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Resumen/ summary

1) Resumen

Introduccion

La enfermedad celiaca (EC) es una enfermedad sistémica mediada por el sistema
inmune y provocada por el gluten que se puede desarrollar en individuos de cualquier
edad, aunque presenta bastantes diferencias segun el debut se produzca en la infancia
o en la edad adulta. Es una enfermedad poligénica, con la principal asociacidn genética
en la regién HLA y numerosas variantes de bajo riesgo distribuidas por todo el genoma
descritas gracias a los estudios de barrido gendmico (GWAS). La mayor parte de estas
variantes se encuentran en regiones no codificantes del genoma, muchas de ellas se
cree que afectando a la expresién génica. Los GWAS han puesto ademads de manifiesto
la existencia de una base genética compartida entre enfermedades autoinmunes.

El diagndstico de EC se basa en criterios clinicos, histoldgicos, seroldgicos y genéticos
bien establecidos, que en su mayoria necesitan que el paciente esté en dieta con
gluten. A pesar de ello, muchos pacientes presentan un diagndstico complejo. Debido
a esto, se hace necesario profundizar en el estudio de estos pacientes, asi como

desarrollar nuevos métodos diagndsticos.

Objetivos

1. Estudiar la expresidn intestinal en pacientes de EC de genes localizados en loci
de riesgo a la enfermedad, asi como de genes relacionados con la respuesta

inmune Th17, en pacientes con debut pediatrico y adulto.
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2.

3.

Conocer si existen diferencias a nivel de expresion génica entre pacientes con
EC con serologia especifica positiva y negativa, mediante el estudio en ambos
grupos de pacientes de genes relacionados previamente con EC.

Avanzar en el conocimiento de la base genética compartida entre EC y CU,
mediante el estudio de la expresidon de genes localizados en regiones de riesgo
compartido a ambas enfermedades, asi como en regiones de riesgo a EC, en
pacientes de ECy CU.

Estudiar si la interaccion génica descrita entre los genes Clorf106 y TEC en la
susceptibilidad a ECr, también influye en el riesgo a presentar EC y CU.

Estudiar la validez del aumento de linfocitos T CD8" y TCRyS" activados dirigidos
al intestino que aparecen en sangre periférica tras una corta provocacién con

gluten como posible método diagndstico de EC en individuos en DSG.

Materiales y Métodos

Para los estudios de expresidn génica se recogieron 22 biopsias duodenales de

pacientes de EC con diagndstico pediatrico, 13 positivos y 9 negativos para anticuerpos

frente a EMA, y 6 con diagndstico adulto (todos EMA positivos); biopsias de colon de

19 pacientes con CU; y 12 biopsias de duodeno y 4 de colon de individuos control. La

expresion génica se analizé por PCR cuantitativa a tiempo real empleando ensayos

TagMan.

El estudio de interaccién génica incluyd el analisis de un polimorfismo de un Unico

nucledtido (SNP) en el gen Clorfl06 (rs7522462) y tres SNPs en el gen TEC

(rs11945978, rs11725773 y rs11912525) en 995 pacientes con EC, 337 con CU, 256 con

ECry 637 controles.
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Resumen/ summary

El abordaje de un nuevo método diagndstico se llevd a cabo estudiando 10 pacientes
con EC confirmada, 19 controles sanos y 38 individuos con sospecha de EC, tras su
provocacion con gluten durante tres dias, analizando la presencia de dos poblaciones

linfocitarias concretas a dias 0 y 6 del inicio de la provocacién.

Resultados y discusion

El estudio de la expresion intestinal de 38 genes en pacientes de EC con debut
pediatrico y adulto mostrd una alteracion semejante en ambos grupos en 7 de los
genes: C2orf74, CCR6, FASLG, IL23A, JAK2, TAGAP y UBE2L3. Ademas se observé una
expresion diferencial en 13 genes en funcion de la edad de debut del paciente: 2
exclusivos de nifios (/ICOSLG y TNFSF18), 1 de adultos (/L1RL1), 1 con mayor alteraciéon
en nifos (Clorf106) y 9 con mayor alteracién en adultos (CCR4, CD28, IL18RAP, IL6,
PLEK, STAT3, TMEM187, VAMP3 y ZFP36L1). Este es el primer estudio en que se
evidencian diferencias de expresion génica entre pacientes con debut pedidtrico y
adulto.

Al analizar la expresidn intestinal de 7 de esos genes cuya expresidon habia sido
previamente descrita en EC, en nifios celiacos EMA-negativos, observamos resultados
concordantes con lo observado en nifios celiacos EMA positivos en 6 de los genes.
Estos resultados muestran que algunos procesos de la patogénesis que acontece en
estos pacientes de dificil diagndstico, son al menos parcialmente similares a los
encontrados en pacientes seropositivos.

El analisis de la expresion intestinal en EC y CU, mostré una alteracién semejante en 8
genes, Clorf106 C2orf74, IL18RAP, CD28, FASLG, PLEK, CCR4 y TAGAP, a pesar de que 4

de ellos no estaban asociados a CU. Ademads, ciertas regiones a pesar de estar
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asociadas al riesgo en ambas enfermedades parecen estar influenciadas por genes
diferentes.

Por otro lado, la interaccion descrita entre los genes Clorf106 y TEC en pacientes de
ECr, parece afectar también al riesgo a EC, pero no a CU.

La detecciéon mediante citometria de flujo de subpoblaciones de linfocitos T CD8" y
TCRy&8" activadas dirigidas al intestino se observa de manera especifica en pacientes
celiacos sometidos a una provocaciéon con gluten de tres dias, de acuerdo con lo
descrito en la literatura. Esta determinacion implica una metodologia sencilla y de facil
implementacién en la practica clinica que parece ser Util para el diagnéstico de EC en

individuos en DSG.

Conclusiones

1. Existen diferencias en la expresién génica intestinal entre pacientes celiacos
con debut adulto y pediatrico, tanto al considerar los genes concretos alterados
como al tener en cuenta el grado de alteracion.

2. Larespuesta inmune Th17 parece implicada en la patogénesis de EC de acuerdo
a la alteracidon observada en la expresion de diversos genes implicados. Su
impacto podria ser mayor en pacientes adultos.

3. Los pacientes de EC que carecen de anticuerpos frente a EMA al diagndstico,
muestran una expresion similar en los genes estudiados a la encontrado en
pacientes EMA positivos, lo que sugiere que en ambos grupos tienen lugar

procesos inmunopatolégicos comunes.
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La existencia de regiones de riesgo asociadas a EC y CU no siempre implica los
mismos genes en ambas enfermedades, como muestra la expresion diferencial
de algunos genes en una y otra enfermedad.

Los genes en loci de riesgo a EC: FALSG, PLEK, CCR4, TAGAP y HCFC1, deberian
ser objeto de nuevos estudios en CU por su posible implicacién en el riesgo a
desarrollar esta enfermedad.

La interaccion génica descrita entre los genes Clorfl06 y TEC en la
susceptibilidad a ECr, parece influir en el riesgo a presentar EC, pero no CU.

La determinacién en sangre periférica de linfocitos T CD8" y TCRyS&"
caracterizados por la expresién de los marcadores CD103, B7 y CD38 en
individuos sometidos a provocacién con gluten de tres dias, parece ser un

método valido para el diagndstico de EC en pacientes en DSG.
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2) Summary

Introduction

Celiac disease (CD) is a systemic immune-mediated disease triggered by gluten that
can be developed in individuals of any age, although there are several differences
depending on a childhood or adulthood onset exists. It is a polygenic disease, being the
strongest genetic association with the HLA region, and existing numerous low-risk
variants distributed throughout the genome and described by genome wide
association studies (GWAS). Most of these variants are in non-coding regions of the
genome and many of them are believed to affect gene expression. Furthermore, GWAS

have revealed the existence of a shared genetic basis among autoimmune diseases.

CD diagnosis is based on well-established clinical, histological, serological and genetic
criteria, most of them needing that patients follow a gluten containing diet. Despite
that, many patients present a complex diagnosis. Therefore, it is necessary to deepen

on the study of these patients, as well as develop new diagnostic tools.

Objectives

1. To study the intestinal expression of genes located in CD risk loci as well as of Th17-

related, in patients with a pediatric and adult onset.

2. To determine the possible differences in gene expression levels between CD patients
with positive and negative specific serology, by studying the expression of different

CD-related genes in both groups of patients.
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3. To advance into the knowledge of the genetic basis shared between CD and
ulcerative colitis (UC), by studying the expression of genes located in regions

associated to both diseases as well as in CD risk loci, in patients with CD and UC.

4. To study whether the gene interaction described between Clorf106 and TEC genes

in Crohn disease (CrD) susceptibility also influences CD and UC risk.

5. To study the validity of the increase of gut-homing activated CD8" and TCRy&" T cells
in peripheral blood after a short gluten challenge as a possible CD diagnostic tool in

individuals on a gluten free diet.

Materials and methods

For gene expression studies, 22 duodenal biopsies from pediatric CD patients, 13 from
EMA-positive and 9 from EMA negative patients; 6 from adult CD patients (all EMA-
positive); colon biopsies from 19 UC patients; and 12 duodenal biopsies and 4 colon
biopsies from control individuals were collected. Gene expression was measured by

guantitative real time PCR using TagMan assays.

For studying gene interaction, one single nucleotide polymorphism (SNP) on the
Clorfl106 gene (rs7522462) and three SNPs on TEC (rs11945978, rs11725773 and
rs11912525) were analyzed in 995 patients with EC, 337 patients with CU, 256 with

CrD and 637 controls.

The study of a new diagnostic tool included 10 patients with confirmed CD, 19 healthy
controls and 38 individuals with suspected CD. A three-day gluten challenge was
performed to analyze the presence of two specific lymphocyte populations on days 0

and 6 from first challenge.
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Results and discussion

The study of the intestinal expression of 38 genes in CD patients with pediatric and
adult onset showed a similar alteration in both groups in 7 of those genes: C2orf74,
CCR6, FASLG, IL23A, JAK2, TAGAP and UBE2L3. A differential expression was observed
in 13 additional genes: 2 specific of children (/ICOSLG and TNFSF18), 1 of adults
(IL1RL1), 1 with higher alteration in children (C1orf106) and 9 with higher alteration in
adults (CCR4, CD28, IL18RAP, IL6, PLEK, STAT3, TMEM187, VAMP3 and ZFP36L1). This is
the first study evidencing gene expression differences between CD patients depending

on time of onset.

When analyzing the intestinal expression of 7 genes previously described as altered in
CD in EMA-negative CD children, we showed concordant results with the observed in
EMA-positive CD children in 6 of those genes. These results show that the
pathogenesis in these patients with complex diagnosis are at least partially similar to

those found in seropositive patients.

The analysis of the intestinal expression in CD and UC showed a similar alteration in 8
genes, Clorf106 C2orf74, IL18RAP, CD28, FASLG, PLEK, CCR4 y TAGAP, even though
four of them were not associated to CU. In addition, certain regions seem to be

influenced by different genes despite being associated to both diseases.

The described gene interaction between TEC and C1orf106 related to CrD susceptibility

seems to also affect CD risk, but not UC risk.

Activated gut-homing CD8" and TCRy&" T lymphocyte subpopulations are specifically

observed by flow cytometry in peripheral blood of CD patients after a three-day gluten
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challenge, as previously described. This seems to be a valid approach for CD diagnosis

in individuals on a GFD that can be easily incorporated to the laboratory routine.

Conclusions

1. There are differences in intestinal gene expression between celiac patients with
pediatric and adult onset, when considering both the specific altered genes and the

alteration level.

3. The Th17 immune response seems to have a role in CD pathogenesis according to
the altered expression observed in several related genes. Its role could be higher in

adult patients.

4. CD patients lacking EMA antibodies in blood show a similar expression of the studied

genes to seropositive patients, suggesting common immunopathological processes.

5. The existence of risk regions common to CD and UC does not always involve the
same genes in both diseases, as suggested by the differential gene expression

observed in some cases.

6. The described gene interaction between Clorf106 and TEC in CrD susceptibility

seems to also influence CD risk, but not UC risk.

7. Evaluation in peripheral blood of T CD8" and TCRy&" cells characterized by the
expression of CD103, B7 and CD38 in individuals exposed to three-day gluten challenge

seems to be a valid approach to diagnose CD in people on a gluten-free diet.
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1)

Introduccion

Definicion y prevalencia

La enfermedad celiaca (EC) es un trastorno sistémico mediado por el sistema inmune,
provocado por el gluten y prolaminas relacionadas. Se desencadena en individuos
genéticamente susceptibles y se caracteriza por una combinacién de manifestaciones
clinicas, enteropatia, anticuerpos anti-transglutaminasa tisular tipo 2 (TG2) y HLA-
DQ2/DQ8 [1].

La prevalencia en la poblacion general es aproximadamente del 1% [2], con ligeras
variaciones dependiendo del pais considerado. La incidencia de la EC es mayor en
mujeres que en hombres (2:1) [3, 4], aunque esta diferencia tiende a desaparecer con
el aumento de la edad de diagndstico [5]. La prevalencia aumenta en ciertos grupos de
riesgo, en que se incluyen familiares de primer grado de pacientes de EC. En estos
individuos el riesgo puede elevarse hasta un 38%, aunque igualmente varia en funcion
del sexo y localizacién geografica [6]. También se ha encontrado un aumento de riesgo
en individuos con otras patologias autoinmunes, como déficit de IgA [7], diabetes tipo
1 [8] y tiroiditis autoinmune [9] ; asi como con otras enfermedades como sindrome de
Down [10]. La prevalencia es mayor en nifios que en adultos, detectandose un pico de

diagndstico entre uno y tres afios.

2) Etiologia

La EC tiene una etiologia multifactorial, puesto que en su desarrollo existe tanto un

componente genético como uno ambiental.
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1. Factores ambientales

El gluten es el principal factor ambiental desencadenante y es necesario para
desarrollar la EC, bajo este término se engloban dos tipos principales de proteinas:
gliadinas y gluteninas, ambas presentes en el trigo [11, 12] y proteinas homdlogas que
aparecen en cebada y centeno que se denominan hordeinas y secalinas,
respectivamente [13]. El elevado contenido de glutamina y prolina de estas proteinas
dificulta su degradacion y las hace idoneas para las modificaciones que llevan a su

presentacion por moléculas HLA (Human Leukocytes antigen).

Otro de los principales factores ambientales que actualmente se postulan es la
microbiota intestinal. Diversos estudios muestran que la composicion bacteriana
duodenal varia considerablemente en pacientes de EC con respecto a individuos sanos
[14]. Ademds, esta parece diferir en funcion del tipo [15] y la gravedad de la
sintomatologia [16]. Si es causa, o consecuencia de la enfermedad todavia es un tema

muy controvertido.

Por otro lado, se ha hipotetizado que individuos genéticamente susceptibles pueden
desarrollar EC ante un desencadenante ambiental, como una infeccién, lo cual
ayudaria a justificar las diferencias encontradas en la edad de debut de la enfermedad
[17]. En este sentido, destaca la correlacién encontrada entre la incidencia de la ECy la

infeccion por rotavirus [18].

La edad de introduccion del gluten o la duracidn de la lactancia materna también se
han postulado durante afios como posibles candidatos ambientales. En este sentido,

recientemente se han realizado estudios multicéntricos que evalian la prevalencia de
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EC en recién nacidos genéticamente susceptibles, tras la introduccién del gluten en
diferentes momentos [19, 20]. Parece que introducir el gluten a una edad mas
avanzada retrasa el debut de la enfermedad, pero no lo evita, puesto que la
prevalencia en los distintos grupos se iguala al cabo de los afios. Estos estudios
también descartan la influencia de la duracién de la lactancia materna en la

prevalencia de la enfermedad.

2. Factores genéticos

La EC se considera una enfermedad poligénica con herencia compleja no mendeliana y
una fuerte heredabilidad, como muestran los estudios realizados en gemelos, en los
qgue la concordancia entre gemelos monocigéticos es cercana al 80%, y disminuye

hasta el 20% en gemelos dicigéticos [21, 22].

Se han desarrollado un gran numero de trabajos para desengranar los distintos genes y
variantes que determinan la heredabilidad de esta enfermedad, describiendo la
principal asociacidn genética con genes localizados en la regién del HLA, asi como un
gran nimero de variantes génicas distribuidas por todo el genoma que parecen causar

riesgo bajo.

a. Genes HLA

Los genes que codifican el HLA se localizan en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21) y
se extienden a lo largo de unas 4Mb. En general son altamente polimdrficos, de
manera que cada gen puede presentar un gran niumero de alelos posibles. Estos alelos
se expresan en codominancia, de manera que en la superficie celular se expresan los

productos proteicos de ambos cromosomas homaélogos.
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Los primeros genes de susceptibilidad se detectaron por técnicas seroldgicas en la
década de los 70, y correspondian con la region del HLA-B8 [23]. Tras esto, se observo
la asociacién con el HLA-DR3 [24], que posteriormente se descubrié que conformaba
con HLA-B8 (entre otros alelos) el haplotipo ancestral 8.1, altamente conservado y
asociado a EC en poblacién caucasica. De forma paralela se detecté la asociacién de la
variante HLA-DR7 cuando se encontraba en heterocigosis con HLA-DR5 [25, 26]. Esto

llevd a conocer que la asociacidn se establece con la molécula HLA-DQ2.

La molécula HLA-DQ2 esta formada por dos subunidades: a y B, que estan codificadas
por dos genes diferentes de la region HLA de clase Il: HLA-DQA1 y HLA-DQBI,
respectivamente. La combinacion alélica de riesgo a la enfermedad viene dada por la
presencia de HLA-DQA1*05 y HLA-DQB1*02, que conforman la molécula HLA-DQ2.5
[27, 28]. Dichas variantes alélicas pueden presentarse en cis (ambas en el mismo
cromosoma), en cuyo caso el haplotipo completo incluye el alelo HLA-DRB1*03; o en
trans (cada alelo heredado de un cromosoma homélogo diferente), confiriendo un
riesgo similar en ambos casos. Aproximadamente, el 90% de los enfermos de celiaquia

presentan la molécula HLA-DQ2, especificamente HLA-DQ2.5, ya sea en cis o en trans.

El alelo HLA-DQB1*02 presenta un efecto de dosis génica, de manera que la presencia
de dos copias aumenta entre 4 y 6 veces el riesgo a padecer la enfermedad cuando
aparece al menos combinada con una copia del alelo HLA-DQA1*05 [29]. Este efecto
de dosis se explica en parte debido a la codominancia entre los alelos, ya que la

cantidad de moléculas presentes en superficie aumenta en la homocigosis.

Los pacientes que carecen de la combinacidn alélica HLA-DQ2 presentan en su mayoria

la molécula HLA-DQS8, codificada por los alelos HLA-DQA1*03 y HLA-DQB1*03:02 [30];
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mientras que aquellos carentes de HLA-DQ2 y HLA-DQS8, presentan uno de los alelos
que codifica el HLA-DQ2.5: HLA-DQA1*05 (que forma parte de la molécula HLA-DQ7.5)

0, mas comunmente, HLA-DQB1*02 (formando la molécula HLA-DQ2.2) [31].

La razén por la que ciertas moléculas HLA confieren riesgo a padecer esta enfermedad
se debe en parte a la conformacidn de la hendidura en que se une el péptido. Durante
el procesamiento de los péptidos del gluten, sus aminodcidos de glutamina son
deamidados a 4cido glutdmico, lo que les confiere carga negativa, haciéndolos
altamente afines a las moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQS8 [32, 33], ya que estas variantes,
presentan unas posiciones fijas en sus hendiduras que reconocen preferentemente
aminodcidos hidrofébicos y con carga negativa [34, 35]. La molécula HLA-DQ2.5 es
capaz de presentar un mayor repertorio de péptidos y con una mayor avidez que la
molécula HLA-DQ2.2 [36]. La molécula HLA-DQ8 también presenta de manera
dominante una serie de péptidos de gliadina, pero estos parecen ser mas facilmente
degradados y requieren mayor deamidacion, lo que disminuye el riesgo a desarrollar

EC en los portadores de HLA-DQS8 [37].
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DQ2

DQ8

Figura 1. A: Composicion de los péptidos que se
alojan en la hendidura de las moléculas HLA-
DQ2 y HLA-DQ8. E= Acido glutamico, Q=
Glutamina, P=Prolina, T= Tirosina. B: Estructura
de la molécula HLA-DQ. Figura adaptada de

Quiao et al. (36).

Aunque clasicamente se han relacionado estas variantes HLA con el desarrollo de la
enfermedad, siendo su ausencia criterio de exclusidon para el diagndstico, estudios
recientes han mostrado nuevas variantes asociadas al riesgo a padecer EC [38-40].Lenz
y colaboradores [38] realizaron un estudio de interacciones no aditivas en la regién
HLA en cerca de 12.000 pacientes de EC, en que describen nuevas interacciones entre

haplotipos HLA, como el observado entre el haplotipo asociado a la enfermedad HLA-
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DQ2.5 con HLA-DQA1*01:01-DQB1*05:01, no descrito previamente con riesgo a

padecer la enfermedad.

Por otro lado, recientemente se han relacionado variantes en otros genes de la region
HLA con la EC, destacando HLA-DPB1 (posicién 9), ciertos alelos del gen HLA-B (B*08 y
B*39:06) y dos SNPs (polimorfismos de un solo nucleétido) con efecto cis-eQTL en los
genes HLA-F y HLA-DPBI1. La caracterizacion de estas variantes formd parte de un

mapeo fino de la totalidad de la regién del HLA [39].

También resulta interesante la relacién encontrada entre el alelo HLA-DPB1*04:01 y
una reduccidon del riesgo a desarrollar anticuerpos anti-TG2, sugiriendo que, a
diferencia de lo descrito anteriormente, ciertos alelos presentes en esta regién pueden

jugar un papel protector frente al desarrollo de la enfermedad [40].

