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RESUMEN

La enfermedad de Hirschsprung (HSCR) estd causada por la
ausencia de células ganglionares en el intestino, debido a defectos
en la migracién de las células del sistema nervioso entérico durante
el desarrollo embrionario. La incidencia es aproximadamente de uno
en cada 5000 nacimientos, mds frecuente en hombres que en mujeres.
Hay dos fenotipos segtin la longitud del segmento aganglionar: corto
(S-HSCR, 80% de los enfermos) y largo (L-HSCR, el 20%). Se han
detectado variaciones en la secuencia codificante del proto-oncogén
RET en enfermos con HCSR, lo que sugiere predisposicion genética
a padecer la enfermedad.

Nuestro trabajo ha consistido en encontrar y analizar polimorfismos
(SNPs) asociados a la enfermedad, asi como su distribucién poblacional
(sexo y tipo de segmento). En el estudio genético se han analizado dos
polimorfismos presentes en el promotor del gen, asi como un polimor-
fismo en el ex6n 13 fuertemente asociado con la enfermedad. Como
poblaciones en este estudio se establecieron una de enfermos con HSCR
esporddico y un grupo de individuos sanos.

Los resultados obtenidos corroboran que la enfermedad es més
frecuente en hombres que en mujeres. El genotipado de RET indica
que los alelos A y G del promotor (c.-200A>G y c.-196C>A) y G
del ex6n 13 (¢.2307T>G) estdn asociados a la poblacién enferma.
Los datos apuntan a que no existe relacién entre el fenotipo de la
enfermedad y la distribucién de los polimorfismos analizados. Con-
cluimos que la presencia de ciertos polimorfismos en la secuencia de
RET indica predisposicion genética (combinada con otros factores
genéticos 0 ambientales) a padecer la enfermedad.
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GENETIC, POPULATION AND PHENOTYPIC CHARACTERISTICS OF
PATIENTS WITH HIRSCHSPRUNG DISEASE

ABSTRACT

Hirschsprung disease (HSCR) is caused by the absence of ganglion
cells in the intestine due to defects in the migration of enteric nervous
system cells during embryologic development. The incidence is one in
every 5000 births, more common in men than women. There are two
main phenotypes according to the aganglionic segment length: Short
(S-HSCR, (80% of patients) and Long (L-HSCR, 20%). Variations have
been detected in the coding sequence of the RET proto-oncogene in
patients with HSCR, suggesting a genetic predisposition to the disease.
Our aim is to find and analyze polymorphisms (SNPs) associated with
the disease. We are interested also in stablish an association between
sex and type of aganglionic segment. We analyzed the RET promoter
as well a polymorphism in exon 13 strongly associated to the disease.
The populations for the study were a group of 56 patients with sporadic
HSCR and 178 healthy controls.

The results obtained show that the disease is more common in men
than in women (3:1). The RET genotype shows that alleles A and G of
the promoter (c.-200A> G and c.-196C> A) and G of exon 13 (¢.2307T>
G) are associated with the affected population. Our data suggest neither
association between the disease phenotype and the distribution of the
polymorphisms analyzed nor with the sex of the patients. The pres-
ence of certain polymorphisms in the RET sequence indicates a genetic
predisposition (combined with other genetic or environmental factors)
to the disease.

KEey Worbs: Hirschsprung disease; Aganglionic bowel; Polymorphism;
Allelic discrimination; Sequencing.

INTRODUCCION

La enfermedad de Hirschsprung (HSCR) o megacolon
agangliénico (OMIM 142623) es una malformacién congé-
nita, caracterizada por la ausencia de células ganglionares en
los plexos mientérico y submucoso (Auerbach y Meissner,
respectivamente) del intestino distal. Tiene una incidencia de
1/5.000 nacimientos, siendo mds frecuente en varones que en
mujeres. Puede estar asociado con otros sindromes médicos
(18% de los casos), de los cuales més del 90% corresponde
con el sindrome de Down.
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Figura 1. Esquema del gen y el receptor RET.
Los exones del gen estdn indicados con niime-
ros y rectdngulos; las lineas de puntos indican

“( cap {  cvs los dominios de la protefna que codifican, in-
28516 aa 517-635aa: - 724-1016 aa dicados con cilindros. La parte extracelular de
H RET contiene el dominio cadherina (CAD) y

¢S una region conservada rica en cistefnas (CYS).

