igualmente en el caso de la pancreatitis no se observa ningin SNP con valores

significativos a nivel de la réplica (<0.05).
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Tabla 21. Resultados del analisis de la réplica y meta-andlisis de resultados en
conjunto evaluando mielosupresion.

Cr SNP Anélisis P OR 1C95% Gen
INICIAL 1.14E-03 30.5 3.27-284.3
4 rs7681441 REPLICA 2.46E-01 4.29 0.38-48.49  ENSG00000170105
CONJUNTO 7.30E-05 11.27 2.24-56.70
INICIAL 1.14E-03 30.5 3.27-284.3
4 rs7681953
REPLICA 2.46E-01 4.29 0.38-48.49  ENSG00000170105
CONJUNTO 7.30E-05 11.27 2.24-56.70
INICIAL 1.14E-03 30.5 3.27-284.3
4 rs7682031 REPLICA 2.46E-01 4.29 0.38-48.49  ENSG00000170105
CONJUNTO 7.30E-05 11.27 2.24-56.70
INICIAL 5.50E-04 4.608 1.83-11.59
5 rs3729961
REPLICA 3.55E-02 2.98 1.04-8.54 IL6ST
CONJUNTO 9.59E-05 3.74 1.86-7.52
INICIAL 1.14E-03 30.5 3.27-284.3
2 rs2438101 REPLICA 5.51E-01 2.06 0.13-33.65  ENSG00000188464
CONJUNTO 2.33E-04 9.45 1.88-47.60
INICIAL 2.50E-04 0 0
9 rs7870554 REPLICA 5.98E-01 2.08 0.28-15.24 KIAA1529
CONJUNTO 2.94E-04 7.58 1.76-32.58
INICIAL 7.84E-04 4.8 1.79-12.85
4 rs3749598* REPLICA 1.05E-01 2.70 0.78-9.32 FSTL5
CONJUNTO 4.36E-04 3.71 1.70-8.11
INICIAL 2.78E-04 4.294 1.87-9.843
22 rs138593 REPLICA 2.68E-01 1.57 0.70-3.51 LOC388910
CONJUNTO 1.27E-03 2.48 1.40-4.40
INICIAL 4.62E-04 4.133 1.79-9.541
19 rs441827 REPLICA 2.74E-01 151 0.72-3.14 NALP4
CONJUNTO 1.66E-03 2.34 1.36-4.02
INICIAL 4.09E-04 4.111 1.80-9.386
15  rs11636318 REPLICA 4.50E-01 135 0.62-2.94 ENSG00000188869
CONJUNTO 4.32E-03 2.20 1.26-3.85

*considerado tras el andlisis del modelo dominante

En el analisis de la mielosupresién, se observa como dato resaltante el rs3729961 en el
gen de la IL6ST, que presenta una probabilidad bruta en la réplica <0.05 (p=0.0355), y una
probabilidad conjunta (CMH) de 9.59x10°, un OR de 3.74 (1C95% 1.86-752), y con una MAF en
gallegos de 14.52%, y entre casos y controles de 35% vs 10%, respectivamente (tabla 13).
Adicionalmente destaca bajo el analisis con el modelo dominante en el caso de la mielosupresién
el rs3749598 que estd ubicado en el gen FSTL5. Llega a presentar una p conjunta en CHM de
6x10‘5, con una p<0.001 en el estudio inicial y con p<0.05 en la réplica.
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Por otro lado, aunque sin relevancia estadistica en el grupo de la réplica cabe mencionar
igualmente la probabilidad conjunta significativa de un grupo de marcadores ubicados en el
cromosoma 4; el rs7681441, el rs7681953 y el rs7682031, entre las posiciones cromosdémicas
166827334-166827631. Sin embargo, al realizar la evaluacién de esta zona cromosdémica se
puede apreciar que hasta el momento no presenta algun gen reconocido o asignado en el
catdlogo del Genoma Humano para febrero del 2009 (GRCh37/hg19), como se aprecia en la
siguiente figura:

Figura 31. Detalle de la region cromosémica 4q32.3 segun el USCS Genome
Browser de la Univ. De California, USA. Se representa grafica con detalle de genes
descritos, conservacion entre especies y SNPs en la zona.
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En relacidn a la evaluacién de la eficacia dos SNPs presentan probabilidades conjuntas
en el rango significativo asi como unos valores p en la réplica inferior o alrededor de 0.05
(p=0.10), por lo cual lo consideramos sugestivo e importante de mencionar. El rs17151692 en el
cromosoma 7 (p=0.02) y el rs6521112 en el cromosoma X (p=0.08). El primero ubicado en el gen
PION y el segundo asociado a un gen codificante de una proteina del tipo dedos de Zinc, un factor
de transcripcion (ZNF673). Estos marcadores mostraron una p conjunta de 4.26x% y 1.80x*,
respectivamente, con unos OR en la misma direccién de lo presentado tanto en el estudio
original como en la réplica. Igualmente se suma en significacion al considerar el analisis con
covariables el rs6460195 ubicado en el gen ZNF138 en el cromosoma 7 con un valor de p inicial
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de 2.37x10-3, en la réplica con un valor <0.05 y una p conjunta de 5.10x‘5, en todos los casos se
mantienen los OR con la misma tendencia.

Tabla 22. Resultados del analisis de la réplica y meta-andlisis de resultados en
conjunto evaluando la eficacia.

Cr SNP Analisis P OR 1C95% Gen
INICIAL 1.12E-04 4.569 1.99-10.44
7 rs17151692 REPLICA 1.09E-02 4.52 1.30-15.77 PION
CONJUNTO 4.26E-06 4.55 2.28-9.10
INICIAL 5.28E-04 3.241 1.63-6.42
X rs6521112
REPLICA 8.63E-02 1.93 0.91-4.10 FLJ20344/ZNF673
CONJUNTO 1.80E-04 2.58 1.56-4.27
INICIAL 2.37E-03 2.621 1.42-4.82
7 rs6460195* REPLICA 1.24E-02 2.48 1.23-5.02 ZNF138
CONJUNTO 5.10E-05 2.56 1.61-4.06
INICIAL 1.03E-04 0.2955 0.15-0.55
20 rs6063377
REPLICA 7.69E-01 091 0.47-1.75 DDX27
CONJUNTO 1.55E-03 0.49 0.31-0.77
INICIAL 2.69E-04 2.733 1.57-4.74
15 rs3812909 REPLICA 7.24E-01 1.13 0.57-2.25 ZNF291
CONJUNTO 2.43E-03 191 1.25-2.93
INICIAL 4.71E-04 2.678 1.52-4.70
3 rs6793295 REPLICA 7.40E-01 1.14 0.53-2.44 ENSG00000171757
CONJUNTO 3.06E-03 1.95 1.24-3.05
INICIAL 5.85E-04 0.1696 0.05-0.56
6 rs1043863 REPLICA 8.05E-01 0.78 0.28-2.13 SNX9
CONJUNTO 3.42E-03 0.34 0.16-0.72
INICIAL 1.42E-04 0.3198 0.17-0.58
20 rs3746736 REPLICA 8.91E-01 1.05 0.55-2.00 CSTL1
CONJUNTO 4.87E-03 0.54 0.35-0.84
INICIAL 2.78E-04 2.874 1.60-5.15
9 rs10761073 REPLICA 9.90E-01 1.00 0.52-1.90 OR13D1
CONJUNTO 5.75E-03 1.80 1.18-2.76
INICIAL 1.82E-04 2.823 1.61-4.92
9 rs1851724 REPLICA 6.90E-01 0.87 0.44-1.72 OR13C5
CONJUNTO 8.06E-03 1.75 1.15-2.67
INICIAL 3.41E-04 3.974 1.78-8.84
12 rs1609860 REPLICA 7.61E-01 0.83 0.24-2.82 STAB2
CONJUNTO 9.55E-03 2.27 1.18-4.37

*incluido en la réplica tras el andlisis logistico ajustado por covariables
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1. Consideraciones generales.

En el estudio de asociacién de genoma completo en relacién al desarrollo de EA globales
al tratamiento con AZA, asi como para la aparicion de pancreatitis o mielosupresién y al igual que
la evaluacion de la eficacia, no hemos encontrado ningin SNP que cumpla con el criterio de
significacion estadistica establecido en nuestro analisis (bonferroni, 10"6). En este sentido,
posterior a la realizacidon de un estudio de asociacién y a la evaluacién de los resultados si se
consigue que no existe diferencias estadisticas entre las variables estudiadas se debe considerar
si la ausencia de significacidon indica realmente que no existe una diferencia o asociacidn
clinicamente relevante, o simplemente que no se dispone de suficiente nimero de pacientes
para obtener hallazgos significativos. En nuestro caso, reconocemos que en nuestro estudio, con
233 pacientes totales, que ademads se ve fraccionado en cada una de las clases consideradas el
valor de pacientes integrantes de cada grupo se hace mucho menor aunado a los
aproximadamente 11.200 SNPs que entraron en el analisis presenta una limitacion considerable
en relacién al efecto del locus que esperariamos haber encontrado o incluso aquellos que
esperariamos haber dejado fuera.

Si bien la baja potencia es una caracteristica comun a los estudios de farmacogenética, la
muestra analizada (por ej. en el caso de la mielosupresiéon) muestra un 80% de poder (potencia)
para detectar al nivel de significacion de GWAS la asociacién de un SNP de frecuencia moderada
con un OR de 9.5. Esto supone que genes (SNPs) de efecto considerablemente mayor a esto
deberian haber sido detectados en nuestro estudio y sin embargo no ha sido asi, apoyando la
idea de la ausencia de genes de efecto mayor en Ell.

Sin embargo, hemos conseguido evidencia sugerente de asociacion con SNPs
posiblemente implicados en algunos genes nuevos tanto para la mielosupresion como para la
eficacia al tratamiento con AZA.

2. Genes implicados en la mielosupresion.

2.1 El gen IL6ST

Tal es el caso del rs3729961 ubicado en la regidon 5'UTR del gen IL6ST, el cual ha sido
mapeado en el cromosoma 5q11.2 (140), contiene 14 exones y llega a expandir
aproximadamente una region de 51 kb. La proteina codificada por este gen, también conocida
como gpl130, es un transductor de sefial compartida por muchas citosinas (141), como la
interleucina6 (IL-6), la interleucina 11 (IL-11), el factor inhibitorio de la leucemia (LIF), el factor
neurotrofico ciliar (CNTF), y la oncostatin M (OSM) (142), entre otros.