Aunque durante afios Unicamente se apuntd a la regidén del HLA con el riesgo genético
a desarrollar EC, esta regidon no supone mas de una cuarta parte de la heredabilidad
existente. Ademads, hay que tener en cuenta que una gran proporcion de individuos
sanos (aproximadamente un 35-40%) presenta los principales alelos de riesgo, pero
solo el 1 % de la poblacién general llega a manifestar la enfermedad. Estas
caracteristicas llevaron a pensar que otros factores genéticos tenian que estar

involucrados en la susceptibilidad a EC.

b. Genes no HLA

Durante la ultima década, los estudios de barrido gendmico (GWAS, del inglés genome
wide association studies) han supuesto una gran revolucién en el estudio de la
genética de enfermedades complejas. Estos se basan en el andlisis a gran escala de
variantes genéticas, principalmente polimorfismos de un Unico nucleétido (SNPs),
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repartidas a lo largo de todo el genoma en un grupo de enfermos y controles, con el fin
de encontrar aquellas que aparezcan a diferente frecuencia en ambos grupos y que,
por lo tanto, se asocien a la enfermedad. Generalmente estos estudios incluyen
variantes con una frecuencia minima del 5% y requieren una gran cantidad de
individuos con el fin de alcanzar la potencia estadistica necesaria para llegar a

encontrar asociaciones significativas.

En el caso de la EC, el primer GWAS, se llevd a cabo en poblacién inglesa, y en él se
incluyeron 778 pacientes y 1422 controles. Se describié el primer locus de riesgo
genético externo a la regidon HLA, una regién del cromosoma 4 en que se encuentran
los genes IL2 e IL21 [41]. Posteriormente, se estudiaron en nuevas muestras las
variantes que habian presentado un mayor riesgo en el analisis anterior aunque la
asociacién no cumplia los criterios exigentes de significacién requeridos por los GWAS
(estudio de “follow up”). En esta linea, se realizaron dos estudios que aumentaron las
regiones genéticas asociadas a 15, describiendo 13 en poblacidn inglesa y una en
poblacién americana [42, 43]. La inclusidn en un nuevo estudio de seguimiento de las
variantes genéticas que parecian mostrar una menor asociacién, permitié describir dos
sefiales adicionales de susceptibilidad. La primera de ellas, en la secuencia del gen REL;

y la segunda, colindante a los genes TNFAIP3-OLIG3 [44].

En 2011, la realizacidn de un segundo estudio de barrido gendmico elevd el nimero de

regiones génicas relacionadas con riesgo a padecer la EC a 26 [45].

Una de las principales ideas que se consolidé a raiz de los GWAS es la existencia de una
genética compartida entre diferentes enfermedades de origen inmunolégico; lo que

supone que distintas enfermedades pueden presentar rutas moleculares comunes
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alteradas. Basandose en ello se desarrolld el proyecto Immunochip, que incluyd cerca
de 200.000 polimorfismos en regiones asociadas al riesgo a padecer doce
enfermedades de origen inmunoldgico, incluida la EC [46]. Con este proyecto, se
descubrieron 13 nuevas regiones asociadas con la enfermedad. Tras él surgieron
trabajos de meta-andlisis que permitieron incrementar este nimero como el caso de
las variantes localizadas en los genes ZNF335 y NFIA, descritas a partir de los
resultados del Immunochip en poblacidn irlandesa [47] y el gen IL18 en poblacion

italiana [48].

Es destacable que la mayoria de los genes préximos a polimorfismos asociados estan
involucrados en procesos inmunoldgicos, como activacion de linfocitos T; o apuntando

a otros procesos biolégicos como diferenciacion celular, migraciéon e inflamacion [46].

Debido a que en los GWAS no se incluyen variantes alélicas con frecuencias menores al
5%, posteriormente se han desarrollado dos estudios basados en la secuenciacién
masiva del exoma. Aunque en el primero, llevado a cabo por Hunt y colaboradores,
revelaron otra variante de riesgo en el gen NCF2 [49], ambos pusieron de manifiesto

que el efecto de estas variantes parece ser pequefio [50].

En la tabla 1 se muestra un resumen de las regiones descritas hasta la fecha.
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Tabla 1: Genes no HLA asociados al riesgo a presentar EC.

Estudio Genes en loci asociados

van Heel et al, 2007 [41] IL2, IL21

Garner et al, 2009 [42] ITGA4

Hunt et al, 2008 [43] RSG1 LppP
IL1RL1-IL18R1-IL18RAP-SCL9A4 TAGAP
CCR1-CCR2-CCR3 SH2B3
SCHIP1 ATXNZ

Trynka et al, 2009 [44]
Dubois et al, 2010 [45]

REL

TNFRSF14-MMEL1

TNFAIP3-OLIG3
PTPRKM-THEMIS

RUNX3 PVT1
Clorf106 ZMIZ1
PLEK-FBX048 ETS1
CCR4 CIITA
GLB1 SOCS1-PRM1-PRM2
ARHGAP31 ICOSLG
BACH2
Festen etal, 2011 [51] PTPNZ2 PUS10
Trynka et al, 2011 [46] FASLG-TNFSF18 TREH-DDX6
STAT4 ZPF36L1
IRF4 CLK3-CSK-ULK3
ELMO1 UBASH3A
PFKFB3-PRKCQ UBE2L3-YD]C
POUZAF1 HCFC1-TMEM187-1RAK
Ostensson et al, 2013 [52] | DUSP10
Hunt et al, 2013 [49] NCF2
Zupin et al, 2015 [48] IL18
Coleman et al, 2016 [47] ZNF335 NFIA

Excepto por el MHC, las variantes genéticas asociadas a EC y en general a las

enfermedades autoinmunes, muestran efectos modestos. La presencia de ciertas
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variantes genéticas que interactlan con factores ambientales o epigenéticos puede
tener la clave para desarrollar o no una enfermedad. De esta manera, hay ocasiones en
que el efecto de una variante génica solo se pone de manifiesto bajo el efecto de
determinadas condiciones genéticas o ambientales. En estos casos, algunos genes de
susceptibilidad pueden escapar a su identificacidon bajo las condiciones de los GWAS.
Algunos estudios buscan solventar este problema basandose en las interacciones entre
loci, que ademas de ampliar la capacidad de detectar asociaciones genéticas en una
enfermedad, contribuyen a dilucidar parte de las vias o rutas bioquimicas que la
sustentan [53]. Ademds, como apuntan Manolio y colaboradores, estas interacciones
genéticas pueden contribuir al estudio de la heredabilidad comun de diferentes
enfermedades [54]. En este sentido, destacan los estudios de Ostensson y
colaboradores, que asocian el gen DUSP10 a EC, solo tras la estratificacion de la
poblacién celiaca en funcion de su HLA-DQ [52]. También el trabajo llevado a cabo por
Liu [55], en que describen un gran numero de interacciones entre polimorfismos
asociados a diferentes enfermedades autoinmunes, destacando la interaccidén génica
entre el gen C1orf106 (rs7522462)y TEC (rs11945978) implicada con el riego a padecer
enfermedad de Crohn (ECr); lo que resulta interesante ya que, el gen Clorf106 se ha

descrito también como gen de riesgo a padecer EC.

¢. Genética compartida entre enfermedades autoinmunes

La existencia de una base genética compartida entre enfermedades autoinmunes se ha
planteado extensamente a lo largo de los afios. Esta idea se ha puesto especialmente

en evidencia gracias a los GWAS, asociando un gran numero de regiones génicas a
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diferentes enfermedades autoinmunes [56, 57], y en especial tras el proyecto

Immunochip [46].

La colitis ulcerosa (CU) es una de las dos principales formas de la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell). Se caracteriza por una inflamacién crénica intestinal que
cursa con periodos de brote y remisién, que se considera desencadena por una
respuesta inmune frente a bacterias comensales. Sin embargo, a diferencia de la EC, el
componente genético parece tener una menor relevancia como desencadenante,
siendo la concordancia entre gemelos monocigdticos para la CU del 15% [58].
Curiosamente, los GWAS muestran que este componente genético se explica por un
mayor numero de regiones, ya que, hasta la fecha, se han descrito 155 sefiales que

explican solo el 8.2% de la heredabilidad de esta enfermedad [59, 60].

Entre los genes localizados en las regiones asociadas a EC y CU, se incluyen algunos con
funciones propias de la inmunidad innata y la adaptativa, asi como otros relacionados
con la integridad o mantenimiento de la barrera intestinal, tal como se muestra en la

figura 2.
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Inmunidad

EE Inmunidad
EC CCR2,CCR3 ama THEMIS Adaptativa
Innata CCR4, GLB1 1L2,1L21 RGS1
TLR7 PLEK CCR1 PTPRK cD247
TLR8 ITGAIL UBE2L3 CCR5 RUNX CCRLZ, CCRY

HCFCI, TMEMI87, IRAK1 OLIG3, TNFAIP3 CD28, CTLA4, ICOS SCHIPL, IL12A MAP3K7
CD30, KTELC1 SH2B3, ATXN2 BACH2

FASLG

REL

iL3, 121 IFNG S0Cs1

g ICOSLG ILI8RAP, ILIRL1,
TNFR3PT4 PTPN2 IL18R1 ILIRL2
INFG STAT4

D40

CREM GATA3 RORC TYK2

il ORMIOES HeEED DAP CRTC3 110 SMAD3  STAT
CcL13, ceL2 PTGER4 SLC9A3 27 CXRS 128 SMAD7  STAT3
ERAPL ERAP2  TLR4 IRFB IL2RA,  CCRE 123 TBK21  STATS
FCG2AIB, FCGR3  NCF2 1EIH1 ILISRA TRAP3IP2 iL23R TNFRSF8  SMURF1

ITGAL

IRGM C DNMT3B  JAK2 TNFRSF15

€08 EPO NFIL3 TNFRSFS

Barrera | Otras
EC Intestinal | E€ |
POUZAF1 ELMO1 TREH,DDX8  NFIA
PRM1 MMELL UBASH3A FRMD4B
CXCL16 PRM2 PFKFB3, PFKCQ YDIC us2L3

Clorf106 ARHGAP31  TLF LPP ZMmiz

CLK3, CSK TNFSF18 LFT

KIF218
ZFP36L1
PUSIO

ADCY3 DOK3

Clorf53  FOSL2,ERE LIF,0SM  NDRP1 RPSBKB1 VL.
CCDCR38  GPRIB3,  MSTI, FFKB4T 8, VDR oTUD3
DLD CARDI1I cp228 GPR18 MUC1s SF4  ZNFB31, CTSZPLA2D3
IRGM ECM1 GNAI2 CISD1, iPMK GFR35 NCFs TNN12, LSP1 ZPBF, IKZF1 FPRKCD,
CEBPE  GPR85, GALCPHACTRZ  TRIBI ADA, HNF4A PLCL1

NXK2,3 GNA12 HNF4A
LAMBI

HCK RELA TSPAN14,  CALM3
SPRED2 Clorf58 FAMS5A,
TURF1, 2ZFPS0

Figura 2: Relacidn entre los genes asociados a EC y CU descritos por los estudios de
barrido gendmico. Los genes se encuentran agrupados debido a su pertenencia a
tres principales bloques funcionales: inmunidad innata, inmunidad adaptativa y

barrera intestinal.

Sin embargo, la asociacion de un loci a varias enfermedades autoinmunes no
demuestra la existencia de una misma implicacion funcional. En este sentido, se han
descrito efectos opuestos en algunos loci, lo que implica que un alelo de una misma
variante asociada a distintas enfermedades puede conferir proteccidon a padecer una
enfermedad y riesgo a padecer otra [56]. Las diferencias observadas podrian surgir de
diferentes patrones de desequilibrio de ligamiento, haciendo necesario llevar a cabo

estudios para verificar la implicacion funcional en cada caso.
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d. Estudios de expresion génica

Otra contribucion relevante de los GWAS, asi como de estudios posteriores, fue el
hallazgo de que la gran mayoria de las variantes genéticas asociadas se localizaban en
regiones no codificantes y por tanto con un posible papel regulador. Esto plantea otro
problema, que es conocer a qué gen o genes concretos afectan las variantes asociadas.
El efecto de estas sefiales sigue siendo un reto importante. Se hacen necesarios
estudios funcionales para hacer frente a este problema, para intentar mediante
diferentes enfoques identificar las variantes causales o definir el gen o genes
implicados en cada loci de riesgo. Con este propésito, los estudios de eQTL (expression
quantitative trait loci) han permitido asociar la expresidon de un gen con variantes de
riesgo concretas, reduciendo el nimero de genes candidatos en las regiones asociadas
o incluso permitiendo identificar el gen etiolégico [61, 62]. El primer gen eQTL descrito
relacionado con el riesgo a padecer EC fue el ILI8RAP [43], pero dos afios mads tarde, el
estudio realizado por Dubois et al [45], expandié en gran medida este fenémeno, ya
que el 53% (20/38) de los SNPs de riesgo a EC detectados presentaron efecto cis-eQTL.
Sin embargo, el analisis eQTL realizado en este trabajo utilizé datos de expresiéon de
muestras de sangre periférica, a pesar de que el tejido principal afectado en la EC es el
intestino delgado. Esto puso de manifiesto la necesidad de estudiar diferentes tejidos

para lograr una imagen mas real de la influencia de los cambios en la expresién génica.

Los estudios en el intestino delgado, el tejido diana en EC, también encontraron
diferencias en la expresidn de varios genes, algunos de ellos influenciados por SNPs de
riesgo. En un estudio preliminar, Plaza-lzurieta y colaboradores realizaron el analisis de

cis-QTL de 8 regiones descritas en los GWAS y encontraron resultados significativos
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para IL12A, LPP, SCHIP1 y SH2B3 [63]. En un trabajo posterior, estos autores ampliaron
el andlisis a 45 genes y encontraron 15 de ellos expresados diferencialmente entre
pacientes activos de EC y controles no celiacos, y 11 entre la EC activa y pacientes de
EC en dieta sin gluten (DSG) [64]. Adicionalmente, se puso de manifiesto la influencia
de ciertos SNPs sobre la expresion de genes distantes, asi como, la presencia de un
efecto estimulo- dependiente. De esta manera, correlacionaron la expresién de 18

genes en EC con 3 SNPs, situacidn no observada en controles.

Otros estudios de expresion también han puesto de manifiesto la implicacién de rutas
funcionales concretas en el desarrollo de la enfermedad. Fernandez-Jiménez vy
colaboradores [65] estudiaron la expresidon en las biopsias intestinales de 93 genes
relacionados con la ruta NF-kB confirmando la alteracidn de una fraccidon considerable
de estos genes en EC. Adicionalmente, detectaron cambios en la metilacidon del DNA en
los promotores de 4 de los genes de la ruta estudiados, con mayor frecuencia en

enfermedad activa.

Por otro lado, muy recientemente se ha puesto de manifiesto la implicacién de un RNA
no codificante, Inc13, en la regulacién de la expresién de varios genes asociados a EC;
asi como en reprimir la expresion de ciertos genes inflamatorios en condiciones
homeostaticas, sugiriendo que la baja regulacién de Inc13 puede contribuir a la

inflamacidén que caracteriza la enfermedad [66].

La alteracion en la expresién de los genes RUNX3, THEMIS, TNFRSF14 y ETS1,
relacionados con el desarrollo de linfocitos T [45], han mostrado la implicacién de

alteraciones en el timo en la apariciéon de la enfermedad. En esta misma linea,
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Amundsen y colaboradores encontraron 6 SNPs de riesgo a EC con efectos timo

especificas [67].

Los estudios de expresion génica descritos hasta la fecha dan idea del gran papel de los
linfocitos T CD4+ en la patogénesis de la EC, con numerosos genes asociados,
implicados en la activacién y diferenciacién de los linfocitos T. Aunque también ponen
de manifiesto una posible alteracién en rutas implicadas en la coestimulacién T-B; asi
como en la activacion y maduracion de los linfocitos B. De hecho, los ultimos estudios
genéticos sugieren un papel mas relevante de los linfocitos B en la patogénesis de EC

[68].

Cabe sefialar que no siempre existe concordancia entre los genes con expresion
alterada en EC que apuntan los distintos trabajos. La mayoria de los estudios realizados
utilizan para el analisis de los datos la t de Student o el test no paramétrico de la U de
Mann-Whitney. Ambos tests determinan si las dos muestras observadas proceden de
una misma poblacién, siendo la hipdtesis nula que la media o la mediana, segun se
emplee la t de Student o la U de Mann- Whitney, de las dos poblaciones son iguales. La
obtencidén de un resultado significativo con ambos tests depende, en gran medida, del
tamafio de muestra, que condiciona la potencia estadistica. El test de la U de Mann-
Whitney es una prueba no paramétrica y como tal, menos precisa que el test de la t de
Student, pero su utilizacién es necesaria cuando no se cumplen las condiciones de
aplicabilidad de los contrastes paramétricos como es el de la t de Student o cuando se

dispone de tamanos muestrales muy pequenos.

Los métodos bayesianos constituyen una alternativa a la estadistica tradicional. En

esencia se diferencian en que ademds de la informacion aportada por los datos
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observados, incorporan la informacion inicial que se tiene del efecto en estudio, para
obtener una distribucidn de probabilidad final para dicho efecto con la que se realizara
la inferencia. Consideran que los parametros desconocidos son variables aleatorias
para las cuales debe fijarse una distribucidn inicial, también denominada distribucion a
priori. Los métodos bayesianos hacen uso del Teorema de Bayes para obtener la
distribucién final o a posteriori de los parametros. Esta metodologia ha mostrado su

utilidad en el andlisis de muestras de tamano pequeiio [69].

3) Diagnéstico

El diagndstico de la EC se establece a partir de la combinacion de una serie de
hallazgos tanto seroldgicos, como histolédgicos y genéticos, todo ello en combinacién
con criterios clinicos que incluyen una buena respuesta a la DSG. Existe un gran
espectro de sintomas intestinales y/o extraintestinales que pueden presentar los
pacientes. Este hecho, dificulta en gran medida el diagndstico, especialmente en paises
con bajos recursos y menor conocimiento de la enfermedad. Ademas, la enfermedad
puede aparecer de forma subclinica. En estos casos, suele ser detectada al pertenecer
el paciente a un grupo de riesgo, como ser familiar de primer grado de un individuo

afectado.

Esto provoca que el ratio de casos diagnosticados respecto a no diagnosticados sea de
aproximadamente 1:3 en pacientes pediatricos, llegando a 1:5 en los adultos. Este bajo
numero de individuos diagnosticados provoca que la EC se compare con un iceberg, en
gue la superficie visible la ocupan los casos diagnosticados, quedando sin detectar el

mayor numero de pacientes [70].
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1. Clinica

La EC se ha considerado tradicionalmente una enfermedad con debut pedidtrico; sin
embargo, actualmente se reconoce que puede existir un debut adulto [17, 71, 72].
Aunque inicialmente se pensd en un diagndstico tardio como causante del incremento
de prevalencia encontrado en la edad adulta, estudios de seguimiento serolégico
descartaron esta posibilidad [73], ya que detectaron una aparicién de novo de
anticuerpos especificos acompafiados de sintomatologia, en algunos casos difusa. De
hecho, la forma clinica en que se presenta la enfermedad varia considerablemente en

funcidén de la edad.

a. Clinica en ninos

En la edad pediatrica aparece con mas frecuencia la presentacidon cldsica de la
enfermedad [74]. La principal sintomatologia en estos casos es gastrointestinal,
incluyendo diarrea, vomitos y falta de apetito; asi como sintomas derivados de la
malabsorcidn y la deficiencia nutricional, como cabello ralo y estancamiento pondero-
estatural. Distensidn abdominal y alteracién del caracter son también comunes al
diagndstico. En los casos mas graves puede aparecer una forma grave denominada

“crisis celiaca”, con graves alteraciones digestivas.

Las formas no cldsicas de la enfermedad son mas frecuentes en nifios escolares y
adolescentes. Los sintomas pueden ser mas difusos, destacando el retraso en la

pubertad, estrefiimiento, hipoplasia dentaria [75] e hipertransaminasemia [76].

Aunque con menos frecuencia que en adultos, la EC puede presentarse también de

forma subclinica [77]. Estos casos suelen diagnosticarse de manera casual, por
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despistajes familiares o poblacionales, o debido a la presencia de otras enfermedades

autoinmunes.

b. Clinica en adultos

Se ha observado una tendencia hacia manifestaciones clinicas mas atenuadas con el
aumento de la edad [78, 79]. Es mds frecuente encontrar sintomas limitados, que a
menudo consisten en un aumento en el volumen de las heces o gases por la mala
absorcion de lactosa y el sobrecrecimiento bacteriano. La dispepsia funcional y el
sindrome de intestino irritable son también dos sintomas caracteristicos de la
poblacién adulta [80, 81]. Por otro lado, son bastante frecuentes los sintomas
extraintestinales tales como astenia, ataxia, Ulceras orales, la osteoporosis o lesiones
en la piel [82, 83]. La presencia de patologias asociadas también es mds comun en
adultos, encontrando trastornos autoinmunes como la tiroiditis autoinmune, diabetes

tipo | o sindrome de Sjogren [84, 85].

2. Serologia

La EC cursa con la formacién de tres principales autoanticuerpos: anti-
transglutaminasa tisular o tipo 2 (TG2) y anti-endomisio (EMA), ambos anticuerpos

dirigidos contra la enzima TG2; y anti-péptidos deamidados de gliadina (PDG).

La TG2 es el principal autoantigeno que aparece en la EC y la diana de los anticuerpos
de mayor sensibilidad y especificidad (anti-TG2 y EMA) [86]. Se recomienda que la

positividad frente a TG2, se confirme con EMA, que posee mayor especificidad [87].

Los anticuerpos anti-PDG se generan frente a los péptidos de gluten deamidados a

cargo de la TG2 [32]. Aunque presentan una menor sensibilidad y especificidad que los
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anti-TG2, se recomiendan en el cribado diagndstico, sobre todo en casos de déficit de
IgA, ya que los anticuerpos anti-PDG son de tipo IgG, mientras que los detectados

frente a la TG2 son de tipo IgA.

Las caracteristicas del paciente, asi como la ingesta del gluten, son parametros que
condicionan la positividad de estos anticuerpos, y por tanto hay que tenerlos en
cuenta en su utilizacién. De hecho, existen pacientes diagnosticados con anticuerpos
negativos. Se han realizado diversos estudios a este respecto, sin llegar actualmente a
un consenso sobre el tema. Algunos autores apuntan a una mayor prevalencia de
adultos con serologia negativa [88], o en etapas mads avanzadas de la enfermedad [88-
90]. Ademas se sabe que la falta de anti-TG2 en suero no implica su ausencia a nivel

intestinal [89].