Dominio Dominio Dominio TM corresponde al dominio transmembrana y
extracelular  transmembrana intracelular 1? parte 1nt'racelular comprende inS dominios
28635 aa 636-657 aa 658-1114 aa tirosina quinasa (TK) (Adaptacion de Tam et

al., 2004; 13: 236-248).

El fenotipo de la enfermedad se divide en funcién de la
zona aganglionar afectada a partir del recto: 1. de segmento
corto (Short, S-HSCR) afecta hasta el colon sigmoideo (75-
80% de los casos), 2. largo (Large, L-HSCR) incluye parte
del intestino grueso (15-20% de los casos) y 3. total (AGT) si
todo el intestino grueso (y a veces parte del delgado) carece de
células nerviosas (3-8% de los casos)(). La ausencia de células
ganglionares en los enfermos HSCR se considera una neuro-
cristopatia, ya que es resultado de un fallo de la colonizacién
de las células de la cresta neural durante la embriogénesis del
individuo para formar el sistema nervioso entérico®@.

Se sabe que la mayorfa, si no todos los casos de HSCR tie-
nen un componente genético. Aproximadamente el 10% de los
pacientes presentan historia familiar positiva (especialmente
pacientes con segmentos largos). El riesgo de malformacion
estd determinado por variaciones en la secuencia de varios
genes, diez de los cuales han sido descritos!-). De estos ge-
nes, el oncogén RET (REarranged during Transfection) es el
principal factor involucrado en la etiologia de la enfermedad.
Este gen consta de 20 exones y codifica un receptor tirosi-
na quinasa de la superfamilia de las cadherinas (Fig. 1), que
también estd implicado en otras patologias como la neoplasia
endocrina mltiple tipo 2 (MEN2) y el carcinoma medular de
tiroides (CMT)®. Al contrario que en estas enfermedades de
tipo endocrino, la causa molecular del HSCR podria ser una
variacién en la secuencia del gen que produzca una haploinsufi-
ciencia del receptor, es decir, una disminucién de su funcién®.

A pesar del papel central que juega RET en el HSCR y
la extensa bisqueda de mutaciones que han llevado a cabo
diferentes grupos durante los dltimos afios, la tasa de mutacién
todavia resulta demasiado baja, alrededor del 50% en los casos
familiares y 7-35% en los casos esporddicos®©. Dado que estos
valores son insuficientes para sefialar a las mutaciones en RET
como responsables de la enfermedad, recientemente se ha abier-
to una nueva perspectiva en la que el gen podria estar regulado
de forma epistética. Esto requerirfa la interaccién de varios
genes para producir el fenotipo de la enfermedad, polimorfis-
mos (SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms) o haplotipos
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determinados de RET que confieran susceptibilidad al locus y
causen la enfermedad”. Desde 1999 se han descrito varios
SNPs en la regién codificante de RET més o menos represen-
tados al compararlos con controles sanos. Los datos indican
que SNPs presentes en la poblacién general y por consiguiente
considerados no patogénicos, podrian estar implicados en la
enfermedad. Nuestro trabajo ha consistido en asociacién de
polimorfismos ya descritos a la enfermedad de Hirschsprung,
tanto en el promotor del gen como en la secuencia codificante,
para establecer datos relativos a nuestra poblacion. Ademds,
intentamos establecer una relacion entre la patologia y otras
caracteristicas fenotipicas como el género y el tipo de HSCR.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realiz6 en un grupo de 56 pacientes con
HSCR, que fueron diagnosticados y tratados en el Servicio
de Cirugia Infantil del Hospital Universitario de Cruces (Ba-
rakaldo) y Hospital Marqués de Valdecilla (Santander). Como
poblacién a comparar se utilizaron 178 controles sanos.

Extraccion de ADN

La extraccién de ADN se realizé a partir de linfocitos
de muestras de sangre periférica. Para ello, se empled el
kit de extraccion de ADN QIAamp DNA Blood Mini Kit de
QIAGEN®, siguiendo las recomendaciones del fabricante.