83



Farmacogendmica del AZA
Discusién

Figura 32. Diagrama de interaccion génica entre el gen IL6ST y
otros genes pertenecientes a diferentes vias de sefalizacion
intracelular.
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La IL-6 es una citoquina inmunomoduladora que actta a nivel de la superficie celular
como parte de un complejo de ensamble proteico que interviene en la activacion de la
sefializacidn intracelular compuesta de IL6, IL6RA, y del receptor gp130 (/L6ST) (143). La IL-11 es
una citosina multifuncional aislada por primera vez en 1990. Es un regulador clave de multiples
eventos en la hematopoyesis, en particular de la estimulacién de la maduraciéon de
megacariocitos (144). El factor inhibitorio de la leucemia (LIF), es igualmente una citoquina de
clase 6, reguladora del crecimiento y desarrollo celular. Participa como molécula intermediaria
entre el sistema inmune y diversos procesos fisioldgicos, interviniendo en la promocion del
crecimiento y diferenciacidon de diferentes tipos celulares asi como el desarrollo neuronal y la
implantacion del cigoto (145,146). El factor neurotréfico ciliar (CNTF), es una proteina con
funciones regulatorias del crecimiento del sistema nervioso, tanto como estimulante del mismo
como de protector de su degradacién ante la presencia de procesos inflamatorios (147), y la OSM
es una citocina pleiotrépica que pertenece al grupo de la IL-6, muy parecida a LIF en estructura y
funcidn. Se estima que trabaja a nivel del desarrollo del higado, hematopoyesis, la inflamacion y
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posiblemente el desarrollo del SNC. También se asocia con la formacién y recambio o destruccion
Osea (148,149).

Todas estas citoquinas actuan a través del complejo receptor de membrana del que
forma parte la proteina gp130, donde la sefializacidn se desencadena por homodimerizacién de
IL-6 o por la heterodimerizacién de las proteinas LIF-Rb/gp190, IL11, LIF, OSM y CNTF, junto a la
gp130 (150,151). Razén por la cual, estas citosinas intervienen en actividades similares en
diversos tejidos bioldgicos.

Estudios en modelos animales (ratones), sugieren que el gen IL6ST juega un papel critico
en la regulacion de la apoptosis de los miocitos, participando en la respuesta de las células
cardiacas ante el stress fisioldgico (152). También se han podido asociar ciertos defectos a nivel
del sistema de sefializacion intracelular de vias reguladas por STAT1/3 y SHP2-Ras-ERK, que
tienen en comun a la proteina gp130, con fenotipos relacionados con afectacion a nivel de la
mucosa gastrointestinal (153).

Igualmente, se reportan alteraciones a nivel de la proteina gp130 relacionadas con el
desarrollo de patologias autoinmunes como la artritis reumatoide (154). Otras evidencias
mostradas por Nakagawa y colbs., en el 2010, relacionan la acciéon de la IL-6, con el desarrollo de
enfermedades crénicas autoinmunes. La IL-6 regula positivamente el desarrollo de linfocitos
T-CD8 via Foxp3 las cuales a su vez regulan la inflamacidon crdénica en la artritis reumatoide con la
participacion de células T(h)17(155).

Igualmente mutaciones en el gen IL6ST, son encontrados casi exclusivamente y forman
parte de la clasificacion molecular del carcinoma hepatocelular, un tumor frecuente derivado de
la trasformacién maligna de los hepatocitos (156), donde este gen funciona como un oncogén.

Aunque hasta el momento no se ha demostrado una asociacion directa entre el IL6ST y
su activacion ante la accion de algin farmaco o una posible vinculaciéon directa con la
mielosupresion, el papel que se ha venido describiendo sobre su participacién directa o por las
proteinas que lo acompafian, en procesos inmunoldgicos crénicos y cancerosos, asi como la
regulacion de los procesos fisioldgicos de crecimiento, maduracion y diferenciacion de diferentes
tipos celulares, entre ellas las hematopoyéticas, lo hace un buen candidato para seguimiento en
estudios posteriores que permitan dilucidar y establecer su relacion con el desarrollo de la
mielosupresién en pacientes con una enfermedad de compromiso inmunoldégico, como lo es la Ell
y su respuesta ante la aplicacidn del tratamiento con AZA.

En el mismo sentido, al considerar las probables variaciones patoldgicas en algunas de
las otras proteinas que intervienen en el complejo integradas a gp130, es importante destacar el
papel que pueda estar desarrollando la IL-11 con el fenotipo de mielosupresion aqui relacionado.
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La IL-11, inicialmente descrita en 1990 (157), es definida principalmente como una
citocina hematopoyética. El gen se encuentra ubicado en el brazo largo del cromosoma 19,
especificamente en 19q13.3-q13.4. Es miembro de la familia de la IL-6 ya que utiliza a la proteina
gp130 como el componente de sefializacién de su receptor.

Desde el afio 1993, es reconocido su importante papel en procesos hematopoyéticos y
del sistema linfoide. La proteina purificada muestra una actividad multifuncional, que influyen en
la proliferacién y diferenciacidon linfohematopoyética de células madre, proliferacion y
diferenciacion de células progenitoras megacariociticas, proliferacion de células progenitoras
eritroides, la maduraciéon de linfocitos B, la activacidn de los hepatocitos, sintesis de proteinas de
fase aguda y la adipogénesis (158). Estudios en primates han demostrado que la aplicacion de
IL-11 recombinante es efectiva para reducir y aminorar la severidad de la mielosupresidon en
animales irradiados o que han recibido quimioterapia (159,160). Al igual que estudios in vitro han
dado evidencia del efecto estimulante sobre el Factor Estimulador de Colonias Granulociticas
(G-CSF, en inglés), sugiriendo su uso terapéutico combinado para el tratamiento de la
mielosupresién inducida por quimioterapia (161).

El rhiL-11 (Neumega), es un compuesto de IL-11 recombinante que se ha elaborado y
aprobado por la FDA en los Estados Unidos para su uso en la prevencién de la trombocitopenia
grave que ocurre después de la quimioterapia del cancer. Igualmente, se ha observado que el
rhiL-11 estimula procesos anti-inflamatorios en una gran variedad de modelos animales tanto en
procesos agudos como crémicos, incluyendo la Ell, entre varios modelos de enfermedades
inflamatorias autoinmunes o sindrémicas (162). Se cree que este efecto lo realiza por medio de la
regulacion de la linea celular macrofagica que brindaria una mejora en la respuesta de proteccién
a nivel intestinal (163).

El gen de la IL-11, al ser calificado como uno de los genes de la inflamacion, ha sido
considerado como probable gen de susceptibilidad para la Ell (164,165). Sin embargo, no se han
encontrado pruebas significativas de su asociacién con la etiologia de la enfermedad (166). Al
igual que su uso terapéutico para tratar la Ell tampoco ha generado resultados satisfactorios
(167).

2.2. El gen FSTL5

El gen FSTL5 se encuentra ubicado en el cromosoma 4 en la region g32.3, codifica para
una proteina de aproximadamente 845 aminoacidos, la cual, funciona a nivel de la matriz
extracelular en probable interaccion con otras proteinas del tipo metaloproteasas. Se han
reconocido 5 isoformas de las cuales 3 llegan a formar proteinas. Estudios de homologia entre
especies evidencian que el gen se encuentra conservado en chimpancé, perro, ratdn, rata, polloy
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pez cebra. Igualmente, presenta en su estructura proteica varios dominios conservados entre los
que destacan uno del tipo de Ig, uno del tipo Kazal_FS, y otros dos de funcién aln desconocida
llamados dominios COG y PTZ.

En el afio 2009 un grupo de investigadores estudiando el desarrollo central de la region
dorsal en ratones tratando de indagar sobre el mecanismo de quimioatraccién de este grupo de
células especializadas, lograron demostrar la expresion aumentada en la medula espinal dorsal
de seis genes nuevos dentro de los cuales destaca el gen homologo fstl5 (168).

Efectivamente poco se conoce sobre su funcidén especifica, pero en base al perfil
filogenético de la proteina se ha podido establecer empiricamente su posible interaccidon con
otras proteinas (169), y asi se ha podido asociar al gen FSTL5 con otros genes como el MMP1, el
MMP2y el TIMP1.

Figura 33. Diagrama de interaccién génica entre el gen FSTL5 y
otros genes pertenecientes a diferentes vias de sefializacion

intracelular.
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Los tres genes asi relacionados intervienen en el catabolismo de la matriz extracelular,
bajo la interaccion como metaloproteasas de matriz (MMP). Tanto el gen MMP1 como el MMP2
estan involucrados en la degradacién de la matriz extracelular en procesos fisioldgicos normales,
como el desarrollo embrionario, la reproduccion y la remodelacién de tejidos, asi como en
procesos patoldgicos como la artritis y el desarrollo de metastasis. La mayoria de proteinas MMP
son secretadas como proteinas inactivas que necesitan ser escindidas por proteasas
extracelulares para ejercer su funcion. Especificamente el gen MMP1 codifica una enzima que
descompone el colageno intersticial tipo |, 1l y ll, y se ha reportado asociado a diversos procesos
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fisiologicos y ademas patoldgicos como alteraciones cardiacas, procesos de prolapsos pélvicos e
incontinencia urinaria, desarrollo de procesos cancerosos, e incluso sordera subita, entre otros
(170-175). EI gen MMP2 codifica una enzima que degrada el coldgeno tipo IV, principal
componente estructural de las membranas basales. La enzima desempefia un papel en la ruptura
del endometrio menstrual, la regulacién de la vascularizacién y la respuesta inflamatoria.
Alteraciones en el mismo se han relacionado con ruptura de membranas en embarazos a
pretérmino, desarrollo de alteraciones cardiacas, y procesos neoplasicos con capacidad
metastasica (176-180), asimismo, mutaciones en este gen se han asociado con el sindrome de
Winchester y el sindrome de NAO (nodulosis-artropatia-osteolisis) (181-183).

Por otro lado, el gen TIMP1 pertenece a la familia de los genes TIMP y las proteinas
codificadas por esta familia de genes son inhibidores naturales de MMP. Ademas de su funcion
inhibitoria contra la mayoria de las MMP conocidas, la proteina codificada es capaz de promover
la proliferacion celular en una amplia gama de tipos celulares y también se le reconoce cierto
papel antiapoptético. La transcripcion de este gen es altamente inducible en respuesta a muchas
citoquinas y hormonas y se encuentra localizado en el intrén 6 del gen SINAPSIN |y se transcribe
en direccion opuesta. Se ha relacionado el aumento de la expresion de este gen con la resistencia
a la apoptosis inducida por TNF-a en lineas celulares de osteosarcomas (184), igualmente la
concentracion plasmatica del TIMP1 se presenta como un biomarcador para evaluar la respuesta
a la primera linea de terapia en céncer de ovario (185), en el mismo sentido la cuantificacion
seroldgica del TIMP1 sirve como indicador para diferenciar pacientes con enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC) de pacientes fumadores asintomaticos de bajo riesgo de desarrollar
EPOC, encontrandose elevados los niveles de TIMP1 en el primer grupo (186).