Anticuerpos anti-TG2 neoepitopo

Los ensayos clasicos de determinacién de anticuerpos anti-TG2 han presentado
siempre una buena correlacion con los anticuerpos EMA. Sin embargo, recientemente
se han desarrollado ensayos que afirman detectar anticuerpos dirigidos frente a
antigenos considerados neo-epitopos, definiéndolos como aquellos que surgen tras el
cross-linking de péptidos de gliadina y la enzima TG2 [91]. Estos ensayos, incluyen
como antigeno la TG2 y péptidos modificados de gliadina, y no muestran una
correlacién tan buena con los EMA. Este hecho, pone en duda el establecimiento de
los EMA como técnica de referencia o gold standard en el diagndstico seroldgico de los
pacientes de EC, y ademdas muestra un nuevo espectro de enfermos, que, no solo
presentan anticuerpos menos convencionales, sino que ademds acumulan otros rasgos

diagndsticos mas atenuados. De esta manera, se ha visto que los pacientes EMA
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negativos presentan una mayor frecuencia de variantes HLA de bajo riesgo e incluso
variantes de HLA sin riesgo asociado; asi como un menor grado de lesion histoldgica

[92].

Debido a esto, son pacientes que pueden escapar al diagndstico establecido de
acuerdo a las guias actuales, y que requieren una labor diagndstica mdas exhaustiva.
Ademas, estas caracteristicas diferenciales incrementan la necesidad de una mejor

comprensién de la inmunopatologia subyacente a la enfermedad.

3. Genética HLA

Como se ha descrito anteriormente, la EC presenta una fuerte asociacidén genética con
ciertos alelos de la regién HLA. Actualmente los Unicos marcadores de riesgo que
tienen utilidad clinica son los alelos HLA-DQB1*02 y HLA- DQA1*05 necesarios para la
presencia del heterodimero HLA-DQ2.5; y HLA-DQB1*03:02 con HLA-DQA1*03, que
implican la presencia de HLA-DQS8. La presencia de unos u otros alelos supone distinto
grado de susceptibilidad. Estas diferencias se deben fundamentalmente al efecto de
dosis génica y a la capacidad de presentacion de los péptidos derivados del gluten por
las distintas moléculas HLA-DQ que codifican. Los diferentes grados de riesgo a

padecer la enfermedad se detallan en la figura 3.

49



Introduccion

Genes
Riesgo  aielos
muy Epitopos del gluten
alto presentados
Receptores HLA-DQ
Genes
Riesgo Alelos
alto Epitopos del gluten
presentados
Receptores HLA-DQ
Genes
. Alelos
Riesgo
. . Epitopos del gluten
intermedio .
Receptores HLA-DQ
Genes
. Alelos
Riesgo

Epitopos del gluten
presentados

bajo

Receptores HLA-DQ

Genes

Alelos

Compatible

Epitopos ce! gluten
presentados

Receptores HLA-DQ

Figura 3: Moléculas HLA-DQ que confieren riesgo a presentar EC, formadas
dependiendo de los alelos presentes en los genes HLA-DQA1 y HLA-DQB1. También
se muestra la proporcion de epitopos que son capaces de presentar, estableciendo

en conjunto los distintos grupos de riesgo a padecer EC. Adaptada de Dieli-Crimi y

colaboradores. (90).
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La prueba genética presenta un elevado valor predictivo negativo, de manera que la
ausencia de alelos de riesgo permite afirmar que el desarrollo de la enfermedad es
muy improbable. Sin embargo su valor predictivo positivo no es tan bueno, debido a la
elevada presencia de estos alelos en la poblacién general. Debido a esto, su mayor
utilidad se restringe a screening de familiaridad, individuos con serologia negativa, o a

situaciones de fuerte sospecha clinica pero patrén histolégico no concluyente.

4. Biopsia

Hasta el afio 2012 el hallazgo de dano histolégico a nivel duodenal se consideraba
fundamental para llegar al diagndstico de EC. Aunque este dafo puede variar con el
estadio y severidad de la enfermedad, de manera general la enteropatia provocada
por el gluten se debe a un aumento de linfocitos intraepiteliales (LIEs) acompafiados

de atrofia vellositaria e hiperplasia de las criptas [93, 94].

Aunque el aumento de LIEs se considera el primer hallazgo detectable de la EC, su
presencia no es exclusiva de la enfermedad. Se considera que existe un aumento de
LIEs cuando su presencia en la mucosa es superior a 25 células por cada 100
enterocitos. El grado de atrofia es variable, existiendo desde pequefios acortamientos
de las vellosidades, hasta una atrofia total, con ausencia de las mismas. Esto ha llevado
a que a lo largo de los afos, se hayan establecido diversas clasificaciones englobando
estos pardmetros. Actualmente la mas empleada es la clasificacion modificada de
Marsh-Oberhuber [95, 96], tal como se detalla en la tabla 2, aunque hay que tener en

cuenta que el anterior limite de 40 se ha rebajado a 25 [97].
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Tabla 2: Clasificacion modificada de Marsh-Oberhuber para el diagnéstico

anatomopatoldgico de la EC.

Marsh 0 Marsh1l Marsh 2 Marsh 3a Marsh 3b  Marsh 3¢

LIEs <40 >40 >40 >40 >40 >40
Criptas Normal Normal Hiperplasia Hiperplasia Hiperplasia Hiperplasia
Vellosidades | Normal Normal Normal Atrofia Atrofia  Atrofia total

parcial subtotal

Aunque los tipos 3b y 3c son muy caracteristicos de un proceso activo en la
enfermedad; la exclusion de otras causas, asi como la consideracion de todos los
criterios diagndsticos en conjunto, se consideran fundamentales en el estudio de la

enfermedad.

El hallazgo de atrofia en biopsia duodenal se considerd el gold standard en el
diagndstico de la enfermedad durante muchos afios, pero al ser una técnica altamente
invasiva y que presenta cierta subjetividad, en muchos casos se busca llegar al
diagnostico sin este procedimiento. Diversos estudios muestran que mas del 95% de
los nifios pero sdlo el 53% de los adultos pueden llegar a diagnosticarse correctamente
sin biopsia [98]. De acuerdo con esto, desde el afio 2012 se permite el diagndstico sin
biopsia de nifos con clinica sugerente de EC, titulos anti-TG2 10 veces mayor que el
limite superior de la normalidad confirmada con EMA y genética HLA-DQ2/DQ8 [1]. En

adultos, la biopsia sigue siendo necesaria para el diagndstico en todos los casos.
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5. Inmunofenotipaje de LIEs

El aumento de LIEs parece una caracteristica constante en la enfermedad. De hecho, la
presencia de linfocitos T con TCR af y yd es una de las primeras anormalidades que se
detecta durante el desarrollo de la enfermedad, coincidiendo con la lesidn
histopatoldégica [99]. Los LIEs representan del 5 al 15% de las células aisladas a partir
del epitelio [100] y la mayoria de ellos expresan la integrina aE (CD103) B7. La mayoria
de LIEs son linfocitos T CD8". Ademas la expresion de TCRap es predominante, aunque
aproximadamente el 10% de LIEs expresan TCRy®&. Existe también un subgrupo de LIEs
intestinales denominados NK-like, caracterizados por el fenotipo CD3™ CD103". La
funcién del subconjunto de los LIEs TCRyS en la EC no estd del todo claro, pero las
recientes investigaciones realizadas por medio de citometria de flujo apuntan hacia

una funcién reguladora [101].

El aumento de LIEs TCRyé se considera casi patognomoénico de la EC [102], aunque
puede hallarse en otras enteropatias como alergias a alimentos [103],
criptosporidiasis [104], déficit de IgA [105] y giardiasis [106]. Sin embargo, solo en el
caso de la EC este aumento se mantiene de forma permanente [107]. Ademas de los
LIEs TCRy), la EC también se asocia con un descenso de linfocitos NK-like [108]. Esta
poblacién, que representa el segundo subtipo de LIEs mas frecuente en un epitelio
sano, llega a ser practicamente indetectable en la EC activa. La combinacion de ambos

parametros es necesaria para establecer el patrdn caracteristico de EC.

Estos linfocitos se estudian por citometria de flujo, encontrando las siguientes

alteraciones en la EC:
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- Aumento porcentual total de linfocitos intraepiteliales respecto al total del
epitelio. Este pardmetro se corrige tras la eliminacién del gluten de la dieta.
Actualmente se considera que la poblacién de LIEs es normal cuando se situa

por debajo del8-12 % del total del epitelio.

- Aumento porcentual de LIEs TCRyd. Se mantiene casi constante
independientemente de la dieta. Se considera indicativo de EC un porcentaje

superior a 10% sobre el total de LIEs.

- Disminucién porcentual de LIEs CD3" CD103" (NK-like).En pacientes con
procesos activos de la enfermedad los valores caen por debajo del 10%, esta

poblacién se considera normal por encima del 20% de los LIEs totales.

El inmunofenotipaje de los LIEs es una determinacidn con parametros de sensibilidad y
especificidad muy elevados, pero su mayor utilidad se debe a que en principio
mantiene su potencial diagndstico durante la DSG. Los cambios se observan en todos

los grupos de edad, pero son mas marcados en nifios [109].

6. Provocacion con gluten

Tanto la atrofia intestinal como la presencia de anticuerpos especificos son signos que
suelen desaparecer tras un periodo prolongado de DSG. En esta situacidn, solo la
prueba genética se mantiene, teniendo en cuenta la limitacidon que conlleva, ya que
solo tiene valor predictivo negativo. Por ello, en individuos que siguen una DSG es
complicado establecer el diagndstico. A excepcion del inmunofenotipaje de los LIEs, no
disponible en todos los centros y que exige la realizaciéon de una biopsia duodenal, por

lo general es necesaria la reintroduccion del gluten en la dieta. Actualmente, las
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pruebas de provocacion requieren un periodo suficiente como para causar una
respuesta que incluya cambios histoldgicos, seroldgicos y/o sintomaticos lo cual puede
variar enormemente de unos individuos a otros, por lo que no hay un periodo
claramente establecido [110]. Estas pruebas también se aconsejan en individuos con
diagndstico incierto. La Sociedad Europea de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia
y Nutricién (ESPGHAN, del inglés European Society for Paediatric Gastroenterology
Hepatology and Nutrition) establece la indicacién de una provocacion en nifios con
diagnéstico incierto como aquellos con autoanticuerpos especificos negativos o HLA

DQ2/DQS8 negativo.

La presencia de pardmetros diagndsticos poco claros, asociado a la creciente idea de
gue una DSG es signo de una alimentacion mas saludable, ha provocado que en los
ultimos afios muchos individuos retiren voluntariamente el gluten de su dieta sin llevar
a cabo un correcto diagnéstico de la enfermedad. En estos casos, la provocacién con
gluten se hace necesaria para confirmar la EC. Sin embargo, esta herramienta
diagndstica tiene algunas limitaciones, por la agresividad del desencadenante, y la
necesidad de una endoscopia invasiva como prueba final. En conjunto, estos hallazgos
han planteado la necesidad de alternativas, menos invasivas que contribuyan al

diagndstico de este grupo de pacientes.

En la década de 2000, Anderson y colaboradores mostraron como la administracién
oral de gluten (aproximadamente 200 g/dia) durante tres dias a los pacientes con EC
en una estricta DSG provocaba una reaccidn especifica de linfocitos T CD4 en pacientes
con EC restringida a aquellos portadores de HLA-DQ2. Esta respuesta se podia

visualizar en sangre periférica mediante el uso de un ensayo por inmunoadsorcion
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ligado a enzimas (ELISPot, del inglés Enzyme-Linked ImmunoSpot Assay). Para ello se
requeria la recogida de muestras de sangre justo antes y seis dias después de la
provocacion [111]. En este estudio observaron un incremento del 660% de los
linfocitos productores de IFN-y, a dia 6 del inicio de la administracidon, determinando el
origen intestinal de estos linfocitos por la expresion de la integrina aEB7 que permite a
los linfocitos extravasar al epitelio intestinal [112].Desde esta primera aplicacidn,
varios estudios han demostrado que esta corta introduccién de gluten es capaz de
movilizar rdpidamente linfocitos T en la sangre de pacientes celiacos en DSG, que
puede revelarse mediante ensayos ELISPot o tecnologia de tetrameros para citometria

de flujo, sugiriendo asi su gran potencial en la practica clinica [113-115].

Ontiveros y colaboradores desarrollaron un ensayo de sangre periférica para detectar
linfocitos T especificos de gluten productores de IFN-y después de su estimulacion in

vitro con péptidos de gluten [116].

Han y colaboradores utilizando el enfoque de la tecnologia CyTOF demostraron con la
misma pauta de provocacién, un aumento de los linfocitos TCD8 y de linfocitos con
TCRyS6 [117]. Estos linfocitos expresan los marcadores de migracion a mucosa
intestinal CD103 e integrina B7, que constituyen la integrina aEPB7. El porcentaje de
células movilizado por la ingesta de gluten varia entre los pacientes individuales, desde
1% hasta 10% de las células CD8 periféricas totales, pero es siempre superior al
existente en individuos sin la enfermedad, en los que no se detecta este subgrupo
celular o lo hace a un porcentaje muy inferior. Este estudio demostré que se trata de
linfocitos T CD8 de memoria que se activan por la estimulacion oral con gluten y

circulan por la sangre periférica al tejido intestinal.
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Este estudio resulta muy prometedor porque no restringe la observacion de una
respuesta a individuos con HLA-DQ2, ni limita a los epitopos de gluten mas
abundantes. Sin embargo, es necesaria la evaluacion de su eficacia en el diagndstico de

la EC.

4) Inmunopatologia

Bajo el término gluten se engloban un grupo de proteinas con alto contenido en
glutamina y en prolina. La presencia de este ultimo aminoacido hace que la digestion
por endopeptidadas gastricas y pancredticas resulte poco eficiente, llegando al
intestino oligopéptidos relativamente largos, de en torno a 50 aminoacidos [118].
Estos péptidos atraviesan la barrera epitelial hasta la zona luminal, donde entran en
contacto con la enzima TG2 [32], que se expresa de manera constitutiva en la ldmina
propia intestinal y se activa al producirse dafo tisular [119, 120]. En condiciones
normales contribuye principalmente al mantenimiento de la matriz extracelular,
formando enlaces covalentes entre una glutamina de una proteina y una lisina de otra.
Por su alto contenido en glutamina, los péptidos del gluten se convierten en diana de
estas enzimas, origindandose residuos de acido glutamico. La carga negativa de este
aminodcido hace que tengan gran afinidad por las moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQS8. Por
tanto se convierten en péptidos inmunogénicos, susceptibles de ser reconocidos vy
procesados por las células presentadoras de antigenos. Estos péptidos son
presentados por estas moléculas de HLA clase Il a las células T CD4, desencadenandose
un conjunto de reacciones en la [dmina propia intestinal y conduciendo a la infiltracién
del epitelio por linfocitos, lo que finaliza con el dafio de la mucosa intestinal

caracteristico de la enfermedad.
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La expansion de linfocitos entre los enterocitos y en la zona basolateral del epitelio
intestinal incluye principalmente a los linfocitos T CD8 vy linfocitos con TCRy§, cuya
determinacién constituye la base de la prueba diagndstica (“inmunofenotipo” de los
LIEs). Dentro de los linfocitos T CD8 se ha caracterizado una subpoblacién que presenta
actividad citolitica independiente de su TCR, asi como receptores propios de NK [121,
122]. La citotoxicidad de estos linfocitos, denominados CTLs, se activa por la citoquina
IL-15 [123], la cual se ha demostrado que es producida por los enterocitos debido a la

presencia de gluten [124].

Otro proceso que tiene lugar, aunque no estd del todo esclarecido, es la formacién de
anticuerpos anti-TG2, los cuales aparecen en suero de una manera especifica en los
pacientes de EC. Parece que los linfocitos B, activados por linfocitos T especificos de
gluten, pueden reconocer de manera cruzada el complejo formado por la TG2 y los
péptidos de gluten, de manera que forman principalmente anticuerpos frente a la
enzima, pese a que la reaccidn proviene de una respuesta estrictamente desencadena

por el gluten [125], como se muestra en la figura 4.
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Figura 4: Producciéon de autoanticuerpos
anti-TG2 por linfocitos B, debido a una
respuesta cruzada con los péptidos de

gliadina.

Respuesta inmune Th17

La EC se ha considerado tradicionalmente como una respuesta inmune tipo Thl. Sin
embargo, el creciente estudio de los linfocitos Thl7, cuya implicacion se ha
demostrado en un gran nimero de enfermedades autoinmunes [126-128], ha

extendido el debate a su papel en la EC.

Los linfocitos Th17 proceden de linfocitos T naive CD4™ CD161%, y requieren para su
diferenciacién la estimulacién por las citoquinas IL-6, TGF-B, IL-23 e IL-1B. Por medio
del receptor de IL-23, se desencadena una respuesta a través de JAK2 y TYK2 [129],

gue lleva a la transcripciéon de las citoquinas efectoras IL-17A y IL-17F [130], a cargo de
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los factores de transcripcion ROR-yt y STAT3. Otros factores de transcripcion también
estan implicados en el proceso, como VAMP3 y SMAD3 [131], o el regulador negativo
de la diferenciacion a Th17, RHBDD3 [132]. Todo esto lleva a la expresion de
moléculas de membrana como CCR6; y a la produccién de citoquinas solubles como IL-

21, 1L-22 e IL-26 [133], tal como se muestra en la figura 5.
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Enfermedad Inflamatoria Intestinal
Psoriasis
Esclerosis Multiple
Diabetes Tipol
Artritis reuamatoide
Cirrosis biliar primaria
Colitis ulcerosa

RHBDD3
Nucleus T,.17 cell
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Figura 5: Principales moléculas que participan en la ruta Th17, asi como, las
enfermedades autoinmunes en que se ha implicado estas moléculas. Adaptada de

Parkes, M. y colaboradores [56].

El debate que existe acerca de la implicacion de estas células en la EC se debe, por un
lado, a que los estudios genéticos no parecen asociar genes relacionados con este tipo

de respuesta a su susceptibilidad [134], con la excepcion de la region IL2/1L21 [41];
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pero sin embargo, si se han encontrado niveles alterados de las citoquinas
caracteristicas de la ruta en pacientes con enfermedad activa, tanto a nivel de
expresion de RNA [135, 136], como a nivel de proteina soluble [137, 138]. Ademads, un
estudio de La Scaleia y colaboradores, apunta a una pérdida de la regulacion de las

Th17 en pacientes pediatricos con EC [139].

5) Tratamiento

El tratamiento de eleccidn para la EC consiste Unicamente en el seguimiento de una

dieta estricta sin gluten a lo largo de toda la vida.

Diversos estudios ponen de manifiesto que la sintomatologia mejora hasta alcanzar
resultados equiparables a los de la poblacidon general cuando se sigue una DSG de
forma mantenida [140], incluyendo una disminucion en el riesgo a padecer otras
enfermedades autoinmunes [141], asi como a desarrollar linfomas asociados a la
enteropatia [142]. Este hecho resalta la importancia de establecer un diagndstico

certero con poco retraso desde el debut de la enfermedad.

Existe un grupo de pacientes de EC que no responden a la retirada del gluten, estos
casos se denominan pacientes refractarios y representan aproximadamente el 2% de
los enfermos [143]. Se considera refractario un paciente con persistencia de la
sintomatologia tras un minimo de 12 meses sin gluten [144]. Ademdas de la
persistencia de la sintomatologia, este grupo de pacientes muestra un mayor riesgo de
desarrollar linfoma de células T [145].En estos casos, los tratamientos de eleccién se
basan en inmunosupresores y antiinflamatorios, como prednisolona y azatioprina, que

en ciertos estudios han mostrado una efectividad cercana al 50% [146].
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Este hecho, pone de manifiesto la necesidad de buscar terapias alternativas, asi como,
de incrementar el conocimiento que se tiene acerca de la inmunopatogenia de esta
enfermedad. Un mayor conocimiento de los genes y procesos implicados en el
desarrollo de la EC ayudara a buscar tratamientos alternativos. Del mismo modo, el
conocer procesos en comun con otras enfermedades autoinmunes podrd permitir

establecer qué farmacos, utiles en otras enfermedades podrian resultar eficaces en EC.

Actualmente existen numerosos estudios centrados en el desarrollo de nuevas

terapias. En la Figura 6 se muestran las principales dianas objeto de estudio.

Polimerosde Digestion
union al gluten enzimatica del
gluten

Helmintos
Inhibidores dwl v=

ransporte

HHBHH Hﬁﬂ

BI-.-que antes de
W IL1S
IL1S ju1s

IL1s

Inlubld«.-res

) TS}’#«-.
‘ —

Inhibidores de |apresemntacion
Inmunosupresores

Figura 6: Resumen de las principales dianas de los tratamientos alternativos en la EC.
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Objetivos

Estudiar la expresién intestinal en pacientes de EC de genes localizados en loci
de riesgo a la enfermedad, asi como de genes relacionados con la respuesta

inmune Th17, en pacientes con debut pediatrico y adulto.

Conocer si existen diferencias a nivel de expresion génica entre pacientes con
EC con serologia especifica positiva y negativa, mediante el estudio en ambos
grupos de pacientes de genes relacionados previamente con EC.

Avanzar en el conocimiento de la base genética compartida entre EC y CU,
mediante el estudio de la expresién de genes localizados en regiones de riesgo
compartido a ambas enfermedades, asi como en regiones de riesgo a EC, en
pacientes de ECy CU.

Estudiar si la interaccidon génica descrita entre los genes Clorf106 y TEC en la
susceptibilidad a ECr, también influye en el riesgo a presentar EC y CU.

Estudiar la validez del aumento de linfocitos T CD8" y TCRyS" activados dirigidos
al intestino que aparecen en sangre periférica tras una corta provocaciéon con

gluten como posible método diagndstico de EC en individuos en DSG.