PCR

Se disefiaron pares de oligos especificos para amplificar
el promotor del proto-oncogén RET. La secuencia de los oli-
gonucledtidos utilizados para secuenciar el promotor de RET
estd descrita en la Tabla I. El volumen total de la reaccién tuvo
lugar en 20 pl y se utilizaron 40 ng de DNA, 200 pM dNTPs,
0,4 uM de cada oligo, 0,4 U Kapa Tag DNA Polymerase®.
Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al
1,5% y se purificaron tratdndolos con fosfatasa alcalina y
exonucleasa I (ExoSAP-IT, USB®).
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Tablal.  Amplificacion del promotor del proto-oncogén RET. Condiciones de amplificacion, secuencia de los oligonucleétidos
cebadores empleados y longitud del producto amplificado. La secuencia lleva fusionada la secuencia de los primers
universales del fago M13. F (Forward), R (Reverse).

Condiciones de amplificacion Observaciones
10’ 94°C, 35x(1° 94°C, 1” 60°C, 1°30” 72°C) 7’ 72°C, o 4°C 10% DMSO
Promotor Secuencia Amplicon
F: TGTAAAACGACGGCCAGCCCGCACTGAGCTCCTAC 392 nt
R: CAGGAAACAGCTATGACCGGACGTCGCCTTCGCCAT
Secuenciacion TablaIl.  Andlisis del polimorfismo p.Leu769Leu (c.2307T>G)

La secuenciacion del DNA amplificado, tanto de enfermos
como casos controles, en la reaccion de PCR lo llevé a cabo
el Servicio de Secuenciacién de la Unidad de Investigacion
del Hospital Universitario de Cruces. Se utiliz6 un secuen-
ciador Applied Biosystems® ABI3130xl. Para analizar las se-
cuencias se utilizaron los programas informdticos Sequencing
Analyzing v5.2 y SeqScape v2.5 de Applied Biosystems®.

TagMan®

Para comprobar si la presencia de los polimorfismos estd
asociada a las poblaciones a estudio se utilizaron sondas Tag-
Man® (Applied Biosystems®) especificas (exén 13: rs1800861).
Esta técnica permite identificar el genotipo de un SNP concreto
gracias a sondas marcadas con distintos fluoréforos especificos
(FAM y VIC). La lectura y anlisis del resultado se realiz6 en
un Termociclador Real Time Applied Biosystems® 7900HT
mediante el programa informatico SDS v2.3. El estudio de
la secuencia del promotor (anélisis de enfermos y controles
sanos) se analizé mediante secuenciacion directa al no existir
sondas TagMan® especificas para estos polimorfismos.

Analisis estadistico

Las frecuencias alélicas de los tres polimorfismos estudia-
dos fueron comparadas entre la poblacién de enfermos HSCR
y la poblacién sana. Para determinar la relacién de los datos
se llevé a cabo un andlisis estadistico mediante el programa
informatico Statcalc v6. Se estudid la asociacion de los geno-
tipos y haplotipos a la enfermedad mediante el andlisis %2 y se
determind el Odd ratio con un indice de confianza del 95%.

RESULTADOS

1. Analisis genotipico: asociacién de alelos de distintos
polimorfismos a la enfermedad

En este trabajo hemos analizado varios polimorfismos
del proto-oncogén RET descritos como asociados a la en-
fermedad de Hirschsprung. Después de secuenciar y anali-
zar previamente de forma directa los exones 10, 11, 13, 14,
15y 16 de este gen®, observamos gran variabilidad en tres
SNPs: p.Gly691Ser (c.2071G>A) en el exdn 11, p.Leu769Leu
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del exén 13 mediante sondas TagMan. Se recoge el
nimero de casos homozigéticos y heterozigéticos para
cada genotipo. También se expresa el porcentaje de
cada uno de ellos para cada grupo de estudio. Para cada
genotipo se indica el p-valor y el Odds Ratio (O.R.) con
un indice de confianza (1.C.) del 95%.