Valido para las observaciones anteriormente hechas, aunque le mecanismo por el cual
directamente estos genes puedan estar influenciando el desarrollo del fenotipo de
mielosupresion en pacientes con Ell que reciben AZA, la importancia de sus funciones en
procesos metabdlicos fisioldgicas y su alteraciones descritas en procesos patolégicos podrian dar
pistas en estudios posteriores sobre el posible papel de estos genes en dicho proceso bioldgico
gue condiciona de cierta manera el nivel de respuesta ante el farmaco.

2.3. El gen TPMT

Se han descrito en la literatura cientifica diversas variantes genéticas en TPMT que han
sido sistematicamente relacionadas con la aparicién de toxicidad al tratamiento con AZA. Es
reconocido que pacientes portadores de alelos asociados con baja o nula actividad enzimatica de
TPMT, especialmente en estado de homocigosis, tienen un aumento significativo en el riesgo de
desarrollar mielosupresion como resultado de la acumulacion excesiva de 6-TGNs, compuestos
activos de las tiopurinas; AZA y 6-MP (187,188), por lo que AZA no es recomendado en estos
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pacientes. Sin embargo, una reduccion de la dosis inicial de 10-15% de la dosis estandar se puede
utilizar para el tratamiento de estos casos (189).

En nuestro estudio, encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las
variantes de TPMT y la mielosupresién como efecto secundario al tratamiento con AZA (p<0.05),
este resultado esta de acuerdo con otros reportes en la literatura donde es reconocido que los
pacientes con deficiencia de TPMT estan en mayor riesgo de desarrollar la mielosupresion
(16,95,190,191). Sin embargo, la importancia clinica del sobre la determinacion del polimorfismo
en TPMT previo a la implementacion del tratamiento con AZA es un tema que hasta el dia de hoy
genera controversia. Aunque es sabido que su actividad puede determinar, al menos en parte, la
eficacia clinica de la terapia con AZA, el porcentaje de individuos portadores de alelos mutantes
es muy bajo en la poblacién general (0,3% en poblacidn caucasica).

En el mismo sentido, la presencia de un alelo mutado por si solo no garantiza la
ocurrencia de algun EA, puesto que el espectro de comportamiento en los individuos
heterozigotos es muy amplio, desde no sufrir ningun efecto hasta incluso desarrollar alguno con
probable compromiso del estado de salud, e incluso la muerte. Razéon por la cual la
determinacién del genotipo de TPMT seria especialmente util solo cuando permita identificar
individuos homozigotos para alelos mutados propensos a desarrollar EA, especialmente
mielosupresion. Debido a esto, frecuentemente se cuestiona la utilidad de esta herramienta en la
aplicacién clinica, a pesar de que la FDA (Food and Drug Administration), recomienda la
determinacién del estatus genotipico del paciente previo a la administraciéon de tiopurinas, el
verdadero valor es ciertamente limitado pues se ha visto que mutaciones en TPMT llegan a
ocurrir solo en una tercera parte de los pacientes que desarrollan mielosupresion al recibir AZA
(11,192), razén por la cual el recaer solo sobre el genotipo de TPMT el seguimiento o la
monitorizacién de la mielosupresién resulta inadecuado.

Por otra parte, no encontramos ninguna asociacion estadisticamente significativa entre
la presencia de alelos mutantes en TPMT y otros EA diferentes a la mielosupresion. Entre los 232
pacientes analizados en nuestro estudio, no se encontraron individuos homocigéticos para las
variantes de baja actividad enzimdtica de TPMT. Solo 15 pacientes (6,57%) llegaron a ser
heterozigotos y entre ellos, sélo el 33,33% desarrollaron algun tipo de efecto secundario. Estos
resultados son comparables con el estudio publicado por Stocco y colbs., (104), donde
igualmente no encontraron asociacion significativa entre la toxicidad relacionada con AZA vy el
genotipo en TPMT (p=0,061), aunque es de considerar que este estudio fue realizado en
pacientes pediatricos con Ell.

Datos como estos, sirven como evidencia para demostrar que el genotipo de TPMT no
puede ser considerado como Unica causa o, la causa directa de los EA al tratamiento con AZA, ya
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que, incluso cuando ellos estan presentes no siempre van acompafiando el desarrollo de
toxicidad.

3. Genes implicados en la eficacia.
Ahora bien en el caso de la evaluacion de la eficacia, tres SNPs han resultado resaltantes;

el rs17151692 ubicado en el cromosoma 7, el rs6521112 en el cromosoma X y el rs6460195, que
se ubica igualmente en el cromosoma 7.

3.1. El gen PION

El rs17151692 se encuentra ubicado en la regién exdnica del gen PION (pigeon
homodlogo en Drosophila). El gen PION se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7, en la
banda 11.23 (193). Es un gen altamente conservado entre especies; encontrandose en la mayoria
de invertebrados como el chimpancé, perro, vaca, ratdn, rata, pollo, pez cebra, ademas de
insectos como la Drosophila Melanogaster. El gen contiene 31 exones y codifica para una
proteina de 854 aminoacidos, la cual, luego de un proceso catalitico libera un fragmento de 16
kDa (GSAP-16K) derivado de 121 residuos de la regidon C-terminal de la proteina que se conoce
como la proteina activadora y-secretasa (GSAP), componente principal del complejo gamma-
secretasa (194).

El complejo de la gamma-secretasa es un grupo de endoproteasas que cataliza la
escision intramembranosa de proteinas integrales de membrana como la APP (proteina
precursora beta-amiloide) y los receptores Notch, entre otros. Su descubrimiento, estudio y
avances en el entendimiento de su biologia molecular se han centrado en su importante papel en
el desarrollo de la enfermedad Alzheimer (Alzheimer Disease, AD, en inglés). El complejo es
responsable del ultimo paso en el procesamiento de la proteina precursora del amiloide (APP)
(195), generando los péptidos beta-amiloide(A), que inician el complejo patolédgico en cascada
que conduce por su acumulacion a la enfermedad de Alzheimer (196).

Por otro lado, una de las caracteristicas mads resaltantes del complejo gamma-secretasa
es su capacidad de procesamiento de mas de 60 tipos diferentes de proteinas transmembrana,
con la caracteristica de que sus diferentes sustratos no comparten ninguna secuencia de
consenso en torno a sus sitios de corte (198,199). Entre este grupo tan diverso de proteinas
procesadas por este complejo la mas notoria es la proteina Notch.
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Figura 34. Diagrama del complejo gamma secretasa. Compuesta por: La
PS1 es una proteina de membrana integral con dominios transmembrana
multiples, la proteina BACE/beta-secretasa (azul) y la proteina gamma-secretasa
(purpura).

Tomado de: Rev Electron Biomed / Electron J Biomed 2006;1:88-88-99 (197)

La proteina Notch, pertenece a un grupo de proteinas de receptores transmembrana
que regulan el destino de la célula en varios procesos biolégicos importantes, durante el
desarrollo embrionario, morfogénesis, crecimiento y diferenciacion celular de linfocitos T,
desarrollo neuronal, regeneracion muscular y homeostasis dsea, entre otros (200-203). La familia
de Notch incluye genes para 4 receptores altamente conservados desde invertebrados hasta
mamiferos, NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, y NOTCH4, cuyos ligandos son de al menos cinco tipos y
pertenecen a la familia Delta y JAG/Serrate (DSL): JAG1, JAG2, Delta-Like (DLL-1,DLL3 y DLL4).
Estas proteinas median sefiales en una gran cantidad de procesos bioldgicos, principalmente de
desarrollo y diferenciacién celular, y son transmitidas a través de contacto directo entre células
vecinas que expresan dichos receptores Notch (204).

Todos los receptores tienen un dominio extracelular que contienen multiples elementos
en tandem de factor de crecimiento epidérmico (Epidermal growth factor, EGF en inglés) y una
region intracelular cuya porcion citoplasmatica estd compuesta de una proteina de unién al ADN
(RBP-jk) que presenta un dominio RAM (205). Adicionalmente, se encuentran dependiendo del
miembro de la familia un grupo de 6 proteinas del tipo ankirina (ANK), delimitadas por dos
sefiales de localizacién nuclear (NSL), un dominio de transactivacidn (TAD, en inglés), y por ultimo
un dominio rico en residuos de prolina, gultamina, serina y treonina (PEST), que controla la vida
media del receptor (206). El estudio de la via de sefializacion mediada por Notch ha contribuido

fundamentalmente a la comprensiéon de un nuevo tipo de proceso de sefializacion celular,
llamado protedlisis intramembranosa regulada (207).
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La seiializacion mediada por Notch depende de varios tipos de eventos proteoliticos,
donde intervienen proteinas como la furina, proteina encargada del primer corte que genera un
receptor heterodimérico (201,208) que se dirige a la superficie de la célula donde es capaz de
interactuar con otros ligandos de Notch presente en la superficie de células vecinas, uniéndose a
ligandos como Serrate, Lag-2, Delta o Jagged y desencadenando un segundo evento proteolitico
mediado por un grupo de proteinas miembros de la familia de proteinas ADAM (ADAM10 vy
ADAM17) del grupo de las metaloproteasas llamadas TACE, entre otras (209-211).

Otro evento proteolitico dirigido por el complejo gamma secretasa produce la liberacion
del dominio intracelular de Notch (DICN) (212), el cual se transloca al nucleo donde funciona
como un activador transcripcional tras sumarse a las proteinas nucleares CSL(CBF1/Su(H)/Lag-1) y
a la proteina de sefial de recombinacién de inmunoglobulinas kappa J (RBP-Jk), un grupo de
proteinas de unién al ADN que median activacién o represion de diversos grupos de genes
llamados “suppressor of hairless o Hairy/Enhancer of split (HES)”,y LAG1 (213).