65






MATERIALES Y METODOS






Materiales y métodos

1) Sujetos de estudio

Se obtuvo el consentimiento informado firmado de los sujetos incluidos en los
estudios, los cuales habian sido previamente aprobados por el Comité Etico de
Investigacidn Clinica del Hospital Clinico San Carlos. Las caracteristicas de los sujetos

estudiados se detallan a continuacién para cada estudio.

1. Estudios de expresion génica
a. Pacientes de EC

El diagndstico de EC se llevé a cabo siguiendo las guias recomendadas, que varian en
funciéon del rango de edad. Para el diagndstico pediatrico se siguieron los criterios de la
ESPGHAN [1, 147], y en adultos el diagndstico se realizé de acuerdo a las
recomendaciones de la American Gastroenterological Association (AGA) [148] y la
regla 4 de 5 descrita por Fasano y Catassi [149]. De esta manera, se seleccionaron 20
pacientes de EC: 14 con diagndstico pedidtrico y 6 con diagndstico adulto. Por otro
lado, se incluyeron un total de 8 pacientes con anticuerpos EMA negativos pero anti-

TG2 neoepitopo positivo, todos ellos con diagndstico pediatrico.

En la tabla 3 se muestran los datos demograficos de cada uno de los grupos.

Tabla 3: Datos demograficos de los pacientes incluidos en el estudio de expresidn

intestinal.
Nifios EMA + Nifios EMA—  Adultos
(n=14) (n=28) (n=16)
Edad media * ES | 643 65 3945 |
Rango Edad 1-15 1-15 28-52
Ratio Mujer: Hombre 1.7:1 0.6:1 4.0:1
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Todos los pacientes EMA positivos eran HLA-DQ2.5 y mostraban atrofia de
vellosidades. Entre los pacientes EMA negativos la genética era mads diversa,
incluyendo dos individuos no HLA-DQ2/DQ8. El grado de lesion histolégica era menor
que el observado en los pacientes EMA positivos. Los diversos parametros de los

pacientes obtenidos en las pruebas diagndsticas se detallan en la tabla 4.

Tabla 4: Pardametros diagndsticos de los pacientes incluidos en el estudio de

expresion.
Sintomatologia Clinica HLA Biopsia Respuesta a DSG
Nifos EMA+
Clasica DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.5 M3b Incompleta*™
Clasica DQ2.5 M3b Si
Asintomatico DQ2.5 M3b -
Clasica DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.5 M3c Si
Clasica DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.5 M3b Si
Asintomatico DQ2.5 M3b -
Dermatitis herpetiforme DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.5 M3b Si
Nifos EMA-
Clasica DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.5 M3a Si
Clasica No DQ2/DQS8 M3a Si
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Sintomatologia Clinica HLA Biopsia Respuesta a DSG
Clasica DQ2.5 M2 Si
Clasica DQ2.5 M2 Si
Clasica No DQ2/DQS8 M3c Incompleta*
Clasica DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.2 M3a Si
Clasica DQ2.2 M3a Si

Adultos EMA+

Clasica DQ2.2 M3a Si
Clasica DQ2.5 M3b Si
Clasica DQ2.5 M3a Si
Asintomatica DQ2.5 M3b -
Anemia ferropénica DQ2.5 M3a Si
Familiaridad DQ2.5 M3b -

*mantiene los anticuerpos ligeramente positivos. — Respuesta a DSG no evaluada.

DSG: dieta sin gluten; M: Marsh

b. Pacientes de CU.

Se estudiaron 19 muestras de colon/recto correspondientes a 13 pacientes adultos con
CU: 12 que corresponden a tejido inflamado y no inflamado del mismo paciente, 6 a
tejido no inflamado y 1 a tejido inflamado. La inflamacién de la mucosa se identificé
por la presencia de signos endoscdpicos de actividad de la enfermedad y se corrobord

con el aumento de expresién de S100A9 [150].

La CU se diagnosticé de acuerdo con los hallazgos clinicos, radiolégicos, endoscdépicos e
histolégicos segun los criterios aceptados [151]. En la tabla 5 se detallan los datos

demograficos de los pacientes incluidos en el estudio.
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Tabla 5: Datos demograficos de los pacientes de CU incluidos en el estudio de

expresion intestinal.

CU inflamado CU no inflamado
(n=12) (n=7)
Edad media * ES 56111 53+12
Rango Edad 45-72 28-72
Ratio Mujer: Hombre 0.75:1 1:1

c. Pacientes de ECr.

Se recogieron 7 muestras de colon/recto correspondientes a pacientes adultos con

ECr, 4 correspondientes a tejido inflamado y 3 de tejido no inflamado (Tabla 6).

De igual manera que en los pacientes de CU, la inflamacidn de la mucosa se identificé
por la presencia de signos endoscdopicos de actividad de la enfermedad y el aumento
de expresiéon de SI00A9 [150]. El diagndstico se llevé a cabo de acuerdo con los
hallazgos clinicos, radiolégicos, endoscdpicos e histolégicos segun los criterios

aceptados [151].

Tabla 6: Datos demograficos de los pacientes de ECr incluidos en el estudio de

expresion intestinal.

ECr inflamado ECr no inflamado
(n=4) (n=3)
Edad media + ES 43+16 42+15
Rango Edad 20-55 26-56
Ratio Mujer: Hombre 0.5:1 0.3:1
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d. Controles
Como controles para el estudio de EC se emplearon muestras duodenales de
individuos con histologia normal, anticuerpos especificos de EC negativos y ausencia
de enfermedades autoinmunes. Se obtuvieron muestras de 7 controles pediatricos y 5

controles adultos.

Para el estudio en CU y ECr se seleccionaron 4 muestras de colon de individuos con
histologia normal y ausencia de enfermedades autoinmunes como controles. Los datos

demograficos de los controles se muestran en la tabla 7.

Tabla 7: Datos demograficos de los controles utilizados en los estudios de expresion

intestinal.
Controles de Controles de Controles de
duodeno pediatricos duodeno adultos colon
(N=7) (N=5) (N=4)
Edad media + ES 816 51+24 58+13
Rango Edad 2-15 22-75 40-72
Ratio Mujer: Hombre 1.3:1 1.5:1 1:1

2. Estudio de interaccidn génica

Para este estudio se incluyeron 995 pacientes de EC, 256 pacientes de ECr, 337 de CU y
637 controles. En EC el ratio mujer: hombre fuel.6:1; en ECr 1.1:1; en UC 1.5:1 y en

controles 1.3:1.
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3. Estudio de provocacion

Se incluyeron 3 grupos de individuos: pacientes de EC con diagndstico previo,
individuos con sospecha de EC y controles; cuyos datos demograficos se muestran en
la tabla 8. Después de al menos un mes en DSG, cada participante consumié 160-200g
de pan blanco de molde con gluten por dia durante tres dias consecutivos (dias 1, 2 y
3). Se realizd una extraccién de sangre antes de comenzar la prueba (dia 0) y otra seis
dias después (dia 6). En algunos individuos se realizé6 también la extraccion a dia 3 con

el fin de evaluar una posible respuesta mas rapida.

Tabla 8: Datos demograficos de los sujetos incluidos en el estudio de provocacién.

Pacientes EC Sospecha de EC Controles
(n=10) (n=40) (n=19)
Edad media £ ES 31£16 41+15 3616
Rango Edad 9-67 10-68 27-51
Ratio Mujer: Hombre 1.5:1 4.3:1 2.7:1

a. Pacientes de EC

Todos los pacientes celiacos tuvieron un diagndstico basado en serologia especifica
positiva e histologia compatible (todos presentaron atrofia de las vellosidades en la
biopsia duodenal, excepto uno que presento linfocitosis intraepitelial, M1). Todos eran
HLA-DQ2.5. Se estudiaron 8 pacientes adultos y 2 nifios. A uno de los pacientes se le
realizdé el estudio dos veces con un afio en DSG entre muestras (Id 5). Los datos

demograficos, tiempo en DSG y parametros diagndsticos se detallan en la tabla 9.
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Tabla 9: Caracteristicas de los pacientes con EC del estudio.

ID EDAD Edad debut DSG Clinica Biopsia

1 35 33 2 afios Ferropenia M3b
Subclinica,

2 34 33 5 meses M3b
familiaridad

3 67 62 1 afo Ferropenia M3a
Subclinica,

4 42 36 8 anos M3
familiaridad

5 26 26 1 mes Ferropenia M3b

5* 27 26 1 afo Ferropenia M3b

6 36 33 2 afios Clasica M3b

7 25 24 8 meses Ferropenia M3b

8 32 26 6 afios Clasica M1

9 11 11 10 meses Subclinica M3c

10 9 8 11 meses Subclinica M3c

*segunda provocacion del paciente 5. EC= enfermedad celiaca, M= Marsh.

b. Pacientes con sospecha de EC

Se estudiaron 40 individuos con sospecha de EC que estaban siendo evaluados en
consultas especificas de nuestro hospital, tanto del Servicio de Aparato Digestivo como
de Pediatria. Algunos de ellos mantenian una DSG debido a un diagndstico incierto
anterior, mientras que otro grupo habia comenzado una DSG antes de realizar las
pruebas de diagndstico. Por esta razén, hay que tener en cuenta que algunos pacientes
solo tienen estudiados los anticuerpos especificos en DSG. Los datos de los pacientes

incluidos en el estudio se detallan en la tabla 10.
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Tabla 10: Parametros diagnodsticos de los pacientes incluidos en el estudio de

provocacion por sospecha de EC.
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ID

S1

S2

S3

sS4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

512

S13

S14

515

S16

S17

S18

S19

Clinica

Clasica

Clasica

Clasica

Ferropenia

Clasica

Clasica y astenia

Clasica y astenia

Ferropenia e
hipertiroidismo

Subclinica,
familiaridad

No clasica
Clasica
Ferropenia
Ferropenia
Clasica

Ferropenia

Ferropenia e
hiperprolacti-
nemia

Clasica

Clasica

Bajo pesoy
aftas orales

Ac

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Anti-TG2+
EMA-

Negativos

Negativos

Anti-TG2+
EMA-

Negativos

Negativos

Anti-TG2+
EMA-

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Anti-TG2+
EMA-

HLA

DQ8

DQ2.2

DQ2.2

DQ2.5

NO
DQ2/DQ8
DQ2.5/
DQS8

DQ2.5/
DQ2.5

DQ2.5

DQ2.5

DQ2.2

DQ7.5

DQ2.5/
DQ2.5

DQ7.5

NO
DQ2/DQ8

DQ7.5

DQ2.5

DQ8

DQ8

DQ7.5

Biopsia
duodeno

M1

M3A

MO

M1

M1

Duodenitis
crénica
Duodenitis
crénica

MO

M1

MO

MO

MO

TCRyb

1,7

2,5

1,8

6,1

iNK

8,9

12,2

18,1

7,4

Tiemp
oen
DSG

3m

1 mes

1 mes

10 m

3a

3a

2a

2,5a

1,5a

3,5 a

3a

1,5m

5a

3a



S20

S21

S22

523

S24

S25

526

S27

S28

S29

S30

S31

S32

S33

S34

S35

S36

S37

S38

S39

sS40

Clasica,
infertilidad

Clasica

Clasica

Clasica

Clasica

Epigastralgia

Clasica

Clasica

Clasica

Clasica

Disfagia
intermitente,
migrafia
Ferropenia,
déficit vitaminas
B12yD

Clasica

No clasica

Clasica

Clasica

Clasica

Clasica y astenia

Clasica

Clasica

Clasica

Negativos

Anti-TG2+
EMA+

Anti-TG2+
EMA-

Negativos

Negativos

Negativos

Anti-TG2

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Negativos

Anti-TG2+
EMA-

Negativos

Negativos

Negativos

Anti-TG2+
EMA-

Anti-TG2+
EMA-

Negativos

DQ2.2

DQ2.5

DQ8

DQ7.5

NO DQ2/
DQ8

DQ8

DQ2.5

DQ2.5/
DQ7.5

NO
DQ2/DQ8

DQ8

NO
DQ2/DQS8

DQ2.5

NO DQ2/
DQ8

DQ7.5

DQ2.5

DQ7.5

DQ2.2

NO
DQ2/DQ8
DQ2.5/
DQ7.5

DQ2.5

Duodenitis
cronica
Capsula Crosb
negativa

M3B

Duodenitis
cronica

M3b

MO

MO

MO

M3c

M1

Duodenitis
cronica

MO

MO

M3a

M1

MO
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3,8 11
22,3 1
56 2,4
18,8 42,2
2,7 12,6
1,3 23,5
2,2 12
3 10
3,7 225

la

6,5a

10 m

5a

6m

10 a

1,5m

1,5m

8a

2a

5a

4,52

6a

2m

Im

1a

Im

3a

4a

1,5m

a: anos; Ac: Anticuerpos; EC: enfermedad celiaca; EMA: anti-endomisio; - no realizado.
TG2: transglutaminasa; m: meses.
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c. Controles

Los sujetos empleados como control corresponden a padres o amigos de personas con
EC o a personal del Hospital Clinico San Carlos. Todos ellos clinicamente sanos,
siguieron al menos un mes de DSG justo antes de comenzar el estudio. La EC se
descarté seroldgicamente en todos los voluntarios. El HLA de los controles mostré una
gran diversidad, incluyendo cinco individuos HLA-DQ2.5. La genética especifica,

considerando las distintas categorias de riesgo a EC se muestra en la tabla 11.

Tabla 11: Genética de los controles incluidos

en el estudio de provocacion.

HLA Controles (n=19)
DQ2.5 5
DQ8 4
DQ2.2 2
DQ7.5 3
Sin riesgo 5
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2) Preparacion de las muestras

1. Aislamiento de DNA de sangre periférica.

El DNA gendmico se obtuvo de leucocitos procedentes de muestras de 10 ml de sangre
periférica. La extraccion del DNA se llevé a cabo mediante el método “Salting out”,

previamente descrito en la literatura [152].

La concentracion y pureza del DNA aislado se determinaron por espectrofotometria
(Nanodrop, Thermo Scientific NanoDrop Products, Wilmington, DE, USA), midiendo la
absorbancia a 260 nm, siendo una unidad de densidad déptica (DO) correspondiente a
una concentracion de 50 ng/ul. La pureza del DNA se estimdé mediante el ratio de
absorbancia 260/280 nm, aceptando como adecuados valores superiores a 1.7. Todas

las muestras se estandarizaron a diluciones de trabajo a una concentracion de 10

ng/ul.

2. Aislamiento de RNA de biopsias intestinales.

Todas las biopsias se recogieron simultaneamente a la obtencién de biopsias con fines
diagnésticos (EC, CU y ECr) o de seguimiento de la enfermedad (CU y ECr). Las
muestras de tejido se introdujeron inmediatamente en RNAlater y se mantuvieron a

4°C 24-48 horas, tras lo cual se introdujeron a -70°C hasta su uso.

El RNA se aislé con el kit RNeasy (Qiagen, Westburg, Leuden, Paises Bajos). La
cuantificacion y pureza del RNA se determind por espectrofotometria, de manera
similar a lo descrito para el DNA. La calidad del RNA se evalud con el ensayo cualitativo

(RQ1y RQ2) (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). El cDNA se obtuvo mediante RT-
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PCR utilizando el kit High-Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA).

3. Aislamiento de LIEs de biopsias duodenales.

Los LIEs se aislaron a partir de biopsias intestinales obtenidas por endoscopia
gastrointestinal de la porcidon anterior del duodeno. Las biopsias se recogieron en
suero fisioldgico y posteriormente fueron introducidas en medio completo RPMI 1640,
10% de suero de ternera fetal, glutamina 2mM, penicilina y estreptomicina (10000
U/ml). La liberacién de LIEs del resto de epitelio intestinal se llevé a cabo incubando
durante 45 minutos en agitacién con el medio completo suplementado con EDTA 1mM

y DTT 1mM.

4. Suero de sangre periférica

Se recogid el suero de pacientes de EC y controles para el estudio de los anticuerpos
especificos de EC. La sangre periférica recogida en tubo seco se centrifugd 10 minutos
a 3500 rpm, tras lo cual se recogid el sobrenadante, que se congeld inmediatamente a

-40°C hasta su utilizacion.

3) Determinacion de anticuerpos especificos en suero

Se determinaron los anticuerpos anti-TG2 de tipo IgA y la positividad de estos se
confirmé mediante determinacién de EMA de tipo IgA. Los kits empleados para cada

determinacién corresponden a:
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TG2 IgA: “Aeskulisa tTg-A New generation” (Aesku. Diagnostics Wendelsheim,
Alemania), que utiliza como antigenoTG2 recombinante humana y péptidos especificos

de gliadina.

EMA (IgA): IFl a una dilucién 1:5 en porta-objetos con tejido de es6fago de mono como

antigeno substrato (ImmcoDiagnostics, Buffalo, Nueva York, USA).

4) Genotipado HLA

El genotipado HLA se realizd mediante PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction-Sequence
Specific Oligonucleotide) con tecnologia Luminex para HLA-DRB1 y HLA-DQB1 (Tepnel
Lifecodes Corp, Stamford, Connecticut, USA). El HLA-DQA1 se infirié de la combinacion

de HLA-DRB1 y HLA-DQB1.

5) Genotipado de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)

El analisis de SNPs se llevé a cabo mediante sondas especificas de alelo marcadas con
fluorescencia empleando la tecnologia TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Se utilizaron sondas marcadas en sus extremos 5'con un fluoréforo diferente
para cada una de las posibilidades alélicas: FAM (6-carboxifluoresceina) o VIC (4, 7, 2°,
5, 7°, -hexacloro-6-carboxifluoresceina). En ambos casos, en su extremo 3’presentan
un quencher con actividad “secuestradora” de la fluorescencia. En la técnica PCR a
tiempo real, la sonda se une especificamente a su secuencia complementaria en
funcién del polimorfismo que presente la secuencia de DNA. Ante la presencia de este
hibrido, una enzima DNA polimerasa (Tag Gold) mediante su actividad exonucleasa

5> 3’ degrada la sonda, provocando la liberacion del quencher y permitiendo la
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emision de fluorescencia, que sera diferente en funcion del alelo presente y por tanto

de la sonda hibridada.

El equipo utilizado para el andlisis de los ensayos TagMan fue un ABI PRISM 7900HT de

Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

Se estudiaron dos polimorfismos previamente descritos en el gen Clorf106 y el gen
TEC. Tras lo cual realizamos una seleccién de polimorfismos mediante un tagging,
empleando los datos disponibles en la base de datos HapMap. Este modo de seleccién
permite estudiar el nimero minimo de SNPs necesarios para detectar la casi totalidad
de la variabilidad genética en una regién cromosémica, en este caso lo empleamos en
la regidén donde se localiza el gen TEC. Este analisis derivo en la inclusién de dos nuevos

polimorfismos al estudio. La posicidn de todos ellos se muestra en la figura 7.

el

- +
199140e

Figura 7: Polimorfismos estudiados en los genes a) Clorfl106 y b) TEC

(http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/).

Los ensayos utilizados para el genotipado de cada SNP se detallan en la tabla 12.
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Tabla 12: Sondas utilizadas para el

genotipado en los SNPs de TEC y Clorf106.

Gen SNP Ensayo Tagman

Clorfl06 rs7522462 C__3030178_10

TEC rs11725773 C__30971954_10
TEC rs11912525 C__ 2479094 10
TEC rs11945978 C__ 1557335_10

Calidad del genotipado

Para la evaluacion del genotipado, se exigié una tasa de éxito (nimero de muestras
genotipadas con éxito/numero de muestras totales*100) superior al 95%. Por otro
lado, se comprobdé que las frecuencias alélicas de los SNPs estudiados se ajustaran en
todos los casos a las proporciones esperadas bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Estas proporciones fueron exigidas a la poblacién control en todos los casos.

6) Estudios de expresion génica

La expresion génica se cuantificd por PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR), utilizando
ensayos TagMan de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) y el autoanalizador ABI

PRISM 7900HT.

La expresion del mRNA de cada gen se calculé mediante el valor delta- Ct (ACt= Ct gen
de estudio — Ct gen de referencia), donde valores menores de ACt representan un
mayor numero de copias del mRNA amplificado. Para la representacidn grafica de los

niveles de expresion, se utilizé el método comparativo 2788t
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Control de calidad de los estudios de expresion.

Para la evaluacion de la calidad de los estudios de expresion se duplicé el analisis por
PCR a tiempo real de muestras aleatoriamente seleccionadas, exigiendo una
replicabilidad de las mismas de mdximo un Ct en cada gen (cada Ct corresponde con

un ciclo de amplificacion que implica la duplicacién de la cantidad inicial de RNA).

1. Genes seleccionados para el estudio de nifios y adultos con EC y

comparacion con CU

En el estudio de expresidn intestinal de pacientes celiacos adultos y pediatricos se
cuantifico la expresién de 48 genes mediante placas de 384 pocillos Custom TagMan
Array Cards (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Treinta y uno de estos genes
estaban localizados en 18 regiones asociadas con riesgo genético a padecer EC y 13

genes estaban funcionalmente relacionados con la respuesta inmune Th17.

El conjunto de estos genes, asi como el ensayo especifico utilizado en cada caso se
muestran en la tabla 13. Para uno de los genes analizados IL1RL1, se incluyeron dos
sondas diferentes permitiendo discriminar las dos isoformas en que se presenta la

proteina, una forma unida a membrana y una forma soluble.

Tabla 13: Genes incluidos en los estudios de expresion y grupo de estudio al que
pertenecen. Se muestran los ensayos comerciales que se utilizaron en cada caso.