Exon 13: p.Leu769Leu

HSCT Sanos
Genotipo  n % n %  p-valor O.R. (95%)
GG 12 2143 5 281 280x10° 9,44 (2,88-32,66)
TT 20 35,71 117 65,73 6,99x105 0,29 (0,15-0,57)
GT 24 4286 56 3146 0,12 0,63 (0,84-3,17)

Total 56 100 178 100

(c.2307T>G) en el ex6n 13 y p.Ser904Ser (c.2712C>G) en
el exén 15. Los SNPs de los exones 11 y 15 cosegregan, y
sus alelos G y C respectivamente estdn asociados a nuestra
poblacién de estudio. Asimismo, el alelo polimérfico G de
p-Leu769Leu se ha descrito como fuertemente asociado a la
enfermedad de Hirschsprung(9. Nuestros datos indican que
también en nuestra poblacidn el genotipo GG estd asociado
a la enfermedad. Es interesante destacar que este genotipo es
8,87 veces mas frecuente en los individuos sanos, con un ries-
go de padecer la enfermedad de 2,59 a 31,88 veces (Tabla II).

En el afio 2003, el grupo de la Dra. Ceccherini en Génova
publicé la importancia de la regién promotora del gen, al
encontrarse dos polimorfismos fuertemente asociados a la
enfermedad de Hirschsprung, uno a 5 nucleétidos y otro a un
nucledtido del inicio de la transcripcion del gen (c.-200A>G,
1rs10900296 y c.-196C>A, rs10900297). Por este motivo, y
dada la importancia de encontrar variaciones en la secuencia
reguladora de la expresion del gen, analizamos mediante se-
cuenciacion directa el promotor de nuestras poblaciones de
estudios. El resultado se muestra en la Tabla IIL.

El resultado indica que los alelos A 'y C del promotor (c.-
200A>G y c.-196C>A, respectivamente) estdn asociados a la
enfermedad. El genotipo AA en el polimorfismo-5 no solo es
més frecuente en la poblacién enferma (55,36% frente al 3,37%
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Tabla IIl.  Analisis de los polimorfismos presentes en el promotor
del proto-oncogén RET mediante secuenciacién directa.
De cada polimorfismo analizado se muestran los
diferentes genotipos en la poblacion enferma y controles
sanos. También se expresa el porcentaje de cada uno de
ellos para cada grupo de estudio. Para cada genotipo
se indica el p-valor y el Odds Ratio (O.R.) con un indice

de confianza (I.C.) del 95%.

Promotor (-5): ¢.-200A>G

HSCT Sanos
Genotipo n % n %  p-valor O.R. (LC.95%)
GG 12 21,43 106 59,55 6,00x107 0,19 (0,09-0,39)
TT 31 5536 6 337 0 35,55 (12,50-106,47)

GT 13 2321 66 37,08 5,56x102 0,51 (0,24-1,07)

Total 56 100 178 100

Promotor (-1): c.-196C>A
HSCT

Sanos

O.R. (95%)

4,24 (2,11-8,62)
0,35 (0,08-1,27)
0,32 (0,15-0,66)

Genotipo n % n %

GG 40 71,43 66 37,08 6,50x10°
TT 3 536 25 14,04 8,06x10°2
GT 13 2321 87 48,88 7,10x10+

Total 56 100 178 100

p-valor

en sanos), sino que estd fuertemente asociado a la enfermedad
(p-valor=0, O.R.= 35,55). Estos datos indican que los indivi-
duos con genotipo AA en el SNP (-5) tienen una predisposicion
de padecer la enfermedad de 12,50 a 106,47 veces més que
individuos con otro genotipo en ese punto. De forma similar,
aunque no tan llamativa, es la asociacién del genotipo CC en
el SNP (-1) a la poblacién HSCR (71,43% de los individuos
analizados, p-valor < 103, O.R.= 4,24). Nuestros datos indi-
can y confirman, por lo tanto, que en la secuencia promotora
existen polimorfismos fuertemente asociados a la enfermedad,
que podrian estar implicados en la modulacién de la misma.

2. Analisis fenotipico: distribucion de la enfermedad
segiin el género y tipo de segmento aganglionar

De los 56 casos estudiados, 14 se corresponden con pa-
cientes de género femenino mientras que los otros 42 son
varones. Estos datos establecen una relacién hombres:mujeres
de 3:1. Se ha descrito como dato general que la proporcidn es
4:1, con una incidencia en varones superior a la que hemos
encontrado en nuestros casos. Esto puede depender del tamafio
muestral, por lo que continuaremos actualizando este dato a
medida que incrementemos el grupo de estudio.