Figura 35. Diagrama representando A: Estructura de los receptores de Notch y sus ligandos y
B: Esquema de la via de sefializacion de Nocth. Receptores y ligandos de Nocth contienen elementos
conservados y repeticiones en tandem de EGF. La sefializacion de Nocth comienza con la unidn al receptor,
continua por una escision proteolitica donde interviene la gamma secretasa para liberar el Dominio
Intracelular de Nocth (NICD), que se trasloca al ntcleo y en unidn otros complejos estimula la trascripcion de
diversos genes.
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Otros genes regulados por Notch incluyen proteinas y factores que intervienen en el
control del ciclo y la supervivencia celular, como: p21WAF1/CIP1 (un inhibidor de la quinasa
dependiente de ciclina que actia como un sensor y efector de multiples senales anti-
proliferativas), DELTEX (un regulador positivo de la actividad de Notch), el factor nuclear- kappa B
(NF-EB) (un factor de transcripcidn), ciclina D1 (un sensor mitégenenico y activador alostérico de
la quinasa dependiente de ciclina-CDK4/6) y c-myc (un oncogén y regulador del ciclo celular)
(219-223).

Asimismo, la via de sefializacién de Notch se identificd inicialmente como un mecanismo
modulador del proceso de apoptosis. El complejo DICN interactia y media la inactivacién de p53
por fosforilacidn (224). Del mismo modo, recientemente, la survivina, una proteina miembro de
la familia de proteinas de inhibicion de la apoptosis (API) y un inductor de la proliferacion celular,
se identific6 como un nuevo gen estimulado por el Notch (225,226). La estimulacién de Notch
resulta en una directa estimulacién de la transcripcion del gen survivin a través de al menos una
RPB-Jk a nivel del promotor del gen (227).

Igualmente, se reconoce el papel importante que poseen estas proteinas antes
mencionadas (GSAP y la via Notch), en procesos fisioldgicos normales de los organismos
multicelulares. Alteraciones en algunos de estos niveles se han asociado con diversos procesos
patoldgicos como el cancer y algunas enfermedades crénicas con compromiso inmune (228-232).

Por ejemplo, Notch1 se ha encontrado ser un factor mediador de la actividad neoplasica
del oncogén Ras (230). El Ras activo estimula la expresion de Notchl la cual se ha visto es
necesaria para mantener el fenotipo neopldsico en células humanas transformadas tanto in vitro
como in vivo. Por otro lado, la proteina Nocth2 ha presentado un comportamiento particular
donde se ha visto que su expresidn se asocia con mejor tasa de supervivencia en pacientes con
cancer de mama (233). En este sentido, O'Neill y colbs (234) encontraron que la expresion
constitutiva de Notch2 incrementa la apoptosis in vitro en lineas celulares de adenocarcinoma
humano, suprime el crecimiento del tumor y disminuye hasta un 60% el nimero de tumores,
tamafo y caracteristicas necrdticas. Contrariamente, cuando la expresién de Notch2 esta
disminuida se observa un fenotipo mas agresivo de cancer de mama. En el mismo trabajo se
evalué el papel de la proteina Notch4 en cultivos celulares y se observéd que los tumores
estimulados por la presencia de esta proteina se comportaban de forma mdas agresiva y
generaban un sistema de vascularizacién mas desarrollado, indicando un papel para Notch 4 de
promotor del fenotipo maligno. También, se ha visto que Notch4 tiene la capacidad de subvertir
la morfogénesis epitelial normal y promover la de la matriz extracelular (235). Con relacién a
Notch3, se ha demostrado que su baja regulacién suprime de forma significativa la proliferacién
de lineas celulares de tumores mamarios ErbB2-negativos (236).
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Aportes como estos antes mencionados dan evidencia de que la familia Notch puede
funcionar como un oncogén o regulador inhibitorio del crecimiento tumoral en varios tipos de
canceres. Es decir que su papel regulatorio en el ciclo celular es primordial y sumamente
controlado. En consideracion a esto y al probable papel que jueguen estas proteinas en la
resistencia al tratamiento con AZA en pacientes con Ell, podemos especular que bajo ciertos
modelos de los antes descritos o alglin mecanismo nuevo sin descubrir, estas vias de sefializacién
que involucran al complejo de la gamma secretasa y probablemente a la familia Notch brinden la
oportunidad a las células de los pacientes resistentes al AZA de evadir el efecto inhibitorio de la
mitosis que ejerce el fdrmaco como consecuencia terapéutica al interferir con el metabolismo
celular, especialmente con el metabolismo de las purinas que conlleva a inhibir la sintesis de
ADN, ARN y proteinas. Ante esto, algunos de estos nuevos genes podrian estar aportando una
fuerza que estimule ya sea, la proliferacion y diferenciacidn celular, o por otro lado que inhiba el
proceso de apoptosis.

3.2. El gen ZNF673.

Otro SNP que resulto llamativo en relacién a la evaluacidn de la eficacia al tratamiento
con AZA fue el rs6521112. Este marcador corresponde a un gen que codifica una proteina del tipo
Dedos de Zinc, llamado ZNF673. El mismo contiene 7 exones y expande en una region de
aproximadamente 27.3 kb y esta ubicado en el cromosoma X en la region p11.3 (237).

La familia de genes denominados Proteinas factores de transcripcion del tipo dedos de
Zinc (ZFP-TFS), codifican para proteinas que actlan como activadores y represores de la
transcripcion de multiples genes, que tienen la caracteristica de estar compuestos por un
dominio de la proteina zinc finger (ZFP) y cualquiera otro componente de la diferente variedad de
efectores de transcripcion, los cuales ejercen su efecto modulador sobre las regiones vecinas de
cualquier secuencia a la que se une el dominio ZFP (238).
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Figura 36. Diagrama de la estructura basica de una proteina

dedos de zinc del tipo C2H2. Estas  proteinas
constan de los dedos en el que dos residuos de histidina en la a-hélice y dos
residuos de cisteina en las hojas B
interactian con el d&tomo de zinc. Residuos de aminoacidos dentro de la a-hélice
reconocen la secuencia objetivo en el ADN.
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Tomado de: J Mol Biol 2005 Dec 2;354(3):507-519 (238)

Estructuralmente, un gran grupo de las proteinas dedos de zinc contienen un dominio
N-terminal que interactla con otras proteinas y un C-terminal compuesto por el dominio C2H2
del grupo Kruppel-type que es por medio del cual se unen al ADN. Asimismo, otro grupo de genes
ZFP tienen un dominio N-terminal del grupo KRAB (Kruppel-Associated Box), la cual puede
conferir actividad de represion transcripcional mediante el arresto de la proteina KAP-1, que a su
vez recluta la maquinaria de la histona deacetilasa y la histona metiltransferasa para la
modificacion del efecto de la cromatina y el silenciamiento de genes (239). También se han
descrito otros tipos de dominios importantes como lo son SCAN, BTB y SET (240-242).

Gracias a su estructura funcional de homo o heterodimeros, los dedos de zinc se pueden
vincular de forma lineal al reconocer secuencias de acidos nucleicos de diferentes longitudes, lo
que le confiere un gran numero de posibilidades combinatorias para el reconocimiento especifico
de ADN o ARN, incluso proteinas. Estos se encuentran muy extendidos en la entre las especies y
se estima que llegan a representar cerca del 3% de los genes del genoma humano (238,243). Otra
ventaja de su tipo de topologia funcional, es la no necesidad de simetria de los sitios de unién al
ADN, lo que le permite de alguna forma poseer una secuencia comun a varios genes (por lo
general relacionados funcionalmente), con el objetivo de regular la transcripcién de todos estos
genes con un Unico factor de transcripcidn. Alternativamente, también es posible dirigir una
familia de genes relacionados con una sola modulacién de la expresién del factor de transcripcidn
en si mismo que controla la de ellos (238).
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Como consecuencia de esta habilidad de adaptacion que le brindan sus multiples
conformaciones estructurales, los factores de trascripcion proteinas dedos de zinc pueden
interactuar practicamente en cualquier mecanismo o ruta bioldgica en la célula, ya sea regulando
o reprimiendo la expresion de algin o grupos de genes que de manera orquestada condicionan la
respuesta del organismo ante algun evento en particular. En este sentido, se han podido asociar
a diferentes procesos como: el control del crecimiento y diferenciacion celular (244-246),
participacion en procesos malignos o enfermedades crénicas (247-252), funcionando acoplados a
hormonas (253-256), e incluso en respuesta ante ciertos medicamentos (257), en especial en
drogas antineoplasicas donde sirven como mediadores del proceso apoptdtico (258).

Igualmente, mutaciones en algunos genes de la familia de ZFP-KRAB han sido asociados
directamente con enfermedades humanas. Alteraciones especificas en alguno de tres genes
cercanamente relacionados en la regidén Xp11 pueden causar retardo mental ligado al X de tipo
no sindrémico (ZNF41, ZNF81y ZNF674) (258,259,259).

En nuestro caso, el SNP que surge como sugerente en nuestra evaluacion de la eficacia al
tratamiento con AZA (rs6521112), se encuentra ubicado en el gen ZNF673. El gen ZNF673 parece
ser una duplicacién parcial invertida del gen ZNF674. La proteina deducida de ZNF673 contiene
los dominios KRAB A y B, pero carece de los dominios de dedos de zinc C-terminal que si se
encuentran en ZNF674, presumiblemente debido a la presencia de una gran cantidad de codones
de terminacidn en su estructura, evidenciados en el analisis de numerosos ARNm (260). Se ha
estimado que los genes ZNF673 y ZNF674 comparten cerca de un 80.7% de identidad a nivel de la
estructura proteica. En este sentido, se puede pensar que ambos actian de manera similar, tal
como lo demuestra una investigacion reciente donde se presenta un paciente con defectos a
nivel del desarrollo cognitivo y que al analisis molecular revelo una duplicacion de ambos genes,
el ZNF673 y ZNF674 (261).

Si bien es cierto, hasta el momento estos genes se han asociado con defectos a nivel del
retraso del desarrollo y discapacidad intelectual, su mecanismo de accién poco estudiado y su
pertenencia a un grupo de genes con tan amplia gama de posibles interacciones, lo hace un buen
candidato a estudios posteriores sobre su probable efecto en la eficacia al tratamiento con AZA.