Gen Ensayo Tagman Grupo de estudio

18s Hs99999901 s1 Gen de referencia
BACH2 Hs00222364_m1 Loci de riesgo (6q15)
Clorf106 | Hs01009089 _m1 Loci de riesgo (1932.1)
C2orf74 Hs01376007_m1  Loci de riesgo (2p16.1)
CCR4 Hs99999919 m1 Loci de riesgo (3p22.3)
CCR6 Hs01890706_s1 Th17
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Ensayo Tagman
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Grupo de estudio

D28
FASLG
FBXO48
GLB1
HCFC1
HPRT1
ICOSLG
IL17F
IL18R1
IL18RAP
ILIRL1
ILIRL1
IL2

IL21
IL22
IL23A
IL23R
IL6
IRAK1
JAK2
OLIG3
PLEK
PTPN2
PUS10
REL
RHBDD3
RPLPO
SH2B3
SMAD3
STAT3
TAGAP
TEC
TMEM187
TNFAIP3
TNFSF18
TYK2
UBE2L3
VAMP3
YDJC
ZFP36L1
ZMIZ1

Hs01007422_m1
Hs00181225_m1
Hs01043600_m1
Hs01035168_m1
Hs00232039_m1
Hs99999909_m1
Hs00323621_m1
Hs00369400_m1
Hs00977691_m1
Hs00977695_m1
Hs01073297_m1*
Hs01073300_m1#
Hs00174114_m1
Hs00222327_m1
Hs01574154_m1
Hs00372324_m1
Hs00332759_m1
Hs00985639_m1
Hs01018347_m1
Hs00234567_m1
Hs00703087_s1
Hs00950975_m1
Hs00959896_m1
Hs00328708_m1
Hs00968440_m1
Hs00202161_m1
Hs99999902_m1
Hs00193878_m1
Hs00969210_m1
Hs00374280_m1
Hs01097874_m1
Hs00938888_m1
Hs01920894 sl
Hs00234713_m1
Hs00183225_m1
Hs01105959 g1
Hs01062161 gl
Hs00922166_m1
Hs00419215 gl
Hs00245183_m1
Hs00393480_m1

Loci de riesgo (2933.2)
Loci de riesgo (1q24.3)
Loci de riesgo (2p13.3)
Loci de riesgo (3p22.3)
Loci de riesgo (Xq28)
Gen de referencia

Loci de riesgo (21g22.3)
Th17

Loci de riesgo (2912.1)
Loci de riesgo (2912.1)
Loci de riesgo (2912.1)
Loci de riesgo (2912.1)
Loci de riesgo (4927)
Loci de riesgo (4927) y Th17
Loci de riesgo (12q15)
Thl7

Th1l7

Th1l7

Loci de riesgo (Xq28)
Th17

Loci de riesgo (6923)
Loci de riesgo (2p14)
Loci de riesgo (18p11.21)
Loci de riesgo (2p16.1)
Loci de riesgo (2p16.1)
Th17

Gen de referencia

Loci de riesgo (12924.12)
Th1l7

Th17

Loci de riesgo (6g25.3)
Loci de riesgo (4p11)
Loci de riesgo (Xq28)
Loci de riesgo (6023.3)
Loci de riesgo (1g24.3)
Th17

Loci de riesgo (22q11.21)
Th17

Loci de riesgo (22q11.21)
Loci de riesgo (14q24.1)
Loci de riesgo (10g22.3)

*isoforma que codifica la proteina soluble.

# isoforma que codifica tanto la proteina soluble como la de

membrana.
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En el estudio comparativo con CU se incluyeron los 31 genes pertenecientes a las 18
regiones asociadas con riesgo a padecer EC, 13 de ellas de susceptibilidad también a
CU. Las regiones con susceptibilidad comin a ambas enfermedades se muestran en la

tabla 14.

Tabla 14: Regiones de susceptibilidad genética comunes a EC y CU y principales

genes candidatos.

Regif')n Genes
cromosOmica

1q32.1 Clorf106
2pl6.1 C2orf74, PUS10, REL
2q12.1 IL18R1, IL18RAP IL1RL1
2q33.2 CD28, CTLA4, ICOS

4q27 ADAD1, KIAA1109, IL2, IL21

6q15 BACH?Z2

6q23 OLIG3, TNFAIP3
10q22.3 ZMIZ1
12q24.12 SH2B3, ATXNZ2
14q24.1 ZFP36L1
18p11.21 PTPNZ2
21q22.3 ICOSLG
22q11.21 UBEZL3, YDJC

En el estudio se incluyeron 3 genes de referencia (RPLPO, HPRT1 y 18s), pero ninguno
de ellos presentd las caracteristicas requeridas para ser utilizado en el andlisis de los
datos. Debido a esto, se analizaron los genes de estudio utilizando dos algoritmos:

geNorm version 3.5 [153] y NormFinder version 0.953 [154]. Los genes PUS10 y GLB1
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presentaron alta estabilidad en tejido duodenal y por tanto fueron utilizados como
genes de referencia en el estudio de EC. Para las muestras de colon el gen TYK2 mostré

alta estabilidad.

2. Genes seleccionados para el estudio de pacientes EMA negativos

En nifios EMA-negativos se estudio la expresidon de 8 genes relacionados con el sistema
inmune (Clorf106, CD28, FASLG, IL18RAP, IL21, TAGAP, PLEK y ZFP36L1), los cuales
fueron elegidos por presentar una expresion alterada en EC de acuerdo a la literatura

previa. Como genes de referencia se incluyeron los genes PUS10y GLB1.

7) Estudios con citometria de flujo

Todos los estudios de citometria se procesaron con el citdémetro de flujo FACSCanto I
(BD Biosciences, San Diego, CA). Los datos se procesaron con el software FacsDiva (BD

Biosciences, San Diego, CA).

1. Citometria de sangre periférica: estudio de provocacion

Se utilizaron 250 pl de sangre completa. Las muestras se marcaron con 3 pul de los
siguientes anticuerpos monoclonales: FITC anti-human CD103 (clon Ber-ACT8) de
Becton Dickinson (BD) Biosciences (San José, California, USA); PE anti-human/mouse
integrin 87 (clon FIB504), PerCP- Cy5.5 anti-human CD38 (clon HIT2), BV421 anti-
human TCRyé (clon B1) y APC anti-human CD8 (clon SK1), todos ellos de BiolLegend
(San Diego, CA, USA). Tras el marcaje, las muestras se incubaron 20 minutos en
oscuridad a 4°C, tras lo cual se lisaron los eritrocitos con 3 ml del reactivo FACsLisying

de BD Biosciences.
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En todos los casos, de forma paralela a la muestra se analizé un tubo como control
negativo (sin ningln marcaje) y un control de isotipo con los anticuerpos: FITC mouse
IgG1 k de BD Biosciences; PE rat IgG2a k (clon RTK2758) y BV421 mouse IgG1 k (clon
MOPC-21) de BiolLegend; y mouse APC IgG1 de Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,

Germany).

2. Citometria de biopsia duodenal: inmunofenotipo de LIEs

Tras el aislamiento de los LIEs, se marcaron 150 pl de la suspensién obtenida con los
siguientes anticuerpos conjugados con fluorocromos para su utilizacidon por citometria
de flujo: FITC anti-human CD103 (clone Ber-ACT8), PE anti-TCR y/6 (clone 11F2), PerCP-
Cy5.5 anti-CD3 (clone SK7) y APC anti-human CD45 (clone HI30). Todos ellos de BD

Biosciences, San Diego, CA.

Para el analisis de los datos, los LIEs fueron seleccionados por su expresion de CD45 y

su menor complejidad.

8) Analisis estadisticos

1. Comparacion de variables cuantitativas: estudios de expresion génica

El analisis de los datos de expresidn génica se llevd a cabo mediante dos metodologias

diferentes.
a. Test de la U de Mann-Whitney

En una primera aproximacion, se utilizé el test U de Mann-Whitney para evaluar las

diferencias entre los enfermos celiacos, tanto adultos como pediatricos, comparados
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con sus respectivos controles. Es una prueba no paramétrica que se aplica a muestras
independientes y comprueba la heterogeneidad de las medianas de dos grupos. Para
ello se calcula un estadistico para cada conjunto de datos, que depende tanto de los
tamafios muestrales, como de la dispersion de los datos. Estos analisis se realizaron
con el programa SPSS v.15.0.1 (SPSS, Chicago, IL, USA).Dado el elevado nimero de
genes analizados se aplico la correccion de Bonferroni a los resultados obtenidos, de
manera que el punto de corte que consideramos para la significacién estadistica en el

analisis de 38 genes en EC pasa de 0.05 a 0.0013.

b. Método bayesiano

El andlisis de datos también se llevé a cabo mediante la aplicacién de la metodologia
Bayesiana tal como se describe en el articulo de Ausin y colaboradores [155]. Es un test
de multiples hipdtesis que permite el andlisis de muestras pequeiias. Para ello, se
consideran dos matrices de datos, una para pacientes, y otra para los controles, en que

cada fila corresponde a un gen, como se muestra en la figura 8.

EC Controles
X]_ 17 vrenees JX]_ n1, Y]_ 1p senvans ,Y]_J r-n1
o
5 X2 1 vrenees szﬂ? Y2 1y weeree 'YZ r'n2
(U]
XSS,lJ nxagpaau Yggfl, ...... 'YBS,m

Consideramos: n
T-X.Y. i=1,..38 donde X='sx , Yi=ts'vy
i i ~ m .~

i |

Estadistico:

Hoi: =0 versus H,: p=0 i=1,..,38

oi- !

Figura 8: Procedimiento estadistico de la metodologia Bayesiana aplicada.
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Se calcula el estadistico T a partir de la diferencia de medias entre pacientes y

controles para cada gen basandose en que pacientes y controles tienen media similar.

De esta manera se llevaron a cabo tantos andlisis como nimero de genes incluidos, de
manera simultdnea para cada gen de estudio. Para determinar si dichas hipétesis nulas
serdn aceptadas o rechazadas, se considera el teorema de Bayes como se describe en
Gomez-Villegas y colaboradores. [69], con el mismo coste de un falso positivo y un
falso negativo para todos los genes. De este modo, cada hipdétesis nula serd rechazada
si la probabilidad a posteriori de la hipdtesis nula (i = 0|t1,..., t38) es menor o igual
que 0.5, o equivalentemente si la probabilidad a posteriori de la hipdtesis alternativa
(u# O|ty,..., t3g) es mayor de 0.5. Este andlisis se llevd a cabo para cada grupo de

estudio de manera separada.

c. Coeficiente de correlacion de Pearson

El coeficiente de correlacién de Pearson permite la cuantificacién de la magnitud de la
relacion lineal entre dos variables cuantitativas. Este coeficiente oscila entre —1 y +1.
Un valor de #1 indica una relacién lineal perfecta. Una correlacién proxima a cero
indica que no hay relacidon lineal entre las dos variables. Es un coeficiente
independiente de unidades y se altera por valores extremos. Se utilizé este coeficiente

en el estudio de interaccidn génica entre la expresion de los genes Clorf106 y TEC.
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2. Comparacion de variables categodricas: estudio de expresion y estudio

de interaccidn génica.
a. Test exacto de Fisher

La comparacién de variables categéricas se llevd a cabo mediante la aplicacién de los
tests x* o el test exacto de Fisher (si los valores esperados eran menores de 0,5)

empleando el programa StatCalc (Epilnfo v6).

Su aplicacidn se llevd a cabo en genes con una escasa o nula expresidon en alguno de
los grupos de estudio. Asi mismo, la comparacion de frecuencias genotipicas y alélicas
entre enfermos (EC, ECr o CU) y controles se realizé mediante estos tests aplicados a
tablas de contingencia 3x2 para el estudio de las frecuencias genotipicas y atablas 2x2
para la comparacién de frecuencias alélicas y de portadores o carrier de un alelo. En
todos los casos se consideraron como estadisticamente significativas aquellas

comparaciones con un valor de probabilidad menor de 0.05.
En los casos oportunos, la magnitud de la asociacién se calculé con la odds ratio (OR).
b. Test de Cochran-Mantel-Haenszel

El test de Cochran- Mantel Haenszel es un contraste de hipdtesis para contrastar la
igualdad de OR entre k tablas de contingencia 2x2. Es una forma de evaluar la posible
influencia que pueda tener, sobre la relacion entre esas variables cualitativas

dicotdmicas, una tercera variable también cualitativa con k valores posibles.
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1) Expresidn génica en nifios y adultos con EC.

Se estudid la expresidn de un total de 45 genes (excluyendo los 3 genes de referencia)
en 18 pacientes de EC (14 con debut pediatrico y 6 con debut adulto), asi como en 12
controles (7 pedidtricos y 5 adultos). Dos de los genes seleccionados, ADAD1 y OLIG3,
fueron excluidos del analisis debido a que se encontraron por debajo del limite de
deteccion en todas las muestras. Por otro lado, tampoco se pudo evaluarla expresion
de IL17F, IL21 e IL22, ya que no se detectaron en la mayoria de las muestras. Sin
embargo, la expresion de /IL21 se observé mas frecuentemente en pacientes, siendo
detectada en 8 de las 13 muestras de pacientes de EC con debut pediatrico frente a
solo 2 de los 7 controles pediatricos (p=0.17). De una manera similar, en pacientes
adultos se detecté la expresion de /L21 en 3 del total de 6, mientras que en controles

adultos ninguna de las muestras se situd por encima del limite de deteccién (p=0.12).

Tras la exclusion de estos genes, asi como de los genes de referencia, se procedié al

analisis de los niveles de expresién de 38 genes.

e Comparacion del método de analisis estadistico: U de Mann-Whitney y

metodologia Bayesiana

Inicialmente se analizaron los datos con el test no paramétrico U de Mann-Whitney. Se
realizé la comparacién de los valores de ACt de cada grupo de pacientes de EC
respecto a sus controles, asi como entre pacientes pediatricos y adultos. Los resultados
derivados de este analisis se muestran en la tabla 15 para los genes que ofrecieron al
menos un resultado con significacion nominal en alguna de las comparaciones

realizadas.
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Tabla 15: Resultados significativos tras el andlisis de los datos de

expresion intestinal en pacientes con EC mediante el test U de Mann-

Whitney.
EC A vs. Control A EC P vs. Control P ECAvs.ECP

BACH2 0,3810 0,7732 0,0220*
Clorf106 0,0159* 0,0097* 0,4439
CCR4 0,0952 0,0379* 0,0700
CCR6 0,0556 0,0309* 1,0000
FASLG 0,0079* 0,0005* 0,8932
IL1RL1 0,0317* 0,0938 0,0759
JAK2 1,0000 0,2872 0,0047*
PLEK 0,0079* 0,0023* 0,1299
PTPN2 0,0159* 0,0056* 0,5593
TAGAP 0,0317* 0,1101 0,8230
TEC 0,2222 0,0023* 0,8230
TNFAIP3 0,0952 0,2545 0,0007*
TNFSF18 1,0000 0,0011* 0,4439
TYK2 0,5476 0,0111* 0,9644
UBE2L3 0,0079* 0,0040* 0,2075
VAMP3 0,0317* 0,0793 0,0673
YDJC 0,0159* 0,2245 0,8230
ZMiZ1 0,0317* 0,9131 0,6235

*Resultados con significacion nominal.

EC= Enfermedad celiaca, A= adultos, P= pedidtricos
Dado que llevamos a cabo multiples comparaciones, tras la realizacién de esta prueba
aplicamos la correcciéon de Bonferroni. Con este procedimiento, solo dos de los genes
muestran diferencias significativas, FASLG y TNFSF18, siendo la diferencia de expresién

solo significativa en pacientes pedidtricos con respecto a sus controles (Tabla 15).
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Los resultados derivados del analisis por metodologia Bayesiana amplian este nimero
a 20 genes, con diferente implicacidon en pacientes con debut pediatrico y adulto, tal

como se muestra en la tabla 16.

Tabla 16: Probabilidad a posteriori de los genes significativamente alterados tras el

andlisis de los datos mediante estadistica Bayesiana.

EC A vs. Control A EC P vs. Control P ECAvs.ECP

Clorf106 0,57 0,51 0,52
C2orf74 0,58 0,73 -
CCR4 0,58 0,79 0,72
CCR6 0,68 0,62 -
CD28 - 0,55 -
FASLG 0,72 0,63 -
ICOSLG 0,59 - 0,57
IL18RAP 0,54 0,60 0,51
IL1RL1 - 0,72 0,70
soluble
IL23A 0,70 0,69 -
IL6 0,50 0,63 0,91
JAK2 0,65 0,65 -
PLEK 0,52 0,61 0,51
STAT3 - 0,56 -
TAGAP 0,56 0,52 -
TMEM187 - 0,62 -
TNFSF18 0,73 - 0,54
UBE2L3 0,52 0,77 -
VAMP3 - 0,55 -
ZFP36L1 - 0,57 -

EC= Enfermedad celiaca, A= adultos, P= pedidtricos

Tras la utilizacidn del procedimiento bayesiano, distinguimos dos grupos de genes con
expresion alterada en funcién de su grado de significacion. Por un lado, genes con una
expresidn claramente alterada en pacientes con EC, como muestra su elevada

probabilidad a posteriori, y por otro, aquellos que por su menor probabilidad a
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posteriori tienen mayor probabilidad de ser resultados falsos positivos y que, en

cualquier caso, tendrian menor impacto en la enfermedad.

Con respecto a los genes con una mayor alteracidn, encontramos 4 de ellos con una
mayor expresion tanto en enfermos pedidtricos como adultos: C2orf74, CCR6, FASLG y

JAK2 (Figura 9).
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Figura 9: Expresion relativa en biopsias intestinales de nifios y adultos con EC, de los
genes con expresion claramente alterada en ambos grupos. EC= enfermedad

celiaca, A= adultos, P= pediatricos.
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Por otro lado, TNFSF18 presentd una expresién claramente superior solo en enfermos
celiacos con debut pediatrico; y la forma soluble de IL1RL1, estaba sobreexpresada

solo en enfermos con debut adulto (Figura 10).
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Figura 10: Expresion relativa en biopsias intestinales de nifios y adultos con EC de
los genes cuya expresion esta solo alterada en uno de los grupos de edad. EC=

enfermedad celiaca, A= adultos, P= pediatricos.

La expresion de CCR4 e IL6 se encontrdé asi mismo incrementada en ambos grupos,
pero ambos genes parecen tener un mayor efecto en enfermos con debut adulto. /L6
mostré una muy incrementada expresiéon en el grupo de adultos con EC, pero su
expresion se detectd en un bajo nimero de muestras, las cuales fueron utilizadas para
el analisis estadistico. En el caso de los nifios, la IL6 se detecté en 10 de los 13
enfermos, frente a 3 de 7 controles (p=0,15), lo que sugiere un incremento de

expresion también en este grupo (Figura 11).
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Figura 11: Expresion relativa en biopsias intestinales de nifios y adultos con EC de

los genes cuya expresion esta significativamente alterada en ambos grupos, pero

con un efecto mayor en adultos. EC= enfermedad celiaca, A= adultos, P=

pediatricos.

El grupo de genes que mostré diferencias menores, aunque igualmente
estadisticamente significativas, engloba 5 genes con una expresion alterada en ambos
grupos de enfermos: IL18RAP, IL23A, PLEK, TAGAP y UBE2L3. Dos de ellos, ILI8RAP y

PLEK, sobreexpresados en mayor medida en enfermos con debut adulto (Figura 12).
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Figura 12: Expresion relativa en biopsias intestinales de nifios y adultos con EC de
los genes cuya expresion esta significativamente aumenta en ambos grupos de

edad con menores diferencias. EC= enfermedad celiaca, A= adultos, P= pediatricos.
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Los genes Clorf106 e ICOSLG mostraron una expresion disminuida EC, con un efecto

mayor (C1orf106) o exclusivo (ICOSLG) en nifios (Figura 13).
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Figura 13: Expresion relativa en biopsias intestinales de nifios y adultos con EC de
genes cuya expresion esta significativamente disminuida en ambos grupos de edad,

con menores diferencias. EC= enfermedad celiaca, A= adultos, P= pediatricos.

El gen ZFP36L1 mostrdé una menor expresion intestinal en pacientes de EC con debut

adulto, como se muestra en la Figura 14.
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Figura 14: Expresion relativa en biopsias intestinales
de nifios y adultos con EC del gen ZFP36L1. Muestra
una menor expresion intestinal solo en pacientes
con debut adulto, con menor probabilidad. EC=

enfermedad celiaca, A= adultos, P= pediatricos.

Resultados

Por otro lado, encontramos cuatro genes con una expresion incrementada en EC con

debut adulto: CD28, STAT3, TMEM187 y VAMP3 (Figura 15).
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Figura 15: Expresion relativa en biopsias intestinales de nifios y adultos con EC
de los genes sobreexpresados en pacientes con debut adulto con menores

diferencias. EC= enfermedad celiaca, A= adultos, P= pediatricos.

Se estudié la posible correlacidn entre los niveles de expresidn génica y la edad de los
sujetos, asi como con el grado de atrofia vellositaria, no encontrandose en ningun caso

resultados significativos.
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2) Expresion génica en pacientes celiacos EMA negativos.

Analizamos la expresion intestinal de 8 genes descritos en la literatura como alterados
en EC (Clorf106, CD28, IL21, FASLG, IL18RAP, TAGAP, PLEK, ZFP36L1) en pacientes de
EC EMA negativos en comparacion con controles duodenales. En las figuras derivadas
de este estudio se muestran adicionalmente los pacientes de EC adultos y pediatricos

incluidos en el estudio anterior.

El gen IL21 se encontrd bajo el limite de deteccién en 2 de 7 pacientes con EMA
negativo, mientras que la expresion en los controles no se detecté en 5 de 7
individuos, por lo tanto, no se incluyé en los andlisis bayesianos, pero el andlisis de
estos valores mediante el test exacto de Fisher mostré un valor proximo a la

significacion (p=0.14).

Los 7 genes restantes se analizaron con metodologia Bayesiana, comparando la
expresion intestinal de los 8 pacientes EMA negativos pediatricos con 7 controles
duodenales también pediatricos. Observamos que 5 genes presentaban diferencias

significativas respecto a los controles. Estos resultados se muestran en la tabla 17.
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Tabla 17: Probabilidad a posteriori resultante de
comparar la expresion de pacientes EMA

negativos y controles mediante estadistica

Bayesiana.
CcD28 0,56
FASLG 0,72
IL18RAP 0,62
TAGAP 0,55
PLEK 0,58

En todos los casos, las desviaciones en la expresidon de los pacientes EMA negativos

fueron concordantes con las obtenidas en los pacientes pediatricos EMA positivos.

Se encontrd una expresiéon aumentada en los pacientes de EC, tanto con anticuerpos
EMA negativos como los pacientes con anticuerpos positivos, en los genes PLEK,
FASLG, IL18RAP y TAGAP (Figura 16). El gen CD28 se encontrdé aumentado en el grupo
de adultos y pediatricos EMA negativos, situdndose su expresion al borde de la
significacién estadistica en el grupo de pacientes pediatricos con anticuerpos EMA

positivos (p a posteriori=0,44).