Por ejemplo, en el caso de la resistencia a drogas inmunosupresoras varios son los
mecanismos que pueden estar involucrados, entre los cuales se pueden incluir la disminucién de
la acumulacién intracelular del metabolito activo del farmaco, incremento de la concentracion
intracelular de tiol, aumento de la actividad de los sistema de reparacién de escision de
nucledtidos del ADN vy la disminucidn de la actividad reparadora del mal apareamiento de bases
(mismatch repair, en inglés) (262). En general, se podria hipotetizar en base a la evidencia, que
las proteinas responsables de cada uno de estos mecanismos estan sobre expresadas en células

96



Farmacogendmica del AZA
Discusion

resistentes al tratamiento con AZA, como igualmente se ha descrito en el caso de la resistencia a
otras drogas antineoplasicas, como por ejemplo al cisplatino (258,263-265).

Entre este grupo de proteinas que actian como factores de trascripcion que estarian
regulando este mecanismo de resistencia destacan las proteinas supresoras de tumores p53 y
p73, al igual que la oncoproteina c-Myc, y directamente los factores de trascripcion ATF4, Clock,
YB-1, factor de transcripcién de union a CCAAT del tipo 2 (CTF2), factor de transcripcidn
mitocondrial A (mtTFA) y ZNF143 (263,265,266). En consideracion de lo observado en estas
investigaciones esta claro que los factores de transcripcién activados en respuesta a algun
farmaco inmunosupresor, como lo es el AZA, al igual que el cisplatino, podrian desempefiar un
papel importante en el desarrollo de la resistencia al mismo. La evidencia emergente sugiere que
la complejidad de la respuesta gendmica contra los agentes inmunosupresores surgen de la
expresion génica conjunta de multiples factores de transcripcion.

3.3 El gen ZNF138

El otro SNP resaltante al evaluar la eficacia corresponde al rs6460195, que se ubica en el
gen ZNF138 (Zinc Finger Protein 138), que ha sido mapeado en la regién 7q11.21-q11.23; y el
analisis de cDNA lo ubican dentro del grupo de la familia Kruppel de proteinas dedos de Zinc,
proteinas reguladoras de la transcripcidon que contienen dominios repetidos en tandem del tipo
C2H2, y se cree que participan en la proliferacion celular normal y anormal asi como en la
diferenciacion como represor de la expresion de algunos genes (267,268). La delecién de la
region cromosdmica donde se encuentra ubicado este gen se ha asociado a fenotipos como el
sindrome de Williams, la enfermedad de pie y mano dividida (SHFD1), y el sindrome de Beckwith-
Wiedemann.

Aunque se conoce poco sobre cdmo funciona este gen, gracias a la evaluacion
filogenética de su estructura proteica se ha podido determinar de forma empirica su posible
interaccién con otras proteinas (169), y asi se ha podido asociar al gen ZFN138 con otros genes
como el FOXP1, el KLF6 y otro gen putativo de funcidn aun desconocida.
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Figura 37. Diagrama de interaccion génica entre el gen ZFN138 y otros
genes pertenecientes a diferentes vias de seiializacion intracelular.
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El gen FOXP1 pertenece a una familia de factores de trascripcion (familia FOX), donde 4
proteinas importantes de este grupo (FOX1, FOX2, FOX3 y FOX4), participan en la regulacion del
crecimiento y diferenciacién de los tejidos y la transcripcidn génica de células de tipo especifico
durante el desarrollo y la edad adulta. La desregulacion de los genes de la familia Fox lleva al
desarrollo de trastornos congénitos, enfermedades crénicas como la diabetes mellitus y a la
carcinogénesis (269). Especialmente, el FOXP1 se ha asociado a multiples eventos fisioldgicos
normales, con el desarrollo embriolégico con énfasis en el tejido neuronal (270), al igual que en el
desarrollo de algunos 6rganos como el pulmén e higado (268,271), asi como también a eventos
mas especificos como la linfogenésis (272).

En procesos patoldgicos ha sido asociado frecuentemente con el desarrollo de cancer
donde se ha reconocido con un gen supresor de tumores (273), cuando su expresidon esta
disminuida, por ejemplo, en algunos canceres de mama. Aunque también hay evidencia de que
puede actuar como un oncogén frecuentemente asociado a procesos de translocacién que
conllevan a su sobreexpresién la cual a su vez se asocia con mal prondstico en algunos tipos de
linfomas (274), siendo igual el caso cuando esta involucrada la translocacion mediada por ERG
andloga al EVT1 en céncer de prostata (275,276).
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Ahora bien, el otro gen en consideracién es el KLF6, el cual codifica para una proteina
conocida como factor 6 del tipo Kruppel (KLF6), es una proteina de dedos de zinc que actia como
factor de trascripcion y que es expresada de forma ubicua, descubierta y frecuentemente
asociado a cancer de prostata esporadico donde se consigue de forma inactivada, por lo que se le
considera un gen supresor de tumores (277,278), igualmente se ha conseguido alterado en otras
neoplasias como el cancer colon rectal (279).

Este gen codifica una proteina nuclear que tiene tres dedos de zinc en el final de su
dominio C-terminal, una regién central rica en serina/treonina, y un dominio acido situada en la
region N-terminal. Los dedos de zinc de esta proteina son responsables de la unién especifica al
ADN en los elementos promotores ricos en guanina. La regién central podria estar implicada en la
activacion o vias de regulacidon postraduccional, y el dominio de &acido N-terminal puede
desempenfiar un papel importante en el proceso de activacidn de la transcripcion (280).

Se ha visto que en los tumores de prdstata, el alelo salvaje de KLF6 regula de forma
positiva el ciclo celular inhibiendo la via CDKI1A (p21) de una manera independiente de TP53 y
por ende suprime el crecimiento, mientras que los tumores derivados no mutantes para KLF6
fallan en regular la via de p21 o suprimir la proliferacion celular en este tipo de cancer (277).

En este sentido, los defectos en la apoptosis no sélo son un punto importante en la
iniciacién y progresion del cancer, sino también son claves para el desarrollo de la
quimiorresistencia. Con relaciéon a esto se ha documentado que modificaciones de la compleja
red de interacciones proteicas entre las cuales interviene el gen KLF6, con la participacion de una
isoforma variante 1 que tiene actividad proapoptdtica (KLF6-SV1), estd asociada con pobre
pronostico y baja supervivencia en varios tipos de canceres (281,282). Esta emergente proteina
se une y degrada la parte apoptdtica de la proteina celular NOXA incrementando la
concentracion intracelular de la porcidon prosupervivencia celular de NOXA, Mcl-1, la cual
efectivamente bloquea la apoptosis (283).

En este sentido, varias investigaciones han demostrado que la inhibicion de dicha
variante KLF6-SV1 disminuye la proliferacion celular, invasion a los tejidos, la angiogénesis y la
capacidad de formar tumores, ademds de restaurar la quimiosensibilidad al cisplatino en vivo
(282,284), contrario a lo que normalmente regula positivamente la proteina KLF6. En el mismo
sentido, Sangodkar y colbs en el aflo 2009 demostraron que la quimiorresistencia al tratamiento
con cisplatino en cancer de pulmodn se asociaba con incremento en los niveles celulares de KLF6-
SV1y que estos, al ser disminuidos por medio de la aplicacion de RNAI restauraba la sensibilidad
a la quimioterapia en las células cancerosas tanto en cultivo como in vivo mediante la induccidn
de la apoptosis (285).

Igualmente a lo anteriormente descrito, el papel que estos dos genes cumplen en los
procesos fisioldgicos regulatorios de crecimiento, diferenciacidon y muerte celular brindan una
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oportunidad para seguir indagando sobre su probable papel en la resistencia a las drogas
antineopldsicas, especialmente en el caso del AZA y los pacientes con Ell. Algunos de estos
mecanismos ya descritos u otros aun no descifrados pueden estar regulando de manera negativa
la accién terapéutica del farmaco evitando que cumpla su objetivo final que es llevar a la célula
afectada a una muerte por apoptosis en algunos individuos portadores de algunas variantes de
susceptibilidad en cualesquiera de estos genes descritos o en otros con los que probablemente
interactdan.

Hasta el momento la evidencia aqui presentada como resultado del analisis de la regidn
exdnica del genoma humano por medio de la estrategia del estudio de genoma completo
(GWAS), nos brinda una serie de posibles genes nuevos que podrian dar respuesta o puntualizar
sobre algunas rutas metabdlicas no conocidas, lo que repercutiria en el esclarecimiento de la
biologia molecular de cada fenédmeno estudiado e incluso de ser posible, ofrecer conocimiento
que sirva como base para la creacion de nuevas opciones terapéuticas en esta y otras
enfermedades con biologia similar en su etiologia.
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Se analizaron 233 pacientes gallegos con Ell a tratamiento con AZA en un estudio caso-
control (pacientes con aparicion de efectos adversos frente a pacientes sin tales efectos
adversos, pacientes que respondieron al tratamiento frente a aquellos que no han
respondido) de asociacion de genoma completo. Los SNPs analizados corresponden a
variantes con cambio de aminoacido, con lo que se cubre una gran extension del exoma
humano (20.000 SNPs)

. Tras una prueba alélica (X2 y Fisher) de asociacién con eficacia y efectos adversos,
globales y estratificado, se seleccionaron 106 SNPs entre los estadisticamente
significativos y los sugerentes de relevancia estadistica para su réplica en una poblaciéon
distinta. También se incluyeron las variantes de los genes TPMT e ITPA en consideracidn
a los estudios previos, aunque su significacidn en el estudio resulté menor.

Estos 106 SNPs se analizaron en una nueva poblacién de 264 individuos procedentes de
la coleccion ENEIDA, seleccionados de hospitales de Madrid y Cataluia. Igualmente se
realizé una prueba alélica y adicionalmente se estimd la probabilidad conjunta, al unir la
informacién de las dos cohortes de pacientes mediante el estadistico CMH (Cochran-
Mantel-Haenszel), obteniéndose una probabilidad y un OR combinada con los dos
niveles considerados.

Ninguno de los SNPs estudiados alcanzan el nivel de significacion estipulado al hacer
correccién por test multiples (5x10"4, bonferroni para 92 test). Sin embargo, al evaluar la
probabilidad conjunta (CMH) puede apreciarse algunos SNPs que logran obtener un
valor significativo (p<0.0005), y con OR en la misma tendencia al estudio inicial. No
obstante, en muchos casos esta significacion en el CMH se debe al impulso dado por el
valor de p en la poblacidn inicial. El tamafio muestral parece insuficiente para los efectos
gue se pretenden detectar. Por otro lado parece descartarse la existencia de uno o
pocos loci con gran efecto sobre el fenotipo.

Los genes TPMT e ITPA presentan escasa significacion en relacion con la aparicion de
efectos secundarios o eficacia. Unicamente se ha detectado una relacién significativa
con la mielosupresion, que se pierde en la réplica pero que mantiene una probabilidad
conjunta significativa. Una asociacion detectada entre ITPA y eficacia desaparece al
incluir la réplica en el analisis.

En el caso de los EA globales ninguno de los SNPs seleccionados muestra una sefial
significativa que pueda ser considerado como de importancia en esta clase de anlisis.

103



Farmacogendmica del AZA
Conclusiones

7. Estratificando por EA, aunque para el caso de la pancreatitis no se observa ningiin SNP
con valores significativos a nivel de la réplica, en el de la mielosupresion, se observa una
asociacion con el gen IL6ST, que presenta una probabilidad bruta en la réplica <0.05
(p=0.0355), y una probabilidad conjunta (CMH) de 9.59x107 y un OR de 3.74 (I1C95%
1.86-7.52). También se ha observado cierta relacidon con el gen FSTL5. Por otro lado,
aunque sin relevancia estadistica en el grupo de la réplica cabe mencionar igualmente la
probabilidad conjunta significativa de un grupo de marcadores ubicados en el
cromosoma 4; el rs7681441, el rs7681953 y el rs7682031, entre las posiciones
cromosOmicas 166827334-166827631, sin ninglin gen conocido.

8. En relacién a la evaluacion de la eficacia tres genes muestran resultados significativos.
Dos SNPs presentan probabilidades conjuntas en el rango de significacidén asi como unas
p en la réplica inferior o alrededor de 0.05 (p<0.10): uno en el gen PION y otro asociado
a un gen codificante de una proteina del tipo dedos de Zinc, el factor de transcripcion
ZNF673. Estos marcadores mostraron una p conjunta de 4.26x% y 1.80x*,
respectivamente, con unos OR en la misma direccién de lo presentado tanto en el
estudio original como en la réplica. El tercero corresponde a un SNP que se ubica en el
gen ZNF138, que presenta una p al andlisis conjunto (CMH) de 5.1x10” y un valor de p
en la réplica <0.05, con ORs de 2.48 (IC95% 1.23-5.02) y de 2.56 (IC95% 1.61-4.06), en la
réplica y al analisis conjunto respectivamente.

9. Los resultados aqui obtenidos como derivacién del analisis del exoma humano por
medio de la estrategia del GWAS nos ofrece un catdlogo de nuevos genes que pueden
relacionar algunas rutas metabdlicas no consideradas previamente, lo cual, brinda una
oportunidad para indagar en el esclarecimiento de la biologia molecular de cada
categoria fenotipica estudiada e incluso podria ofrecer conocimiento que sirva de base
para la creacidon de nuevas opciones terapéuticas en esta y otras enfermedades con
biologia similar en su etiologia
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1 ANEXO: CONSENTIMIENTO INFORMADO POBLACION INICIAL.

PROYECTO: FARMACOGENETICA EN ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL
COMNSENTIMIENTC INFORMADO DEL PACIENTE

INTRODUCCION

Se solicita su participacion en un proyectio de investigacion destinado a estudiar
aspectos relacionados con el tratamiento de la Enfermedad Inflamatoriz Intestinal
(Cronh/Celitis Ulcerasas), a partir de una peguefia muastra de sangre, siendo su
participacion absolutamente voluntaria y entendiendo que no afectard a la atencidn
médica gque le proporcionen sus médicos. Otorgando su consentimienta para estudiar
estas muestras de sangre Ud. contribuird a un mejor entendimiento sobre |z eficacia
del tratamienta en esta enfermedad.

MATURALEZA ¥ OBIETIVOS DEL PROYECTO
La finzlidad de este proyecto en el cual usted participara voluntariamente es:
*  Czracterizar variacionses en genes implicadas en las rutas metabolicas del
farmaco Azatiopring que puedan predecir la tolerancia y respuesta al mismo.

PROCEDIMIENTOS DEL PROYECTO

Inmediatamente tras la extraccidn de sangre se asignard a las muestras un cddigo
glfanumérico que sera el dnico identificador de las mismas. El eguipe investigador
estard formado por miembros del laboratorio de investigacion de la Fundacion Gallega
de Medicinag Gendmica v al Servicio de Aparato Digestivo.

RIESGOS, BEMEFICIO, COMPENSACION ¥ COMFIDEMCIALIDAD

Su participacion en este estudio no le acarreard ningun riesgo adicional. La posibilidad
cde estudiar 25tas muestras puede beneficiar en el future 2 pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinzal. Usted no recibira ningun tipo de compensacion econdmica o de
cualguier aotro tipa por su participacion. Toda informacidn que se obtenga de analizar
las muestras, asi come toda la informacidn clinica referente @ usted utilizada en la
investigacién, sera considerada confidencial v tratads en consecuencia.

MUEVOS HALLAZGOS ¥ RESULTADOS

Las implicaciones médicas de los resultados del analisis de las muestras de sangre sdlo
seran conocidas cuando se haya completado el proyecto de investigacidn. Su identidad
permanecera completamente confidencial ¥ nunca formardg parte de ninguna
publicacion o divulgacion de los resultados.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Al firmar el consentimiento informado confirmard que desez participar de forma
voluntaria. Puede negarse & participar o retirar su consentimiento en cualquier
moamento. 3i decide retirar su consentimiento, su muestrs sera destruida.

OBTEMCION DE IMFORMACION ADICIONAL

Ustad puede contactar con cualguier miembre del equipo de investigacion si le surgs
cualguier duda scbre su participacion en este proyecte o sobre sus derechos como
paciente.
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PROYECTO: FARMACOGENETICA EN ENFERMEDADES INFLAMATORIAS INTESTINALES

HOJA DE CONSEMTIMIENTO INFORMADO PARA PRUEBAS FARMACOGENETICAS

Yo [nombre del paciente),

Con fecha de nacimiento,

Lugar de origen,

He leido la informacion que s me ha entregado, he podido hacer preguntas sabre el
proyecto y he recibido suficiente informacian sobre el mismo. Al considerar toda esta
informacion he decidido autorizar & la Fundacion Gallega de Medicina Gendmica a
realizar anilisis genéticos maleculares da mi ADN relacionados con la blsgueda de
marcadores genaticos de respuesta y de riesgo de efectos secundarios en relacion con

el tratamiento con AZaticprina.

Comprendo que mi participacion es voluntaria, que puedec retirar mi consentimiento;
Cuando quiera, sin tener que dar explicaciones, y sin que esto repercuta en mis
cuidados medicos. Aungue se espera mejore la eficacia y disminuya los riesgos
asociados al mismao en el future, no cabe esperar un resultade gque me afecte en el

tratamiento actual. Presto libremente mi conformidad para participar en el proyecto.

Firma del paciente Fecha Lugar

Yo, miembro del equipo inwvestigador, he explicado por completo los detalles
relevantes de aste proyecto zl pacients y/o la persona sutorizada a dar el

consentimiento en su nombre.

Firma del investigador Fecha Lugar

Se entrega copia de este documento 2l paciente.

136



Farmacogendmica del AZA
Anexos

2 ANEXO: CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTES DEL GRUPO DE REPLICA:

-
E_ MNELIJA =.

IRHFREIRD

AIRAUMEERIA INTEEEHAL yuhos
. fnieatiin

INFORMACION PARA EL PACIENTE

Estedio Nacienal en Enfermedad |nflamatoria Intestinal
sobire Determinantes Genéticos y Ambientales.

1. Objetivo

Este documenio Bena por objeio pedide o consantrmiento para sermckado en un estudio encaminailo & seafzar facleres
ambiemtales v geadnces gue pucden astar implicados en la aoassesdn de i enferrmedad inflamatoria intestisral v condiconss
&l Cursh dee ba misna,

Usted o v de sus famianes ha sido disgnosticado inequvocamente de vna enfenmedad inflanatoria intesinal ienfenmesiad
da Crabn, ools wicenosa, coitis linfucitca o colits caldgens) gue se caractens pod graducin una infanacion an el nlestno
e cawsa desconocida. En los ditimos afios se ha identficedo iz relscian de faciores amiventales v de varios geres con s
apancon wo curso de la enfermedad inflamatora intestingd, pero el conpcrmanto gee tenemos hasta la actualdad es sdla
parcial y s requicren da mevos esiudios pars uns completa carscienzacn de indos los faclores genéticosy de la interac oidn
entre pstos v bos faciores del ambienta {por eemplo el tabaco o las infecciones intestinalas),

fidemas, el anakos de las carectensticas clinicas de Iz enfermedad y de factores genédicos tambien nos puede ayedan 8
comprander bos factores que condicionan fa respuesta o determmados watamiemos.

Para b2 reafigacdn de los efectos de factores ambéentales y de determnadas caracteristics de su enfarmedad spbre of
curso da b misma precisamas racoger la infarmacion chnica concemeants a su endarmadad cancrata, en caso de que ssted
] pad:e.n:a.Smsledes un famdiar de un pacianta y na padece una entermedad inflamatoria intastingl, no serd necessng
recogar ninguaa informacidn adicional.

FPara el anaksss de los factras genéticos necesitamos anafy=e = ADN gue s2 halla en las cidulas que circulan por la sangre
(leucocios) Con esie ADN solo pretendemos pnafizar la presencia de vanianies genéicas que condicionen la aparicidn o
cursn de ks enfermadad inflamatana imestinal v |a respuesta 3 los ratamientog. BADN extrafilo serd guardado para utfieado
sia en proyectos sutanizadns por un cormié de Etica @ investigacidn Cinica y por 10g respansables el proyecto ENEIDA.

2. Descripcion de los procedimientos

En caso de gue vsied nos atorgee autorzacion, algunos de los datos de su histonin cinica y obios que usted nos facite
espacficaments para este proyects serin transleriios a una base de dens construida 8 tal fin. Los datms serdns ransmitcos
i fpema andemma, baga un codige, da forma gue selo e médco que 'e atende podra saber qua le perenecen a usted en
paricelar Los datos ransmitdos de forma andnima serdn simacenades en on senvidor remoto. Podedn tesar acceso s hos
dios chncos de los paciantes participantss, convenientemenda anommzadas, los investigadores que presenten un proyecio
e invesugacabn que haya sido aprabado porun comitd de 9ca, s ver este soa aprobado tmbicn por ol comite centificn
die! proyecta ENEIDA formado por nuave midicos pertenacientes 2 nueva centras hospalerios espanoles,

51 usted particna lamisen en el estudio de los factores genéticos netesdamos obtener una Muestra de songre. Para ests
esuirfo se exrasran 25ml de sange. Con esta voluman de sangre podenos abibener lag cililag sulicientes que nos parmgedn
Ia reafiracign de kos estudios genéticos.