Resulta interesante que los individuos no DQ2/DQS8 incluidos, indicados en la figura 16
como 1 y 2, mostraron los mayores niveles de expresién en los genes alterados,

resultando en las mayores diferencias respecto a la media de los controles.
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Figura 16: Expresion relativa de cinco genes descritos previamente como
alterado en pacientes con EC. EC= enfermedad celiaca, A= adultos, P=

pediatricos.
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El gen ZFP36L1 no mostro diferencias significativas entre EC y controles, resultado que
concuerda con el obtenido en nuestros pacientes con anticuerpos EMA positivos

(Figura 17).
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Figura 17: Expresion relativa del gen ZFP36L1 en
los diferentes grupos de estudio. EC= enfermedad

celiaca, A= adultos, P= pediatricos.
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3) Estudio comparativo de la expresion génica intestinal entre EC y CU.

Se estudié la expresion intestinal de 31 genes pertenecientes a 18 regiones asociadas
con riesgo a padecer EC, 13 de ellas de susceptibilidad también a CU. Incluimos 20
pacientes de EC, 19 de CU, 12 controles de duodeno y 4 controles de colon.

Los genes ADAD1 y OLIG3 no pudieron analizarse por encontrarse su expresion por

debajo del limite de deteccién.

1. Regiones de riesgo genético compartido entre ECy CU

Se analizaron 19 genes localizados en 13 regiones. En la figura 18 se muestra la
expresion relativa de cada uno de estos genes con respecto a sus controles en el
contexto de la region cromosdmica en que se encuentran. Algunos resultados apuntan
como gen causal de la asociacién a uno de los genes estudiados de igual manera en
ambas enfermedades, mientras otros parecen indicar efectos diferentes de algunos

genes en cada una.
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Figura 18: Expresion relativa de cada grupo de pacientes para los genes localizados
en las regiones asociadas al riesgo a padecer EC y CU. EC= enfermedad celiaca, CU=

colitis ulcerosa.

Se encontrd una alteracidon concordante en 4 de los genes analizados: Clorf106, con
una menor expresion en enfermos de EC y CU inflamado respecto a sus controles; y los
genes C2orf74, IL18RAP y CD28, que presentaron una mayor expresion en enfermos de
EC y CU inflamado respecto a sus controles. El gen ZFP36L1 mostré una alteracién
significativa en enfermos pero opuesta en ambas enfermedades, disminuciéon en ECy
aumento en CU (Figura 19). Adicionalmente, los genes localizados en las regiones
6923, 18p11.21, 21g22.3 (TNFAIP3, PTPN2, ICOSLG, respectivamente) mostraron
también resultados concordantes, ya que en ninguno de los grupos se vio una

alteracion de la expresion génica relativa a sus respectivos controles.
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Figura 19: Expresion relativa de los genes localizados en regiones

comunes de riesgo y que mostraron diferencias significativas tanto en

EC como en UC siendo, a) la alteracion similar en ambas enfermedades

y b) la alteraciéon opuesta. EC=enfermedad celiaca, A= adultos, P=

pediatricos, CU= colitis ulcerosa, I= inflamado, N= normal, C= colon.

Por otro lado, continuando con las regiones de riesgo comun en ambas enfermedades,

se encontraron regiones en que los genes alterados parecian ser diferentes
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dependiendo del grupo de enfermos considerado (Figura 20). De esta forma, el gen
BACH2 se encontrd solo aumentado en tejido inflamado de CU y el gen ZMIZ1 solo
alterado en pacientes con CU, tanto en tejido normal como inflamado, observandose
un descenso progresivo de su expresién de controles a CU no inflamada y finalmente a
CU inflamada. El gen SH2B3, sin embargo, mostrd una expresion alterada solo en los
pacientes de CU independientemente del nivel de inflamacién. Ademas, en la regién
2911 nuestro estudio parece apuntar a distintos genes causales en las dos
enfermedades: UBE2L3 en EC e YDJC en CU. Con respecto a YDJC, no se pudieron
establecer comparaciones con los controles mediante métodos bayesianos debido a
los niveles indetectables en tres de los cuatro controles estudiados, pero las pruebas
de chi-cuadrado sugieren una diferencia significativa de cada grupo en relacion con los
controles: se detecté en 7 de las 8 muestras de tejido inflamado de CU, p=0,067 vs.
controles; y en 11 de las 12 muestras de tejido no inflamado de CU, p=0,027 vs.

controles).

Tanto la forma soluble como la unida a la membrana codificada por ILIRL1 mostraron
una expresion significativamente reducida en el tejido normal de CU en comparacion
con el tejido inflamado y con controles. Sin embargo, en EC solo la fracciéon soluble

mostré diferencias en su expresidn, concretamente en pacientes adultos.
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Figura 20: Expresion relativa de los genes localizados en regiones de riesgo
comun diferencialmente expresados en enfermedad celiaca y colitis
ulcerosa. EC= enfermedad celiaca, A= adultos, P= pediatricos, CU= colitis

ulcerosa, I= inflamado, N= normal, C= colon.
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2. Regiones de riesgo genético a EC

Se estudiaron 10 genes localizados en 5 regiones asociadas a padecer EC. La figura 21
muestra los niveles de expresién encontrados en cada grupo de pacientes para los

genes estudiados distribuidos de acuerdo a las regiones génicas que los incluyen.
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Figura 21: Niveles de expresion de cada grupo de pacientes estudiados, analizados
por la metodologia Bayesiana, para los genes asociados a riesgo a padecer EC. EC=
enfermedad celiaca, A= adultos, P= pediatricos, CU= colitis ulcerosa, I= inflamado,

N= normal, C= colon.

Observamos 4 genes sobreexpresados significativamente en los pacientes con EC
(FASLG, PLEK, CCR4 y TAGAP) que también estaban alterados en el tejido inflamado de
pacientes con CU. Ademas, el gen HCFC1 mostré menor expresion tanto en tejido
normal como en tejido inflamado de CU, a diferencia del aumento de expresién
encontrado en EC (Figura 22). En CU, no se observaron cambios en TNFSF18 y

TMEM187, descritos como alterado en nifios y adultos con EC, respectivamente.
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Figura 22: Expresion relativa de los genes localizados en regiones de riesgo

a EC y que mostraron diferencias significativas tanto en EC como en CU,

siendo a) la alteracidn similar en ambas enfermedades y b) la alteracién

opuesta. EC= enfermedad celiaca, A= adultos, P= pediatricos, CU= colitis

ulcerosa, I= inflamado, N= normal, C= colon.
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En algunos genes, no se observaron diferencias significativas entre los grupos de
pacientes (adultos vs. nifios con EC o tejido inflamado vs. normal de los pacientes de
CU), pero se observaron valores significativos (probabilidad a posteriori superior a 0,5)
en un grupo unico (0,53 en /L2; 0,51 en REL y 0,54 en FBX048 en la CU no inflamado,
0,51 PTPN2 en EC, 0,59 en ICOSLG y 0,51 en IL18R1 en EC). Estos casos no se
consideraron como significativos debido a la mayor probabilidad de ser resultados

falsos positivos.

IL21 apenas se detectd en los controles, apareciendo en solo 1 de cada 4 controles de
colon y 2 de cada 12 controles duodeno, y tampoco en tejido no inflamado, detectado
en 2 de cada 12 muestras. El andlisis de este gen en tablas de contingencia 2*2 mostro
una sobreexpresion significativa en el tejido inflamado de CU (P test exacto de Fisher=0,047) y

en EC (p,,=0,011).
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4) Estudio de interaccion entre Clorf106 y TEC en EC, CU y ECr.

1. Validacion de la interaccion entre los SNP rs7522462 yrs11945978.

Estudiamos el SNP rs7522462en el gen C1orf106 y el SNP rs11945978 situado en el gen
TEC, cuya interaccidn se ha descrito como implicada en el riesgo a padecer ECr, en un
total de 2225 individuos divididos en 4 grupos: EC, ECr, CU y controles. En todos los
casos la poblacion control se ajusté a las proporciones esperadas bajo el equilibrio de
Hardy Weinberg. Las frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos estudiados

se muestran en la tabla 17.

Tabla 10: Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos estudiados.

EC ECr cu Controles
n % n % n % n %
TEC
rs11945978
CcC 418 42 103 40 127 38 246 39
CcT 451 45 112 44 158 47 288 45
TT 126 13 41 16 52 15 103 16
C 1287 65 318 62 412 61 780 61
T 703 35 194 38 262 39 494 39
Clorf106
rs7522462
GG 604 61 162 63 214 64 365 57
GA 339 34 78 30 109 32 230 36
AA 52 5 16 6 14 4 42 7
1547 78 402 79 537 80 960 75
443 22 110 21 137 20 314 25
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Se observan diferencias significativas en el analisis caso-control del polimorfismo
rs7522462 del gen Clorf106 en CU (p=0,032; OR= 0,78IC 95% 0,72-0,98). En ECr la
diferencia estd muy préxima a la significacién (p=0,16; OR= 0,84 IC 95% 0,65-1,08), al
igual que en EC (p= 0,12; OR=0,88 IC 95% 0,74-1,04).Por otro lado, el polimorfismo
rs11945978 del gen TEC muestra una diferencia significativa en pacientes de EC, con
un efecto protector del alelo T (p=0,046; OR=0,86 95% IC 0,74-1) y del carrier de T

(p=0,047 OR=0,75 95% IC 0,56-1,01).

Los datos estratificados del polimorfismo rs11945978 del gen TEC en funcién a los

genotipos del rs7522462 del gen C1orf106 se muestran en la tabla 18.

Tabla 11: Datos de Clorf106 y TEC en los diferentes grupos de estudio.

Clorf106 TEC EC ECr CU Controles
rs7522462 rs11945978

GG T 81 27 31 51
TC 269 69 102 174
CC 254 66 81 140

GA 1T 36 33 20 44
TC 153 34 51 98
CcC 150 33 38 88

AA T 9 3 1 8
TC 29 9 5 16
CC 14 4 8 18

EC= Enfermedad celiaca, ECr= enfermedad de Crohn, CU= colitis ulcerosa.

El estudio de interacciones se llevd a cabo comparando el efecto de los distintos
genotipos del rs7522462 del gen Clorf106 en funciéon de portar o no el alelo C del
polimorfismo rs11945978 del gen TEC (Tabla 19). El efecto protector del alelo A del

polimorfismo estudiado en Clorf106 parece ser mas acusado en presencia del
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genotipo CC de rs11945978 del gen TEC tanto en EC como ECr. Aunque el mayor efecto

no llega a ser significativo al tener en cuenta cada enfermedad de manera individual,

ese efecto parece similar entre EC y ECr, obteniéndose un valor significativo al ser

analizadas de manera conjunta (p homogeneidad=0,90, p u.x=0,042).

Tabla 12: Analisis estadistico caso- control de la susceptibilidad a padecer

cada una de las enfermedades en presencia del genotipo CC del

rs11945978 localizado en el gen TEC en combinacion con cada uno de los

genotipos del rs7522462 del gen Clorf106.

EC

GG 1,17 (0,89-1,54)
P=0,26

GA 1,28 (0,9-1,83)
P=0,15

AA 0,49 (0,19-1,27)
P=0,10

ECr

1,10 (0,74-1,64)
P=0,60

0,67 (0,40-1,13)
P=0,11

0,44 (0,10-1,85)
P=0,21

CU

0,98 (0,68-1,41)
P=0,90
0,86 (0,52-1,43)
P=0,55

1,78 (0,45-7,2)
P=0,35

Se muestran los valores de OR (IC 95%) y probabilidad
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2. Estudio de nuevas interacciones genéticas entre Clorf106 y TEC.

Tras la realizacidén de un tagging en el gen TEC, el estudio de interacciones incluyé dos
nuevos SNPs: rs11725773 y rs11942525. Las frecuencias alélicas y las genotipicas de
cada uno de estos polimorfismos para las diferentes enfermedades se detallan en la

tabla 20.

Tabla 13: Frecuencias alélicas y genotipicas de los polimorfismos en TEC rs11725773

y rs11942525,
TEC EC ECr CcuU Controles
rs11725773 [N % Do no & D %
GG 264 27 74 29 96 28 168 26
GA 496 50 123 48 167 50 318 50
AA 235 24 59 23 74 22 151 24
1024 51 271 53 359 53 654 51
A 966 49 241 47 315 47 620 49
rs11942525 | n % n % n % n %
TT 0 0.1 1 0.4 3 1 2 0.3
TC 105 11 33 12.9 35 10 69 11
CcC 889 89 222 86.7 299 89 566 89
T 105 5 35 7 41 6 73 6
C 1883 95 477 93 633 94 1132 94

En todos los casos la poblacidn control se ajusté a las proporciones esperadas bajo el

equilibrio de Hardy Weinberg. Las diferencias entre las frecuencias alélicas y
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genotipicas entre cada una de las enfermedades y los controles no resultaron

significativas.

Los datos estratificados de los polimorfismos de TEC rs11725773 y rs11942525 con
respecto al rs7522462 del gen C1orf106 se muestran en la tabla 21. En ningln caso se
obtienen resultados significativos al analizar su posible efecto en la susceptibilidad a

presentar las diferentes enfermedades estudiadas.

Tabla 14: Datos de C1orf106 y TEC en los diferentes grupos de estudio.

TEC EC ECr CU Controles
Clorf106 rs11725773
rs7522462
GG GG 156 43 63 87
GA 306 82 107 183
AA 142 37 44 95
GA GG 90 26 29 70
GA 166 36 54 116
AA 83 16 26 44
AA GG 10 5 4 11
GA 24 5 6 19
AA 10 6 4 12
TEC EC ECr CU Controles
Clorf106 rs11942525
rs7522462
GG TT 1 0 1 2
TC 65 21 20 44
CcC 538 162 193 319
GA TT 0 1 1 0
TC 32 9 15 19
CcC 307 68 93 211
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TEC EC ECr CU Controles
Clorf106 rs11942525
rs7522462
AA TT 0 0 1 0

TC 8 3 0 6

CcC 44 13 13 36

3. Estudio de expresion intestinal de C1orf106 y TEC.

Se estudio la expresion intestinal de los genes Clorf106 y TEC, con objeto de evaluar
posibles alteraciones en las mismas o una correlacion entre ellas, dada la interaccién
génica encontrada. Para ello, se incluyeron 20 biopsias duodenales de pacientes de EC,
12 controles duodenales, 7 biopsias de colon de pacientes con ECr, 20 procedentes de
pacientes con CU y 4 controles de colon. No se observaron diferencias significativas en
la expresion del gen TEC en ninguno de los grupos estudiados. La expresidon
deClorf106 se encontré disminuida en los pacientes de EC y CU respecto a sus

controles, segun lo descrito en apartados anteriores.

En la figura 23 se muestra la expresion relativa en cada grupo de estudio, para los

genes estudiados.
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Figura 23: Expresion relativa de los genes TECy C1orf106. EC= enfermedad celiaca, A=
adultos, P= pediatricos, = colon, I= inflamado, N= normal, CU= colitis ulcerosa, ECr=

enfermedad de Crohn.

El estudio de la posible correlacidon entre la expresion de los genes Clorf106 y TEC
utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson. No se encontrd correlaciéon en

ninguno de los grupos.

5) Aumento de activacion de linfocitos T TCRyd y T CD8 intestinales:

utilidad como método diagnostico en enfermedad celiaca.

1. Validez del método diagndstico

Se estudiaron 10 pacientes con EC confirmada y 19 controles a dias 0 y 6 desde el inicio
de la provocacién. En todos los pacientes se observd una poblacidon de linfocitos T
CD103" B7"" CD38"a dia 6 de la provocacién, estando ausente a dia 0 en todos ellos
salvo en uno. El paciente que mostrd la poblacion a dia 0 la mantuvo a dia 3 con una
disminucion porcentual (EC adulto 5); lamentablemente, no se pudo analizar su

muestra a dia 6. La provocacién de este paciente se repitid tras un aifio en DSG, en este
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caso sus resultaron fueron semejantes al resto de pacientes incluidos en el estudio. Los

resultados se muestran en la tabla 22.

Todos los pacientes mostraron de igual manera la poblacién CD103" CD38%en los
linfocitos CD8 y en los linfocitos TCRyS. Resulta interesante que los pacientes en que el
aumento porcentual resulta mas significativo son los EC pedidtricos, aunque son
también los Unicos con una alteracién M3c en la biopsia.

h* cD38* no se observé en

En los 19 controles estudiados la poblacién CD103" B 7
ninguno de los casos. Adicionalmente, se incluydé una determinacién de las

subpoblaciones a dia 3, en 3 pacientes de EC y 10 controles.
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Tabla 15: Porcentajes de las poblaciones estudiadas a dias 0 y 6, en los

individuos celiacos.

Dia O

Dia 6

EC1
EC2

EC3
EC4

EC5
EC5*

EC6
EC7

EC8
EC9

EC10

0.00%

0.01%

0.62%

0.00%

0.00%

0.06%

0.25%

0.04%

0.00%

0.00%

0.02%

0.24%

0.60%

0.09%

0.11%

0.73%

1.14%

0.46%

0.03%

0.03%

0.46%

* Resultados del estudio a dia 3.*Segunda provocacién del paciente 5.

La representacién de la poblacién estudiada por citometria de flujo en linfocitos T CD8

+

y TCRy§" se muestra en la figura 24. Se presentan los resultados del estudio realizado

a un paciente en edad pediatrica (11 afios) y a un paciente adulto (36 afios).
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En la figura 25 se muestran los resultados de citometria de flujo a dia 0 y 6 de un

control.

B Linfocitos T CD8 Linfocitos TCRy&
% = DIAO

Figura 25: Imagen de citometria de flujo en un individuo control. Se muestra la
poblacién CD103* CD38" a dia Oy 6 para las subpoblaciones linfocitarias CD8" y

TCRyS".

Durante el estudio de citometria se incluyeron los marcadores superficiales descritos
previamente: CD8, TCRyS, CD38, CD103 y B7. Estos dos ultimos marcajes se dirigen a
las subunidades a y B de la integrina intestinal aEB7. El incremento de activacién en
esta poblacién se asocia a una mayor intensidad en el marcaje con B7, como se
muestra en la figura 26, en cuya parte inferior se muestran los linfocitos que expresan

CD103y B7hi seleccionados previamente por expresar CD38.
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DIAO DIAG6

CD103
CD103

CD38 ——>

CD103+ Beta7+

CD103
CD103

Beta7 —>

Figura 26: Imagen de citometria de flujo en un paciente de EC adulto. Se muestra en
negro la poblacién caracteristica de la enfermedad dentro de los linfocitos TCD8" a

dias 0 y 6, asi como la expresion de integrina B7 en dicha poblacién.
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2. Utilizacion del método diagndstico en pacientes con sospecha de EC.

Se realizd la prueba de provocacidn en 36 pacientes que acudieron a la consulta
especializada de EC, dentro del servicio de Aparato Digestivo de nuestro hospital; y en
cuatro nifios con sospecha de EC. Esta prueba se llevé a cabo de forma paralela a las

que se emplean para el diagndstico en la practica clinica actualmente.

En la tabla 23 se muestran la sintomatologia que presentaron los pacientes con

sospecha de EC.

Tabla 16: Sintomatologia de los pacientes
incluidos en el estudio por sospecha de EC,

durante el estudio de provocacion.

ID Sintomatologia en provocacion

S1 Dia 3: digestiva leve

S2 Dia 2: digestiva leve

S3 Dias 1-3: digestiva leve

S4 Ninguno

S5 Dias 1-3: digestiva leve

S6 Dias 1-6: digestiva leve
astenia

S7 Dias 1-6: digestiva leve
astenia

S8 Ninguno

S9 Ninguno

S10 Dias 1-3: artralgia

S11 Ninguno

S12 Ninguno

S13 Ninguno

S14 Dias 3-4: digestiva leve

S15 Dias 1-3: digestiva leve

Dia 4: cefalea
S16 Ninguno
S17 Dias 1-3: digestiva leve
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ID Sintomatologia en provocacion

Dias 3-4: astenia

S18 Ninguno

S19 Dia 6: estomatitis

S20 Ninguno

S21 Ninguno

S22 Dias 1-6: digestiva leve

S23 Ninguno

S24 Ninguno

S25 Dias 1-6: digestiva leve

S26 Ninguno

S27 Dias 1-5: digestiva leve, astenia

S28 -

S29 Ninguno

S30 Dias 1-5: digestiva leve, cefalea

S31 Dias 1-2: digestiva leve
Dias 3-6: mialgia

S32 Dias 1-5: digestiva leve

S33 Dias 1-3: digestiva leve

S34 Dia 5: digestiva leve

S35 Dias 1-6: digestiva leve, astenia

S36 Dia 1-3: digestiva leve

S37 Dias 1-6:digestivaleve

S38 Ninguno

S39 Ninguno

sS40 Dia 1-4: digestiva leve

En ninguno de los cuatro nifios estudiados se observaron las poblaciones especificas de

EC.

De todos los pacientes adultos la prueba resulté positiva en 6 individuos, cuyos

parametros diagndsticos de muestran en la tabla 24.
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S2

S3

sS4

S5

S6
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Tabla 24: Parametros diagndsticos de los sujetos incluidos con resultado positivo en

el estudio.

Edad Sexo
28 M
67 H
49 M
43 H
39 M
32 M

Ac HLA

Negativos DQ2.2
TG2+ EMA- DQ2.5
Negativos DQ8

TG2+ EMA- DQ7.5
TG2+
EMA+ DQ2.5
No DQ2
Negativos DQ8

Biopsia

NR
NR
NR

MO

NR

Dia O: Dia 6: LIEs
cD103*cD38"  €D103'CD38"*

CD8 TCRyS CD8 TCRyS TCRyS iNK
0.00% 0.00% 0.14% 0.02% - -
0.11% 0.91% 0.14% 0.93% = =
0.00% 0.00% 0.14% 0.15% 7.1% 19.0%
0.00% 0.00% 0.55% 0.01% 6.1% 7.4%
0.01% 0.04% 0.12% 0.21% 22.3% 1.0%
0.01% 0.03% 0.05% 0.09% = =

En uno de estos pacientes la poblacion linfocitaria CD103" B7

*Capsula Crosby negativa. NR= no realizada en dieta con gluten

hi+

CD38%solo se observd

en los linfocitos T CD8" y no en el estudio de los linfocitos con TCRy8®, como se

muestra en la figura 27.
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Figura 27: Imagen de citometria de flujo de un sujeto con sospecha de EC. Se
muestra la poblacién CD103* CD38" a dias 0 y 6 para las subpoblaciones linfocitarias

CD8"y TCRyS".

En la figura 28 se muestra graficamente el incremento porcentual en la poblacién de
estudio tanto en los enfermos de EC (lineas continuas) como en los pacientes de la
consulta con resultado positivo en nuestro estudio (lineas punteadas). Se observa
como los pacientes con sospecha muestran valores concordantes con los presentes en

los celiacos.
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Figura 28: Porcentaje de las subpoblaciones linfocitarias estudiadas a dias 0, 3 (en los
casos disponibles) y 6 en los pacientes de EC previamente diagnosticada (lineas
continuas) y en los derivados de la consulta por sospecha de EC en que aparecen

(lineas punteadas).
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1) Diferente perfil de expresién en niios y adultos con EC.

La EC puede desarrollarse en individuos de cualquier edad, en ocasiones con grandes
diferencias dependiendo del periodo de la vida en que surge el debut. Con el objetivo
de investigar la posible base genética y molecular de estas diferencias, seleccionamos
nifos y adultos con EC y comparamos la expresién génica a nivel intestinal de cada uno

de los grupos con respecto a individuos control del mismo grupo de edad.

Dado que trabajamos con tamafios de muestra relativamente bajos, lo que puede
afectar a la potencia estadistica para obtener un resultado significativo, analizamos los
datos mediante dos métodos de inferencia estadistica: el enfoque cldsico o
frecuentista mediante el uso del test de la U de Mann-Whitney con la correccién de

Bonferroni, y la metodologia Bayesiana.

La aplicacion del enfoque clasico al andlisis de los datos limita el nUmero de genes con
expresion alterada en la EC a dos. Sin embargo, ocho de los genes estudiados ya
estaban descritos cdmo implicados en EC en la literatura. La correccién de Bonferroni
se utiliza para reducir los resultados falsos positivos que pueden aparecer tras el
analisis de multiples variables, pero supone un andlisis muy conservador, como
consecuencia del cual se pueden perder resultados positivos existentes. Los genes
derivados del andlisis de Bonferroni (FASLG y TNSFS18) se corroboran en la estadistica
Bayesiana. Sin embargo, la estadistica Bayesiana utilizada permite la deteccién de un
mayor nimero de genes con probabilidad de estar alterados en la EC. De los 38 genes
estudiados, 20 aparecen como alterados en EC. Dentro de ellos, distinguimos dos

grupos basandonos en la probabilidad a posteriori obtenida. Por un lado, ocho genes
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mostraron una expresion claramente alterada en pacientes con EC, y por otro, 12

genes presentaron menor probabilidad a posteriori y algunos podrian ser resultados

falsos positivos, en cualquier caso, tendrian menor impacto en la enfermedad.

Los genes claramente alterados son C2orf74, CCR6, FASLG, JAK, TNFSF18, IL1RL1, CCR4
e IL6. De ellos, FASLG se ha relacionado previamente con EC [147].De los 12 genes con
menor efecto, seis se ha descrito previamente: Clorf106, CD28, IL18RAP, PLEK, TAGAP
y ZFP36L1 [63, 64, 156, 157]. En todos los casos, la literatura previa coincide con
nuestros resultados, en cuanto al aumento o disminucion de la expresion de cada gen
con respecto a la poblacidn control. Los genes C2orf74, CCR6, JAK, TNFSF18, IL1RL1,

CCR4 e IL6 se describieron por primera vez en este trabajo.

Asi mismo, nuestros resultados muestran que /L21estd sobre expresado en pacientes
de EC, de acuerdo con la literatura [63, 64]. También /L6 e IL23A se han descrito como
genes con mayor expresion en EC [138], lo que coincide con nuestras observaciones,
aunque, quizd debido al método utilizado previamente, las diferencias previas no
llegaban a ser estadisticamente significativas. Por otro lado, genes como /IRAK1, HCFC1,
PTPN2, REL, TNFAIP3 y ZMIZ1, con expresidn similar entre enfermos y controles en
nuestro estudio, tampoco se han relacionado previamente con la enfermedad [44,
64]. Todos estos datos, validan la aplicaciéon del método Bayesiano para llevar a cabo

este tipo de analisis.

El gen SH2B3, previamente descrito como aumentado en EC [63, 157], muestra una
expresion similar a controles en nuestra muestra. Ademas, nuestro estudio muestra un
gran numero de genes con expresion alterada en la enfermedad que no estaban

previamente descritos. Hay que resaltar que algunas de estas discrepancias coinciden
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con genes que solo observamos alterados en pacientes adulto, siendo que la literatura

recoge solo estudios en nifos.

La principal aportacién de nuestro estudio se basa en la diferente regulacién génica
encontrada entre adultos y nifios. Encontramos los genes TNFSF18 e ICOSLG con una
expresion alterada solo en pacientes con debut pediatrico; e ILIRL1, CD28, STAT3,
TMEM187, VAMP3 y ZFP36L1 solo alterados en pacientes con debut adulto. Sin
embargo, los cinco Uultimos genes no muestran diferencias estadisticamente
significativas entre pacientes adultos y pediatricos; este hecho puede ser debido a la
presencia de falsos positivos en el grupo de adultos, o a la existencia de un menor
efecto en nifios, lo que dificulta obtener un resultado significativo. Debido a que CD28
y ZFP36L1 se han descrito previamente con expresidon alterada en ninos [64], la

segunda explicacion parece la mas plausible.

Estas diferencias observadas a nivel de expresion génica en funcién de la edad de
debut pueden contribuir a entender por qué la enfermedad muestra diferencias en
estos dos periodos de la vida. Resulta muy interesante que los adultos parecen
mostrar alterada la expresién de un mayor niumero de genes. Este hecho podria indicar
gue un menor numero de cambios desencadena el desarrollo de la EC en nifios, pero
son necesarias mas alteraciones para el desarrollo de la enfermedad en adultos, lo cual

iria en concordancia con la menor incidencia de la enfermedad en adultos.

Por otro lado, hay que tener en cuenta que los marcadores seroldgicos e histolédgicos
suelen presentar valores mas atenuados en adultos, lo cual en muchos casos retrasa el

diagndstico. Para este estudio, se seleccionaron pacientes con serologia positiva y HLA-
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DQ2 (mayor riesgo genético). Podrian encontrarse mayores diferencias si la seleccion

de los pacientes adultos se ampliara a casos con un diagndstico mas complicado.

Las implicaciones clinicas de estos hallazgos deben investigarse mds a fondo, aunque
como se ha sugerido anteriormente, pequeiios cambios en la expresion de genes de
susceptibilidad pueden tener un alto impacto cuando varios genes implicados en la
misma via se ven afectados simultdaneamente [156]. Como ejemplo de este efecto
encontramos siete genes alterados en EC de los 11 analizados por participar en la
respuesta inmune Th17 (CCR6, JAK2, IL21, IL6, IL23A, STAT3 y VAMP3). Esto sugiere la
participacién de una respuesta inmune Th17 en la patogénesis de la EC, con una mayor

contribucidon a la enfermedad de adultos.

Para profundizar en las posibles diferencias funcionales entre los nifios y adultos con la
enfermedad, se realizd un analisis mediante el uso de la base de datos STRING
(herramienta de busqueda para el estudio de la interaccién de genes y proteinas)
[158]. No se observaron diferencias entre estos dos grupos de pacientes (Figura 29).
Las principales funciones en que estos genes se encuentran implicadas se basan en la
regulaciéon de la respuesta a procesos inflamatorios, asi como funciones implicadas en
la barrera intestinal. Hay que tener en cuenta, que todavia no se conoce el papel

funcional de alguno de los genes estudiados, como el caso de C2orf74.

Resulta interesante que los dos genes que muestran una expresion alterada sdlo en los
nifos, TNFSF18 e ICOSLG se agrupan en la misma red de genes, ya que actian en vias

de sefializacién compartidas.
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Figura 29: Relaciones funcionales de los genes alterados en pacientes A) adultos y B)

pediatricos.

Estos resultados podrian estar indicando que nifios y adultos responden de manera
diferente en determinadas circunstancias, lo que podria contribuir a algunas de las

diferencias observadas.
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Por ultimo, hay que resaltar que los genes incluidos en este trabajo constituyen sélo un
subconjunto reducido de posibles genes relacionados con la enfermedad. Nuevos

estudios, que incluyan una bateria de genes adicionales, podra revelar mayores

diferencias entre estos grupos de pacientes.

Cabe destacar que los programas de estudio de interaccién funcional solo establecen
relaciones directas entre los genes seleccionados. Este hecho limita el hallazgo de
relaciones entre aquellos que dependan de proteinas intermediarias, que hayan
guedado fuera del estudio o que, aun estando en el estudio, no vean su expresion
alterada a causa de la enfermedad. Esta situacion se muestra en la figura 30, en que se
analizan los genes UBE2L3 y CD28, alterados en los pacientes con debut adulto.
Aunqgue aparentemente no presentan relaciones directas con el resto del conjunto,
puede establecerse una relacién funcional con otros genes alterados a través de
proteinas no estudiadas, que por esta razén podrian resultar un interesante objeto de

nuevos estudios.
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UBE2L3

Figura 30: relacion funcional entre genes estudiados (se muestran a color) a través de

otras proteinas intermedias no estudiadas.

Las diferencias encontradas entre niflos y adultos pueden repercutir en otros campos
del estudio de la enfermedad como la respuesta a terapias. En la actualidad se estan
realizando un gran numero de estudios en este contexto y resultaria interesante
evaluar la respuesta diferencial de los pacientes debido a su edad de debut. También
podria ser aconsejable reanalizar los datos de GWAS de acuerdo con la edad de debut
de los pacientes, lo cual podria facilitar la identificacion de nuevas variantes de
susceptibilidad y podria contribuir a reducir la fraccién de heredabilidad aun
desconocida, la denominada "heredabilidad perdida". Ademas, podria ayudar a
encontrar nuevos marcadores genéticos con fines diagndsticos, especialmente utiles
en adultos, que han sido escasamente representados en los GWAS y que con

frecuencia muestran un diagndstico mas dificil.
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2) Perfil de expresion intestinal en pacientes EMA negativos.
Los anticuerpos frente a EMA se consideran altamente especificos de EC, sin embargo,
se sabe que su sensibilidad es ligeramente inferior. Los individuos que carecen de estos
anticuerpos suponen un importante reto diagndstico, puesto que requieren resultados
muy concluyentes en el resto de las pruebas e incluso llevar a cabo un diagndstico

diferencial con otras patologias.

En este trabajo, seleccionamos un grupo de 9 nifios con EC con anticuerpos EMA
negativos con el objetivo de conocer si se comportaban con respecto a la expresion
génica de manera similar a los pacientes seropositivos. Para ello se incluyeron 8 genes
descritos en la literatura como alterados en EC (Clorf106, CD28, IL21, FASLG, IL18RAP,

TAGAP, PLEK y ZFP36L1).

Encontramos que seis de estos genes mostraron resultados similares a los obtenidos
en la serie de pacientes pediatricos con EMA positivo: Clorf106, CD28, FASLG,
ILI8RAP, PLEK y TAGAP. Ademas, /L21 mostré de nuevo una expresidn muy baja o
indetectable en este grupo, pero al igual que en el resto de celiacos analizados, parecia
presentar mayor expresién que en controles. En comparacién a la literatura previa,
ZFP36L1 no mostrd diferencias significativas, a diferencia de lo publicado [64], pero
ello concuerda con lo observado en nuestro niflos con EC EMA positivos. Esto puede
deberse al pequeiio efecto del gen, que dificulta su deteccién dado el menor nimero

de muestras respecto a la literatura que lo describe.

Un efecto parecido parece ocurrir en el gen Clorfl106. En este caso, en la serie de
pacientes pediatricos con EMA positivo, en concordancia con la literatura, las
diferencias si resultan significativas, aunque con una probabilidad a posteriori baja

144



Discusion
(muy préxima a 0.5). Un efecto algo menor en la serie de los pacientes EMA negativos,

llevaria a que esta diferencia no se aprecie.

Una de las conclusiones de los GWAS alude al efecto pequeio y acumulativo de un
gran nimero de alteraciones génicas como desencadenantes de la enfermedad. Esto
se hace patente en los estudios de expresidon génica, en que, aunque su utilidad se
basa en la tendencia global de cada grupo, es dificil detectar un perfil atribuible al

conjunto de todos los enfermos.

Este grupo de pacientes EMA negativos estudiados, presenta ademas la caracteristica
de presentar anticuerpos frente a TG2 con ensayos no convencionales que
supuestamente pueden detectar también neoepitopos que surgen del
entrecruzamiento entre la TG2 y péptidos modificados de gluten. En un estudio previo
de nuestro grupo, observamos que estos pacientes presentan en general mayor
frecuencia de genética HLA de bajo riesgo y menor grado de lesion histoldgica [92],
pero aqui vemos que parecen mostrar un patrén de expresion génica similar al resto

de pacientes estudiados.

Actualmente, es conocida la gran variabilidad que muestran los pacientes de EC que
acuden a las consultas de EC. Los clinicos se encuentran con frecuencia individuos que
no cumplen todos los criterios necesarios para el correcto diagndstico de la EC pero
gue sin embargo, se benefician enormemente de la retirada del gluten de su dieta.
Este es el caso de los pacientes que se muestran en este estudio, todos ellos con
sintomatologia clasica que revierte tras el mantenimiento de una estricta DSG. No
obstante, son pacientes con caracteristica serologia negativa para los epitopos que

comunmente se consideran especificos de la enfermedad. La creciente necesidad de
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eliminar la endoscopia del diagndstico sobre todo en nifios pequenos, otorga cada vez
mas importancia a la presencia de anticuerpos en sangre periférica. Esto supone un
problema en el diagndstico de pacientes como los que aqui se presentan que sin
embargo, demostraron que presentan alteraciones similares a pacientes con serologia
positiva en genes implicados en la patogénesis. Resulta especialmente interesante el
caso de los pacientes que carecen de HLA-DQ2/DQ8, que sin duda con serologia
negativa, escaparian al diagndstico con las actuales guias en pediatria y sin embargo en
nuestro estudio muestran las mayores alteraciones de expresién. Todo ello demuestra
la necesidad de ampliar el estudio en la inmunopatologia de este tipo de pacientes, lo
gue podria ayudar a desarrollar nuevos métodos diagndsticos que permitan rescatar

pacientes con caracteristicas poco frecuentes.

3) Estudio comparativo de la expresion intestinal entre ECy CU.

En los ultimos afios se ha realizado un gran avance en el estudio de los mecanismos
que subyacen a la genética de enfermedades autoinmunes, aun asi numerosos
aspectos siguen sin esclarecerse. Nosotros seleccionamos una enfermedad
seropositiva y una seronegativa de origen inmunoldgico, EC y CU, las cuales pese a
presentar una baja comorbilidad comparten diversas variantes de susceptibilidad
genética y analizamos la expresiéon diferencial de diversos genes en el principal tejido
afectado en cada enfermedad. Concretamente, analizamos la expresién intestinal de
29 genes pertenecientes a 18 regiones asociadas con riesgo a padecer EC, 13 de ellas

de susceptibilidad también a CU.
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Nuestros resultados muestran que la existencia de loci de riesgo comunes no implican
de manera inequivoca las mismas consecuencias funcionales en todas las
enfermedades. Al evaluar los 19 genes localizados en regiones de susceptibilidad
comunes, observamos que las regiones cromosémicas 6q23, 18pll y 21922,
mostraron resultados similares en ambas enfermedades, sin cambios en la expresién
de los tres genes estudiados (TNFAIP3, PTPN2 e ICOSLG). Ello concuerda con la falta de
efecto cis-eQTL de los SNPs asociados en los GWAS en esas regiones. En dos loci,
1932.1y 4927, se observé una disminucidn de expresién de C1orf106 y un aumento de
IL21, respectivamente, en EC y al considerar tejido inflamado de CU. El aumento de la
IL-21 en la patogénesis de la EC y CU es bien conocido [159, 160]. En cuanto aClorf106,
codifica una proteina con funcién no bien definida, pero se ha postulado su implicacién
en la permeabilidad de la barrera intestinal [156], proceso relacionado tanto con la
patogénesis de EC como de CU. En esa regién, GPR25, no incluido en este trabajo,

parece ser también responsable de la sefial de asociacion en 1932.1 en CU [161].

En la region comuin 12924.12, nuestros resultados muestran una alteracion diferencial
en el gen estudiado SH2B3, ya que se observd Unicamente el aumento de expresion en
tejido inflamado y tejido no inflamado de CU. Sin embargo, esto resulta concordante
con estudios previos realizados en pacientes de EC, que describieron mayor expresion
de este gen en pacientes con enfermedad activa (dieta con gluten) y tratados (sin
gluten) [63]. Aunque la expresidon de SH2B3 no se observa alterada en nuestro grupo
de EC, debe tenerse en cuenta que la variante génica localizada en este locus no se ha

asociado con el riesgo a desarrollar EC en poblacién espafiola [46].
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Las regiones compartidas restantes mostraron resultados diferentes dependiendo de
la enfermedad considerada. En 2pl16, se observd un aumento de los niveles de
expresion de C2orf74 de manera comun en EC y tejido inflamado de CU, pero, en CU,
también se encontré alteradoPUS10, con una disminucidon de los niveles en tejido
inflamado y no inflamado de estos pacientes. La region 2q12.1 también mostré una
regulacion similar de IL18RAP en la EC y CU, pero una expresion diferente en relacién
con ILIRL1. La literatura muestra efecto eQTL relacionado tanto con IL18RAP como con
ILIRL1, y muy recientemente también se ha ligado esta regién con el RNA no
codificante, Inc13, que regula la expresiéon de varios genes con papel inflamatorio
asociados a EC [66]. En la region 22g11.21, YDJC mostrd una mayor expresion en el
tejido inflamado que en el no inflamado de pacientes con CU, sin cambios en los
pacientes con EC, que sin embargo, presentaron un aumento en la expresion del gen
UBE2L3 localizado en esa misma region. A pesar de esto, se ha descrito un uso
diferencial de los exones entre los pacientes de EC y controles en el transcrito del gen
YDJC al estimular las células T CD4 de sangre periférica [162]. La diferencia mas notable
entre las dos enfermedades consideradas se refiere al gen ZFP36L1 (14q24.1), que
mostré una alteracién opuesta en la EC y CU, disminuyendo en EC, concordante con los
estudios previos [64], y aumentando en el tejido inflamado de pacientes con CU. La
alteracion de los niveles de expresion de BACH2 (6q15) y ZMIZ1 (10g22.3), sdlo se

detectd en la CU.

Por otro lado, obtuvimos resultados muy interesantes al estudiar los niveles de
expresion en pacientes de CU de los genes situados en regiones de riesgo para EC.
Observamos resultados similares en FASLG, PLEK, CCR4 y TAGAP, los cuales mostraron

una mayor expresion en ambos grupos de pacientes. En CU, estos cambios se
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observaron sélo en tejido inflamado, con la excepcion de FASLG, que mostrd un
aumento progresivo de expresion desde controles a tejido no inflamado e inflamado.
Sin embargo, la region cromosdmica Xq28 difiri6 entre los pacientes con CU, que
mostraron alteracion en la expresién del gen HCFC1, mientras que los pacientes con
EC, mostraron un aumento de TMEM187. En estos casos, de genes no asociados a CU
pero con expresion alterada en esta enfermedad, no puede descartarse la existencia
de asociaciones génicas aun por descubrir. CD28 y SH2B3 constituyen dos ejemplos de
este tipo, ya que se han asociado recientemente con la susceptibilidad a padecer Ell

[59].

Sin embargo, también hay que considerar que la seleccién de los genes se basé en
aquellos localizados en regiones asociadas cuya funcién apuntaba un papel en la
respuesta inmune. Esto podria introducir algin sesgo. De hecho, cuando se mira en
términos de GO (Gene Ontology Consortium), que es una base de datos acerca de las
funciones y relaciones entre los genes, 14 de los genes estudiados pertenecen a la
categoria "proceso del sistema inmunolégico" y 11 a la de "regulacién de Ia
transduccion de sefiales intracelulares" o "regulacidon positiva de respuesta a
estimulos". Todos estos procesos estan relacionados con enfermedades autoinmunes y
probablemente se alteran durante la desregulacién inmune que caracteriza a estas
enfermedades. Los cambios en la expresion génica son, en parte, una consecuencia de
la condicién inflamatoria presente en los pacientes con enfermedad activa, y la
expresion de numerosos genes implicados en una via funcional se pueden alterar de
forma coordinada como consecuencia de la enfermedad. Por lo tanto, no es posible
concluir que los cambios de expresién génica observados en los celiacos con

enfermedad activa o en tejido inflamado de pacientes con CU estén directamente
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relacionados con la constitucion genética. En la sangre periférica de controles, se
describié un efecto eQTL para los SNPs de susceptibilidad en las regiones que incluyen
IL1IRL1, IL18RAP, TAGAP, SH2B3, CD28, Clorfl06, BACH2, ZMIZ1 y UBE2L3 [161].
Concordante con ello, encontramos que IL18RAP, SH2B3 y ZMIZ1 estan alterados tanto
en tejido inflamado como normal de pacientes con CU, lo que sugiere una importante
contribuciéon de las variantes genéticas a nivel de expresidon, ya que la alteracion
parece ser constitutiva. A la inversa, es decir, la discordancia entre el tejido inflamado
y normal no se puede utilizar para descartar el efecto genético, ya que ciertas células
especificas proliferan en un medio inflamatorio, lo que puede favorecer la deteccién
de cambios en la expresidn génica cuando predominan esos tipos celulares en el tejido

estudiado.

En cualquier caso, nuestros datos sugieren nuevos genes que podrian estar implicados
en CU, debiendo ser por tanto priorizados en nuevos estudios que se realicen en la
enfermedad, al igual que probablemente en la enfermedad de Crohn, debido a la

elevada genética de riesgo comun entre ambas.