Con ks finaldad de asegurar entodo momenta una fuente magotable de ADN para la realiracion de estdies gensticos en
toma a ks enfermedad inflamatona intestinal una parie de los leucocios obtenidos en esta muestra serin condiconades
para que puadan replicarse en ol labaratene en un process que s= denoming “creacin da linsas inmortalizadas” Fstas
cefulas constiundn una fuema da su ADN siempre qua sea reguends sin preciser de rlevas Eracciones.

Las muesirasde ADN o de células inmortalizadas serdn sliacenadas en un bnlanco gue ha selo acrediado tras vesficar
que cmple con odos los requisites legales wgentes, sbicartdo e e Hospital Clinic de Barcefona, Los respansables deta
custodia e las muesiras serdn los Dros Julidn Pands Diaz y Evgers Domanech. Se garantiza ka consarvacion de estas
muesiras por un pariodo de al menos cinco afos.
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3. Beneficios

Usted no abtendra ningin beneficio directa de ba participacin en es1e estudio, Tampeco recibira usted por su panicipacion
N el mismo ninguna compensacion econdmeca, En el futura la infarmacitn oblenida an este estuds puede peamitn un mejor
crnocimiento de tas causas ée b enfermedad inflamatoria stestingl v un megor ratamiento de |a rmisma, guee supondrisa un
benaficio para los pacientes atectos de esta entermadad.

5i usted desea saber s resultados diagndsticos que s8 obtengan en estas investigreones referides & sumuesta de ADMN,
astos b serdn comuncados,

4. Riespgos
Si usted panicipa en el estudio de factores ambieniales y caractenisticas clinicas de ka enfermedad, esta participacion ne
comporta para wstad ningln nesgo.
Sivsted particips también en el estudio de los Factores gendticos serd sometido 8 una puncite vengsa para este estudio
Debe saber gue:
» Cualquier punciin vencsa supone un riesgo de infeccita aun cvando se reglice en las condciones de
mixima asepsia,
» Lapuncidnvencsa puede provocare dolor enla 2oma ded pinchaza,
o Lapuncitnvenosa puede provacasda un hemstoma.
e Algunas puncienes provacan un proceso inflamatons loeal (lebivs], remediable con
tratameento local, pero que en raras ocasiones puede desencadenar un proceso
trambaembdlico mas grave

5. Participacian valuntaria

Su participackin en este astudio es completamente volurtana. Usted es libre de retirarse del esiudio en cuslguier momentn
= asi lo cree conveniente, sn tener gue aspecilicar los motives, y sinque su decision perjelique en el futuro la mencin
madica que marece, En el momento gue usted decida retirarse del estudio, las muestras de su ADN remenente serin
destruxdas.

6. Confidencialidad

Toda la mformacion resubante de su participacion en este estudio serd simacenada y enalizad s &n un ordengdory se
tratard de forma confidenceal segn 1z legislacion vigente. El procese de transmisian y elmacenamiento de detos ha sido
eprebado por la Agencia de Proteccidn de Daws. Los resultades del eswdio puedan sor publicados en revistas madicas.
Sin embarga, su nambra no aparecerd en ningdn documeanta

1. Informacian

El responsable ded estudio Dr ..o et erereeen
es madico de plantilla de eswe Hospital, v e proporcienard wde la informacidn complementaria que usted necesite.
Poded contactar con &l llamando al teléfono oo, L muestra obtenida no serd utilizada
para ninguna finalidad empreseriel, o gue peeda implicar lo obencion de beneficios economicos.

Medico que participa &n la oblencidn del consentimiento
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ENEDA .
E I VA TDR WTESTINAL wahis

aslE GERinE §

Cadigo dal estudio: ENEIDA

Yo,

I. He leide la hoja de consentimiento que se me ha entregado.
Z. He podido hacer preguntas sobre gl estudio
3. He recibido suficiente informacion sobre el estudio

4 He hablado con
frarmmaTE e mvestgesar en maycstales)

Comprendo que:

1. Miperticipacion es voluntaria

2. Due este analisis no me suponre mngldn beneficio

3, Que la no acepiacion de participar en este estudio no reperoutiré @n mes cuidados meédicos.

4. Que la informacion obrenida en este estudio es confidencial

| Participo sélo en el estudio de factores ambientales y caracteristicas de la enfermedad

O Participo en el estudio de factores genéticos.

En caso de participar en el estudio de factores genéticos, deseo recibir los resultados diagnosticos

de los analisis de mi muestra de ADN

si [ No
[Fecmal IFIrma el padTipanga
iFic ksl {Frrma dal investipador|
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3 ANEXO: LISTADO DE SNPs SELECCIONADOS PARA LA REPLICA:

rs12453150 rs4646491 rs10761073  rs2280718 rs138593 rs3810651 rs11588069
rs9943012 rs2074468 rs3128917  rs1800124  rs1042364 rs2438101 rs2288420
rs2297773 rs16942798  rs12435621 rs1338314  rs2301788 rs7681441 rs2297809
rs10941112  rs17060979 rs1609860 rs9464 rs11636318  rs7681953 rs1637214
rs1545133 rs6048760 rs6793295  rs2297980 rs17183577  rs7682031 rs3812909
rs7041 rs6063377 rs1637215  rs1053019 rs441827 rs701865 rs678892
rs11588069  rs17151692 rs6521112 rs162036 rs1065464 rs8058694 rs17007988
rs11723381 rs3746736 rs1043863  rs6516605  rs3729961 rs17021270 rs6767658
rs13157270 rs1851724 rs2076671 rs3735478  rs1126673 rs1537232 rs7870554
rs4272850 rs6427437 rs10162272  rs7499843 rs17782413  rs7039068 rs2515848
rs17592438  rs11212684 rs6907580  rs8106117  rs12981996 rs823172 rs1126671
rs562092 rs12927214  rs11919970 rs6841334  rs3749598 rs4808368 rs4792311
rs7160694 rs2820289 rs1713457  rs2124489  rs1154400  rs12183109  rs10735005

4 ANEXO: LISTADO DE INICIADORES UTILIZADOS EN LAS REACCIONES iPLEX:

POLIMORFISMOS TIPADOS POR SEQUENOM (ENSAYO AMPLIFICADO)

WELL | SNP_ID 2nd-PCRP 1st-PCRP m
w1 1043863 ACGTTGGATGAACACAGGCCTCCGCACAG ACGTTGGATGCATTAGAAGAATTGAGGGAC | 51.5
W1 | 17592438 ACGTTGGATGTGGTCTTGTGCCCATGTTC ACGTTGGATGTGCCCCCCAAAATATAGAAG | 46
W1 | 8058694 | ACGTTGGATGTTTCCTGGGACCAGGCGAAG | ACGTTGGATGAAATGGCCTCTTGTGCCCTG | 52.4
W1 | 17060979 | ACGTTGGATGCAGCTGGGAAGGCCTCACA ACGTTGGATGTTTTGTTCCTGGTCCCACCG | 48.3
w1 2297773 ACGTTGGATGCCCGCATTCCGTGCATACT ACGTTGGATGACATGCGGCTGACCGAGTTG | 48.9
W1 | 17183577 | ACGTTGGATGGTGTTATGTGTGATTTGCCC ACGTTGGATGCATTTCTGGATTCATCCCTC | 46.9
w1 1713457 | ACGTTGGATGTGAGTGTGTGGCGGACACTA | ACGTTGGATGGTCTCCACTGTTACCAGCAG | 46.9
W1 | 9943012 ACGTTGGATGGAGCCCACTCTCCCAGTAT ACGTTGGATGATAATGCTGCAGAACCTGCG | 49.7
W1 | 4272850 ACGTTGGATGGATTCTTTTTGGCAGGACAC | ACGTTGGATGACCTTGATAGGCATGGCAAC | 46.1
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w1 1851724 | ACGTTGGATGCGTCTGACTGTGGTGATAAC ACGTTGGATGTAAGTGTCTCTTGAGACTTG | 53.4
w1 7041 ACGTTGGATGTTTTTCAGACTGGCAGAGCG ACGTTGGATGCTTGTTAACCAGCTTTGCC | 46.2
W1 | 7681441 | ACGTTGGATGAGAGGAGATATCGACTCAGG ACGTTGGATGGCTTCCCCAATGTTTTACCC | 45.9
w1 562092 ACGTTGGATGACACCTTTCGGACCTTTGTG ACGTTGGATGCTGCAGAACCCAAATTGGTG | 47.8
W1 | 7870554 | ACGTTGGATGAGCGAGGGCCAGTAAAACAC | ACGTTGGATGGCTGCATTGTGATCTGCTTC | 46.1
w1 138593 ACGTTGGATGGCACAGATCTTAGCACAGTT | ACGTTGGATGAATGTCCTCTACCTTGAGGG 47

w1 2280718 | ACGTTGGATGTTGTTTGAGTGGCGCCTGAG | ACGTTGGATGAACAGACGTCAGACAGGCAG | 46.4
W1 | 7160694 | ACGTTGGATGTAGGAAGACTTCGAGTTCCC ACGTTGGATGATCAGATCACTTCCGCTGTC | 53.1
W1 | 6521112 | ACGTTGGATGGAATTGTAGGTTGAACACCC | ACGTTGGATGCCTGGGGTAGGCCTTTTATA | 48

w1 1154400 ACGTTGGATGTGCACCCTGGAACGCACAA ACGTTGGATGCTTGCAATGGCTCCAACCG | 50.8
W1 | 6048760 ACGTTGGATGGCCTGGCAACCCTCATTTTT ACGTTGGATGAGGTGTCCCCAGGACCAAA | 49.4
w1 1545133 ACGTTGGATGGGAACTCTGTTTCTCAGATG | ACGTTGGATGCCTAGGTAGTTAAGGACCTG | 47.4
w1 2076671 ACGTTGGATGTTGTGCCCTCAAAGGCTCTC | ACGTTGGATGTTGTGGCCAAGAGACACATC | 56.7
W1 | 6427437 ACGTTGGATGTTACTGCCTTATCAGCCCAC | ACGTTGGATGCTGAGAAAGGTTCTGGGTAG | 53.9
W1 | 10761073 | ACGTTGGATGGAAAGAAAGCCTTCTCTACC | ACGTTGGATGACATAAAAAGGGCTGAACCG | 54.7
W1 | 17151692 | ACGTTGGATGAATGGACTGTCTTCACCCTC ACGTTGGATGATGAAGATTATGTTTCCTC | 50.9
w1 1126673 ACGTTGGATGACTTATTAATGTTTTATTGT ACGTTGGATGGCTCCTGGCATCTTCAAAAG | 45.1
W1 | 10162272 | ACGTTGGATGTATAAGTAATACTGATGAAG | ACGTTGGATGCATTTGAACCAGGTAAAATC | 45.4
W1 | 12927214 | ACGTTGGATGAGCTCAAGGCGTTGTCACCA ACGTTGGATGGTCTCACTCAGTGTCCTTCG | 59.1
w1 2301788 ACGTTGGATGGACCTGCTTATTCTGACCAC ACGTTGGATGCTCTTGGGCCCCTGCAGTG | 60.4
w1 701865 ACGTTGGATGTCATGTCCAGCAGTCCAATG ACGTTGGATGGACAGTTTCACAAAGCGCTC | 48.1
w1 1637214 | ACGTTGGATGGGGTGTAGAAACATCATAAC | ACGTTGGATGCACCTGTCTCCAAAGATCTA | 51.6
w1 1609860 ACGTTGGATGCTTCCAATGGGCTTCTGCAC ACGTTGGATGCTCACCTCATTGTTGCTCTC | 52.8
W1 | 6793295 | ACGTTGGATGGGCAATAAACCTAAACCGAC | ACGTTGGATGCCATCACTTTGAATACATACC | 51.9
W1 | 4808368 | ACGTTGGATGTGGTTTGGAGACCCCATGAC | ACGTTGGATGCAGCTGGTCTCTGTTTAAAG | 56.9
W1 | 10735005 | ACGTTGGATGACAGGAAGGCACATTTACCG ACGTTGGATGACACCATCACCACCATCTTG | 51.7

141



Farmacogendmica del AZA

Anexos

w2 2288420 | ACGTTGGATGTTGAGGATGCCTGGGCTGCCG ACGTTGGATGCCATCCAGGCCCACAAGTT | 52.8
w2 1800124 ACGTTGGATGTGCAGCATTCCCCAGAATAC ACGTTGGATGTGATGCACCACGTTAAGAAC 45

w2 2438101 ACGTTGGATGGGTATCAGCTGCACGAACAC ACGTTGGATGCGCTATACCTACCAGCAAAG | 51.3
W2 | 11212684 | ACGTTGGATGCTTCTTGCTGTGAAATGCCC ACGTTGGATGTTTGGCAGTACTTCGCTGTG | 49.5
w2 2515848 ACGTTGGATGTTCCTGGAACTTCCTTGACG ACGTTGGATGTGATCTCCCTGTTGGCTTTC 52

W2 | 10941112 | ACGTTGGATGGGCTCTTTTTGACCGCACAC ACGTTGGATGGGCATCTACCCCAATTAATAC | 53.2
w2 7499843 | ACGTTGGATGAGAGAGAAGAGCCTTCGATG ACGTTGGATGCAACCTCCTATTCTGCATCC | 479
w2 6907580 ACGTTGGATGATGTTGTCCTCAGAAGACTC ACGTTGGATGGAGACTTACTCACCCAACAC | 49.1
w2 1126671 ACGTTGGATGGGCCGATTATTAGCTCCTCT ACGTTGGATGATTGGAGTAGCTGCTGGTAG | 45.7
W2 | 16942798 | ACGTTGGATGGTGTGTGGAGAAGCGGTTTT | ACGTTGGATGAGGTGGTGTCCATCATGTTC | 49.6
w2 3735478 ACGTTGGATGTTCTTGCCTGATCTCAAGCC ACGTTGGATGCCAAGAGTGGACAGACTTAC | 45.5
w2 7039068 ACGTTGGATGGAAGAGAATTCATTCACGGC ACGTTGGATGCTTCCCAAGGCTCTGGCAAA | 51.6
w2 1065464 ACGTTGGATGTGGCCTGACTTCTGCTGGT ACGTTGGATGCAGGATCACCTGCTCTGGA | 48.2
w2 3746736 | ACGTTGGATGGACGGGAGTGGAGTATATAG ACGTTGGATGTGTCATTCCTCTTGCATT 50.3
w2 823172 ACGTTGGATGGAGGCAAATGGGTGGAAGTG | ACGTTGGATGAGGCTCCGGAGAACAGAGAT | 53.6
w2 3749598 ACGTTGGATGGATGGTAATGTACTGAACCC ACGTTGGATGCATATGTCTCTCCAGATGGC | 52.3
w2 2124489 ACGTTGGATGAGCTGTAATGAGTCTTTCCC ACGTTGGATGGGCTACTCACAATGTAGAGA | 46.2
w2 7682031 | ACGTTGGATGGAAGAGAGGTCTGACTCAAG ACGTTGGATGGATTTCCTGAGTGTCCTTG 453
w2 6063377 ACGTTGGATGACCAAGGGCTCCATGATGAC | ACGTTGGATGAACTCACCAACACAAGCAAG | 49.2
w2 1042364 ACGTTGGATGAATTAACCAGGCAGGTTCAC ACGTTGGATGCCTCATCTTTTGAAGATGCC | 46.2
W2 | 12981996 | ACGTTGGATGATGTTGTTGTTGTAGCTGGG ACGTTGGATGCCAGAAACACCCTGACAAAG | 52.7
w2 678892 ACGTTGGATGGCCATGGATGAGAACCATAA | ACGTTGGATGCCAGTGGACTCTGGTTCAAT | 454
w2 162036 ACGTTGGATGTAAAAGAGAGCACTGCGTCC | ACGTTGGATGCACAGCATCAGGGCTGTTAC | 46.8
W2 | 12435621 | ACGTTGGATGCCATGGTAAACACTTCCCAA ACGTTGGATGAACCACAGAGCTTTTCTCCC 51

w2 6767658 ACGTTGGATGTTCTTCAACTGCTCTTTGGG ACGTTGGATGTGCATGAACGTCCCAGAGAT | 47.1
W2 | 12453150 | ACGTTGGATGTTAAATCTTGGAGCAGTGGC | ACGTTGGATGAAGAACTGAGGCTGCAAAGG | 56.8
w2 4646491 ACGTTGGATGGTGGTATCTCCTGGTTTCTC ACGTTGGATGATCTCGCGGACCTCCTCTC 59.4
W2 | 11636318 | ACGTTGGATGACGCCCCCAGATACTATGTC ACGTTGGATGCTTTCTGGCCAGACATTTAG | 52.9
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W2 | 11588069 | ACGTTGGATGCTCTGTGTTCTTGAAGGTGC ACGTTGGATGCAAGCCTACCACAATCATCG | 55.8
W2 2820289 | ACGTTGGATGCATGGTTCTACAGAGACTGC | ACGTTGGATGTTACTCGGTGACATCAGTGC | 60.5
W2 1537232 ACGTTGGATGGTCACTCTGCCTCCATATTG ACGTTGGATGCTTTTAATAAAGGGTGTATC | 56.6
W3 | 17007988 ACGTTGGATGACCAGTACTTGTCCAGGTC ACGTTGGATGCCAAGATCATGGCAGACATC | 50.1
W3 | 6841334 ACGTTGGATGTAGTAGTCCCTGCGTGTGCT | ACGTTGGATGCTAGGGAAGAAAGTGGTGTG | 56.4
W3 | 11723381 | ACGTTGGATGGGCAGAATTCTAGACGCAAC | ACGTTGGATGTCAGCACCACGGTGGCCAG | 46.2
W3 | 13157270 | ACGTTGGATGTTCCTAAGAGAGCCAACAGC | ACGTTGGATGAATCCTTGTGCAGGTTCCCG | 46.4
w3 2297809 ACGTTGGATGCTTATCTGACCATGTGCATC ACGTTGGATGTTGCTGAGCTGGCGGTACAC | 47.4
W3 | 12183109 | ACGTTGGATGAACCCTGGTGTCCCAAATTC | ACGTTGGATGAAACAGTGACGACTTCCGAG | 47.4
W3 | 3729961 ACGTTGGATGAACTGACAGTAAATCTCAC ACGTTGGATGGCTGCATCTGATTTGCCAAC | 46.5
W3 | 7681953 | ACGTTGGATGTGTCAGAACCGAAGATGATG | ACGTTGGATGGAAGCTGGTGGATAATGCTC | 46.4
w3 1338314 | ACGTTGGATGAGTATTTGAGCCCAAGGTCG | ACGTTGGATGTTGTTGAGGGTGCTGAATGG | 51.8
W3 | 3810651 | ACGTTGGATGTCGACACGGTTGCGGATTTC ACGTTGGATGCACAGCTATGGTGTTCGCTT | 45.3
W3 | 17021270 | ACGTTGGATGCAGAAGGAGTGATCCAGTTG | ACGTTGGATGTGTGCACGTCAGGAAGATTG | 49.4
W3 | 17782413 | ACGTTGGATGTCTAATGGAATGGACCAATC | ACGTTGGATGCTTCTCTATCTTGAACTGAGG | 49.9
w3 441827 ACGTTGGATGCATTTGGACCGCCTTTTTGC ACGTTGGATGCCAATTCCTTGTGGTCCTTG | 46.9
w3 1637215 | ACGTTGGATGGAGACAGGTGGGTATATATC | ACGTTGGATGGTTTTGCGACTGAAGAACAC | 48.1
W3 | 3812909 ACGTTGGATGAATTCTCTTCTATGCCAAG ACGTTGGATGTTATTGTAGGAGTCATACT | 48.7
W3 | 11919970 | ACGTTGGATGAGTTGGGTTGCCCACAGTTC | ACGTTGGATGCTCCAGTTGGGGAATATCAG | 45.9
w3 9464 ACGTTGGATGACGCCATGTTCACCTGTTTC | ACGTTGGATGTCTTCAGAACGGGGAGAGAC | 47.1
W3 | 4792311 | ACGTTGGATGCTATTACCATGTGGAAGGTG | ACGTTGGATGTCAGTCCAGAGCGATCTTCA | 47.3
w4 1053019 | ACGTTGGATGAGTTCTCTCTGGCCAGAGTG ACGTTGGATGGTGTCTCAGAAGCCTTTCGG | 48

w4 2297980 | ACGTTGGATGTACTACAGAAATCTGGATGG | ACGTTGGATGTGAAATAAGCCTCTAGGTCC | 45

W4 | 6516605 ACGTTGGATGAAGCGTCAGCCATTCTCAAC ACGTTGGATGATTCCACCTCCTCCCCGCAA | 47.4
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