Nuestro estudio también muestras como la asociacion de una misma regién a dos
enfermedades no implica que la sefal sea la misma, como ocurre en el genZFP36L1, en
gue las variantes genéticas asociadas a la EC y CU son independientes, lo que podria
explicar las discrepancias encontradas entre ambos grupos de pacientes. En BACH2 y
ZMIZ1, genes sdlo alterados en CU inflamado, el desequilibrio de ligamiento (r’) entre

los SNPs de riesgo descritos en la ECy CU fue de 0,53 y 0,65, respectivamente.

La mayoria de las variantes genéticas asociadas se encuentran en las regiones no

codificantes, algunos de ellos en las regiones intergénicas. Esto implica que su efecto
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puede no limitarse a los genes colindantes. Por otro lado, el efecto de una variante
génica puede ser especifico de tejido o de estimulo. La era post-GWAS estd dominada
por el estudio de estos SNPs que pueden influir en genes alejados en el cromosoma o
afectar a tipos celulares especificos. Como ejemplos de esto, se ha descrito que
variantes génicas localizadas en la regidon del gen SH2B3 pueden modular de la
expresion de varios genes, entre ellos TAGAP [59]. Ademas, Plaza-lzurieta y
colaboradores, encontraron que los efectos trans-eQTL eran frecuentes y, en ciertos

casos, dependientes de estimulo [64].

La elevada concordancia de nuestros resultados con la literatura sugiere que los
patrones de expresion de los genes seleccionados en EC y en CU no siempre se
correlacionan con los esperados atendiendo a la genética subyacente aparente. En
concordancia con la alta complejidad puesta de manifiesto en estudios genéticos
recientes, la correcta interpretacion de las sefales de asociacion tendria que integrar
la compleja interaccidn con la epigenética y con factores ambientales, considerando de
igual forma su impacto multiple en otros genes a través de efectos trans-eQTL. Nuestro
trabajo prioriza algunos genes que merecen una mayor investigacion en la Ell y
probablemente en otras enfermedades autoinmunes. Por otra parte, se identifican
algunos genes, como ZFP36L1, PUS10 y BACH2, todos ellos asociados a diversas
enfermedades autoinmunes, que se podrian explorar con el fin de buscar posibles

mecanismos diferenciales que conducen a una enfermedad especifica.
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4) Estudio de interaccion génica entre Clorf106 y TEC en EC, ECr y CU.

La EC necesita de la confluencia de diversas alteraciones genéticas unido a
desencadenantes ambientales para su desarrollo, de lo que todavia queda mucho por
descubrir. En este sentido, se sabe que muchas de las variantes genéticas asociadas a
la enfermedad afectan solo a un relativamente bajo nimero de pacientes, hecho que
necesita ser estudiado. Los estudios de interaccién génica resultan una buena
herramienta para este fin, ya que parten de la base de que una alteracidn génica lleva

a la enfermedad Unicamente cuando se da en combinacidon con otra.

Los resultados derivados de este trabajo, sugieren que el efecto protector a presentar
EC y ECr conferido por el alelo A del polimorfismo rs7522462 del gen Clorf106 ocurre
Unicamente, o en mayor medida, en presencia del alelo C del polimorfismo rs11945978
del gen TEC. Esta interaccién va en concordancia con lo previamente descrito en ECr
[55]. La falta de significacion estadistica cuando se analiza cada enfermedad por
separado puede ser debida a la baja frecuencia en que aparecen los genotipos
implicados en la interaccion, lo cual disminuye la potencia estadistica para su

deteccion.

Analizamos la expresion intestinal de los genes Clorf106 y TEC en muestras de ECr, CU
y EC, con objeto de analizar las implicaciones funcionales de esta interaccién
encontrada. Sin embargo, dada la baja frecuencia de la interaccion entre los
polimorfismos de riesgo, entre 1,4% y 2,8% en las distintas series de pacientes
estudiados, no se pudo analizar la correlacién entre la presencia de la interaccién y los

niveles de expresién de cada gen. No obstante, estudiamos la correlacidon entre la
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expresion de los genes Clorf106 y TEC y los genotipos aislados de cada gen pero no se

obtuvieron resultados significativos en ningun caso.

La presencia de esta interaccidn en una mayor frecuencia en los pacientes de ECy ECr
va en concordancia con multiples estudios genéticos que apoyan la presencia de una
herencia comun entre diferentes patologias [163, 164]. Esta idea, que representa la
base del proyecto Immunochip, adquiere mayor fuerza en patologias complejas, en
gue un gran numero de factores tanto genéticos como ambientales actian como
desencadenantes, y mas aun cuando una desregulacién del sistema inmune representa
una caracteristica comun en ambas [165, 166]. Sin embargo, la genética subyacente a
diferentes enfermedades debe ser siempre estudiada de manera individual, ya que,
como se observa en los resultados obtenidos, la poblacion con CU no presenta la

interaccion descrita.

En este contexto, resultaria muy interesante realizar estudios que profundicen en la
funcionalidad de estos genes, ya que la diferente influencia que presentan estas
variantes génicas en enfermedades tan relacionadas como la CU y ECr, podria ofrecer
pistas que ayuden a conocer los distintos procesos patolégicos que tienen lugar en
ambas. Recientemente el gen Clorf106 se ha asociado con el mantenimiento de la
barrera intestinal [156]. Por otro lado, TEC presenta una funciéon inmunoreguladora, ya
que inhibe la expresidn de CD25 en los linfocitos T, atenuando con ello, su activacién
por IL-2 [167]. Dada la funcionalidad de estos genes podria resultar interesante
profundizar en el papel que desempeiia su regulacién conjunta en estas
enfermedades, con el fin de utilizar su inmunomodulacién enfocada a estudios

terapéuticos.
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5) Aumento de activacion de linfocitos T TCRyd y T CD8 intestinales:

utilidad como método diagnodstico en enfermedad celiaca.

La provocaciéon con gluten es una aproximacién clinica ampliamente utilizada en el
diagnodstico de casos inciertos de EC. Consiste en la reintroduccidon del gluten en
sujetos previamente en una dieta libre de gluten, durante un periodo de tiempo
necesario para provocar una respuesta. Sin embargo, este tiempo varia
considerablemente de unos individuos a otros [110]. Las limitaciones de este
procedimiento, como el riesgo a inducir una sintomatologia severa y la necesidad de
una endoscopia invasiva como prueba final, han planteado la necesidad de buscar
alternativas menos agresivas. En este sentido, los hallazgos inmunoldgicos
encontrados en sangre periférica en individuos sometidos a provocaciones cortas
suponen una interesante via de estudio. Los estudios recientes que muestran la
presencia de células T activadas dirigidas al intestino en sangre periférica 6 dias mas
tarde de comenzar una provocacidon con gluten de 3 dias [117], han puesto de
manifiesto la necesidad de poner a punto métodos diagndsticos que estudien la
efectividad de la presencia de esta poblacion en el ya comentado pool de enfermos de

celiaquia, con tan diversas caracteristicas.

Nosotros estudiamos 10 pacientes con EC confirmada y 19 controles sin la enfermedad
y corroboramos la respuesta celular descrita de manera especifica en pacientes de EC
por Han y colaboradores [117], detectando la presencia de las poblaciones CD103"
B7"™* cD38" cD8* y CD103" B7"" CD38" TCRyS' Unicamente en los pacientes de EC
sometidos a una corta provocacién con gluten. Resulta notable que en los pacientes

encontramos una enorme variabilidad respecto al nimero de linfocitos CD8 y TCRyb
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obtenida tras el procesamiento de una cantidad fija de sangre periférica. Estas
diferencias muestran la necesidad de establecer unos valores minimos de estas
subpoblaciones para poder descartar la presencia de la poblacién CD103" [37hi+ CD38".

Nuestros resultados parecen indicar que una poblacién minima de 30.000 linfocitos

CD8 es suficiente para observar la presencia de las subpoblaciones celulares activadas.

Tras esta validacion, quisimos conocer la utilidad de esta metodologia como
herramienta de diagndstico complementaria a las actualmente empleadas en la
practica clinica. Para ello, estudiamos 40 individuos procedentes de las consultas
especificas de EC de nuestro hospital. Estos individuos mantenian una DSG debido a un
diagnéstico incierto previo o por propia iniciativa. Encontramos que seis de estos

pacientes estudiados por posible EC presentaban las poblaciones celulares especificas.

Diversos estudios apuntan a que el inmunofenotipaje de LIEs resulta util para el
diagndstico [168] en DSG, ya que tras la retirada del gluten, los celiacos mantienen
tanto los valores aumentados de linfocitos TCRyd como un porcentaje de iNK menores
a los encontrados en individuos sin EC, aunque estos ultimos aumentan ligeramente
con la retirada del gluten. Obtuvimos el inmunofenotipo de LIEs en 15 individuos con
sospecha de EC: 12 de ellos mostraron resultado negativo en esta prueba y en el
estudio de provocacién; uno fue positivo en ambas pruebas; y los dos restantes,
positivos en la prueba de provocacidn, presentaron un porcentaje de iNK por debajo
de los limites normales (iNK 220%), situdndose en valores esperables para pacientes de
EC en DSG, pero porcentajes de linfocitos TCRyS sobre el total de LIEs cercanos al 7%.

Curiosamente, en uno de estos dos individuos la poblacién intestinal activada solo se
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observé en la subpoblacion CD8, quizds el menor porcentaje de linfocitos TCRyd

dificulté la deteccidon de esta segunda subpoblacién.

El punto de corte para el diagndstico de EC de acuerdo al inmunofenotipo de los LIEs
se establece generalmente en el aumento de linfocitos TCRy® por encima del 10%
[169, 170], sin embargo algunos autores rebajan el punto de corte a 8.5% [171]. Estos
mismos autores apuntan a un porcentaje mas bajo de linfocitos TCRy6 en el
inmunofenotipo de los LIEs en pacientes seronegativos que en pacientes seropositivos
con un mismo grado de atrofia intestinal. Ademas, encontraron que pacientes de EC
con Marsh 1 mostraron menores porcentajes de CD3'CD103*que los controles, pero
superiores a los de los pacientes con EC con Marsh 3.Estos resultados, en concordancia
con los obtenidos en nuestros pacientes, podrian apuntar a la existencia de un grupo
de pacientes de EC en los que se necesitan “relajar” los criterios diagndsticos para

evitar el descarte erréneo de la enfermedad.

En cuanto al empleo de la provocaciéon corta en cuatro nifos, parece que es una
aproximacion valida para descartar la EC en nifios seronegativos con alteraciones
histoldgicas (524, S28 y S38, con atrofia el momento del diagnéstico, y S39, con Marsh
1). Por lo tanto, se podria evitar el periodo mas largo en dieta con gluten que estos
nifos necesitarian, especialmente relevante si se considera que una provocacién con
gluten a largo plazo no se recomienda en nifios muy pequefos o durante la pubertad, y

que, finalmente, se requiere una biopsia duodenal.

Resulta curioso el mayor aumento en la activacion de los linfocitos estudiados
encontrado en pacientes en edad pediatrica, este hecho podria ir en concordancia con

los resultados aqui descritos en relacidon a las diferencias en la expresién de ciertos
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genes a nivel intestinal acorde a la edad de debut. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que los pacientes pedidtricos incluidos en este estudio presentaron atrofia total
(Marsh 3c) al diagndstico, lesion mayor que cualquier paciente adulto. Se ha descrito
que el nimero de células T reactivas al gluten en sangre periférica y en el intestino
delgado se correlaciona positivamente con el grado de dafio histoldgico [172], lo que

podria explicar la mayor respuesta celular observada en estos nifos.

En nuestro estudio, encontramos un paciente de EC con la poblacién activada tanto a
dia 0 como a dia 3. Debido a esto, lo sometimos a una segunda provocacién tras un
afio en DSG, y observamos que la poblacidon a dia 0 estaba presente a porcentajes
bajos y mostraba el aumento caracteristico a dia 6. Una posibilidad que explica la
primera observacion es que alguna transgresion en la dieta activara estos linfocitos
dias previos al inicio del primer estudio, desapareciendo este efecto en la segunda

provocacion.

La subunidad B7 que forma parte de la integrinaaE7, presenta una elevada intensidad
muy caracteristica en la subpoblacién de estudio (CD103* CD38"), la cual no se observa
en linfocitos intestinales no activados (CD103" CD38"). Debido a esto, la determinacion
de esta molécula superficial en el estudio aporta mayor seguridad a la hora de
identificar la poblacién especifica. La integrina aEB7 facilita la retencién de linfocitos

efectores y de memoria en el epitelio intestinal [173].

Los LIEs expresan en su mayoria la integrina aEf7 [100]. La mayoria de LIEs (>70%) son
linfocitos T CD8", ademas la mayoria expresa TCRap. No obstante, existe un porcentaje
de LIEs que presentan TCRyd, cuyo numero aumenta en gran medida en individuos con

EC. Resulta légico que la movilizacién de linfocitos CD8" tras el consumo de gluten sea
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mas facilmente visualizable que la movilizacion de TCRyd, dada su mayor abundancia.
En concordancia con esto, consideramos que la prueba diagndstica de provocacién por

citometria de flujo se puede establecer atendiendo a la presencia de los marcadores

CD8, CD103, B7 y CD38.

Este método parece tener una alta sensibilidad, ya que cuando se miran los seis
individuos estudiados por sospecha de EC que muestran las subpoblaciones
caracteristicas de EC, nos encontramos con una amplia diversidad de resultados en
cuanto a las pruebas diagndsticas empleadas en la practica clinica. Los 40 pacientes
incluidos son una muestra bastante representativa de los casos complejos con
sospecha de EC que reciben en las consultas: pacientes EMA-negativos (como cuatro
de los seis identificados), individuos con histologia no concluyente (como tres de los
nuevamente identificados) o con genética HLA de bajo riesgo o incluso sin riesgo (sélo
dos de los individuos recién diagnosticados eran HLA-DQ2.5). Este método es capaz de
identificar a los individuos con todas estas singularidades, que de otro modo tendrian
un diagndéstico muy dificil. Por esto, esta determinacidn representa un complemento
interesante al diagndstico de los pacientes de EC. Nuestros resultados muestran que
puede resultar efectiva en individuos que retiran el gluten de su dieta sin un
diagndstico concreto, pero ademas puede suponer una herramienta util para
esclarecer casos con un diagndstico complejo de acuerdo a las pruebas diagndsticas

actuales.

La amplia gama de sintomas observados en el grupo de sospecha de EC es

probablemente debido al enriqguecimiento de este grupo con individuos que sufren de
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la sensibilidad al gluten no celiaca, que no son identificados por este método, como se

indico originalmente [117].

Este método podria tener la limitacién de que la estimulacidn con gluten no se puede
ofrecer a todos los pacientes y el clinico debe evaluar previamente sus posibles
consecuencias clinicas. Se ha publicado recientemente que se pueden observar ex vivo
células T reactivas al gluten sin estimulacién previa del paciente con gluten oral [174].
Aunque esto implica una tecnologia mas compleja, sigue siendo una posibilidad para
los individuos con alta sospecha de EC, pero resultados no concluyentes con las
pruebas diagndsticas actualmente disponibles. Sin embargo, hay que destacar que la
ingesta de gluten durante tres dias fue bastante bien tolerada por todos los

participantes.

Es necesario evaluar un mayor nimero de pacientes con este método para evaluar sus
valores concretos de especificidad y sensibilidad, pero parece una herramienta valida
como apoyo al diagndstico. Podria evitar una errénea interpretacion de las lesiones
histolégicas y confirmar el diagndstico en pacientes con genética HLA de bajo riesgo o

sin riesgo.
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6) Discusion general

La EC es una de las intolerancias alimentarias mas comunes, afecta a casi el 1% de la
poblacién en todo el mundo. Sin embargo, los casos diagnosticados representan un
porcentaje  mucho menor, estimdndose de 1:3 en pacientes pediatricos
(diagnosticados: no diagnosticados), ratio que llega a 1:5 en los adultos. Entre las
causas de este bajo diagndstico se ha postulado principalmente la falta de recursos
diagndsticos en muchas regiones, asi como la enorme variabilidad en la sintomatologia

entre los pacientes. Existe ademas gran variabilidad en la edad de aparicién.

Adicionalmente, la creciente moda de retirar el gluten como practica saludable ha
provocado que un gran nimero de individuos comiencen una DSG sin contar con un
diagndstico previo. En estos casos, es necesaria la reintroduccién del gluten durante un
largo periodo de tiempo seguido de una prueba invasiva como es la biopsia, lo que a

menudo frena a estos pacientes en su busqueda de un diagnéstico.

La EC sdlo se desencadena en individuos predispuestos genéticamente. Ademas de la
fuerte influencia de variantes genéticas en la region HLA, que se consideran necesarias
para el desarrollo de la EC, se sabe que existen numerosas variantes asociadas de bajo
riesgo. Sin embargo, el papel especifico de estas variantes, asi como el gen al que
afectan no se conoce en la mayoria de los casos. En este trabajo realizamos un estudio
de expresion intestinal de genes localizados en loci asociados a la enfermedad, con el
fin de identificar los genes causales. Lo llevamos a cabo comparando nifios y adultos
con EC para evaluar el comportamiento diferencial de ambos grupos de cara a

justificar parte de las diferencias encontradas entre ellos. Nuestros resultados suponen

160



Discusion

el primer estudio que analiza las diferencias en la expresidn génica debidas a la edad
de diagnéstico en la EC. Encontramos algunos genes alterados especificamente en uno
de los grupos y mostramos que los adultos presentan mayores cambios de expresion
tanto en numero como en magnitud. Esto podria indicar que a edades mds avanzadas
se necesitan mas alteraciones para que se desencadene la enfermedad que en edad
pediatrica, lo cual explicaria que haya menos casos. Resultaria interesante ampliar el
estudio de las diferencias de expresion observadas considerando tipos celulares

concretos, para avanzar en la patologia.

Por otro lado, también realizamos un estudio que evalla la expresidon intestinal de
pacientes con caracteristicas poco frecuentes, como son aquellos seronegativos,
demostrando que su perfil de expresién se asemeja a lo descrito en la literatura, de

manera similar a nuestros pacientes EMA positivos.

Se necesitan nuevos estudios para confirmar nuestros resultados y evaluar la posible
influencia genética que subyace a estos cambios, asi como las consecuencias

funcionales de las diferencias encontradas.

También quisimos profundizar en la base genética compartida entre EC y CU, como
ejemplo de la implicacion real de la genética compartida entre diversas enfermedades
autoinmunes. Este concepto se basa principalmente en la asociacion de loci de
susceptibilidad comunes. Observamos una alta complejidad subyacente a este
concepto. Nuestros resultados muestran que la existencia de loci de riesgo comunes
entre dos enfermedades no implica necesariamente la existencia de una consecuencia
funcional equivalente. Adicionalmente, apuntamos algunos genes que deberian ser

estudiados de manera mas exhaustiva en CU por su posible implicacion en la
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enfermedad. Genes como ZFP36L1, ZMIZ1, PUS10 y BACH2 podrian ayudar a ampliar el

conocimiento de la patogénesis de distintas enfermedades complejas con una base

inmunoldgica.

Por ultimo, la existencia de pacientes con caracteristicas no estrictamente
contempladas en las actuales guias diagndsticas supone un gran problema tanto a
médicos como a pacientes. En muchos casos supone el abandono de las consultas con
el inicio del tratamiento sin un diagndstico definitivo y en otros supone un continuo
peregrinaje por diferentes especialistas médicos. Esta situacién crea la necesidad de
desarrollar nuevos métodos diagndsticos con mayor sensibilidad, es decir, adaptados a
un mayor espectro de individuos. El estudio de provocacién que en este trabajo se
evalla supone una herramienta util y sencilla para el diagndstico de estos pacientes.
Por un lado, corroboramos la presencia especifica de linfocitos T CD8" intestinales
activados en pacientes que siguen una DSG estricta y son provocados tres dias con
gluten, y adicionalmente evaluamos su uso a las consultas de EC de adultos y nifos,
centrandonos en pacientes de dificil diagnéstico. Este método permite llegar al
diagndstico de pacientes en DSG, ademds parece tener alta sensibilidad, lo que
permitia ampliar el espectro de casos diagnosticados. Nuestros resultados indican su
utilidad en las consultas como prueba complementaria a las actuales y que en algunos
casos podria evitar la realizacidn de una prueba invasiva como es la biopsia duodenal.
Resultaria interesante aplicar este método diagndstico a un mayor numero de
pacientes con el fin de establecer su eficacia para el diagndstico, de acuerdo

principalmente a su especificidad y sensibilidad.
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Conclusiones

Existen diferencias en la expresidon génica intestinal entre pacientes celiacos
con debut adulto y pediatrico, tanto al considerar los genes concretos alterados
como al tener en cuenta el grado de alteracion.

La respuesta inmune Th17 parece implicada en la patogénesis de EC de acuerdo
a la alteracién observada en la expresion de diversos genes implicados. Su
impacto podria ser mayor en pacientes adultos.

Los pacientes de EC que carecen de anticuerpos frente a EMA al diagndstico,
muestran una expresién similar en los genes estudiados a la encontrado en
pacientes EMA positivos, lo que sugiere que en ambos grupos tienen lugar
procesos inmunopatolégicos comunes.

La existencia de regiones de riesgo asociadas a EC y CU no siempre implica los
mismos genes en ambas enfermedades, como muestra la expresién diferencial
de algunos genes en una y otra enfermedad.

Los genes en loci de riesgo a EC: FALSG, PLEK, CCR4, TAGAP y HCFC1, deberian
ser objeto de nuevos estudios en CU por su posible implicacién en el riesgo a
desarrollar esta enfermedad.

La interaccion génica descrita entre los genes Clorfl06 y TEC en la

susceptibilidad a ECr, parece influir en el riesgo a presentar EC, pero no CU.

La determinacién en sangre periférica de linfocitos T CD8 y TCRyd
caracterizados por la expresién de los marcadores CD103 B7 y CD38 en
individuos sometidos a provocacién con gluten de tres dias, parece ser un

método valido para el diagndstico de EC en pacientes en DSG.
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