Se ha descrito que las mutaciones en el proto-oncogén
RET son mas frecuentes en casos con aganglionosis total, por
lo que quisimos comprobar si en nuestro grupo de estudio los
polimorfismos analizados estdn asociados al fenotipo de la
enfermedad. Ademds, analizamos la frecuencia de cada tipo
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Figura 2. Distribucion de los tipos de segmento agangliénico en nuestra
poblacién. Esquema que recoge la proporcién de cada fenotipo de la
enfermedad de Hirschsprung en el grupo de pacientes que se estudia
en este trabajo.

respecto al género del paciente para intentar establecer algu-
na relacion. En la figura 2 se representa de forma general la
distribucién poblacional de cada tipo de segmento. En la tabla
IV A, por su parte, se muestra el resultado de la relacion tipo
de segmento con cada uno de los SNPs analizados. Como se
puede comprobar en los datos del p-valor, no hay asociaciéon
entre los alelos de cada polimorfismo y el tipo de segmento.
Ademds, tampoco hay diferencias significativas respecto al
género del paciente (Tabla IV B). Por lo tanto, el tipo de
segmento aganglionar en los enfermos con Hirschsprung es
independiente del genotipo estudiado.

DISCUSION

La enfermedad de Hirschsprung es un desorden congénito.
El defecto se causa durante las semanas 5-12 del desarrollo
embrionario, cuando las células derivadas de la cresta neural
migran y colonizan el tubo neural, pero todavia no est4 claro
su causa molecular. Se sabe que existe un alto componente
genético responsable de este fallo, especialmente en los casos
con reincidencia familiar (mutaciones asociadas en el 50%
de estos casos y 7-35% en HSCR esporédico), pero es dificil
tanto para la familia como para los propios clinicos e investi-
gadores entender y ofrecer una explicacion sencilla del origen
de la patologia. Los polimorfismos representan variaciones
en la secuencia del genoma, presentes en al menos el 1% la
poblacién general, que pueden tener o no efecto fenotipico.
Se sospecha que la presencia de polimorfismos en el proto-
oncogén RET puede modular la enfermedad, ya que se han
descritos alelos asociados a los enfermos.

Continuando con nuestro proyecto en el estudio genético
de la enfermedad, en este trabajo hemos estudiado un poli-
morfismo presente en la secuencia codificante del gen presente
en el exon 13, asf como dos nuevos presentes en el promotor.

Nuestros datos indican que el alelo G del polimorfismo
p-Leu769Leu (c.2307G>T) estd mds representado en los en-
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TablaIV. Estudio fenotipico de la poblacion de enfermos
estudiada.

A) Para cada polimorfismo estudiado en el presente trabajo
se calculd la asociacion de los fenotipos principales (S-HSCR
y L-HSCR+AGT) mediante el calculo del p-valor para cada
genotipo.

Promotor (-5): c.-200A>G

Genotipo S-HSCR L-HSCR p-valor
GG 8 4 0,6804
TT 21 10 0,4965
GT 11 2 0,2297
Total 40 16
Promotor (-1): c.-196C>A
Genotipo S-HSCR L-HSCR p-valor
GG 29 11 0,7790
TT 3 0,2916
GT 8 5 0,3677
Total 40 16
Exon 13: p.Leu769Leu

Genotipo S-HSCR L-HSCR p-valor
GG 13 7 0,4273
TT 8 4 0,6804
GT 19 5 0,2669
Total 40 16

B) Relacién entre género y tipo de segmento aganglionico de
los pacientes pertenecientes al estudio. En todos los casos,
los valores p (>0,05) indican ausencia de asociacion entre las
variables.

Género
Tipo HSCR Mujeres Hombres p-valor
S-HSCR 11 29 0,4945
L-HSCR 3 11 0,7215
AGT 0 2 0,4057
Total 14 42

fermos HSCR, especialmente cuando estd en homozigosis®.
El anélisis del promotor ha puesto de manifiesto la enorme
importancia de esta secuencia no codificante, en la que se es-
conden variantes asociadas significativamente a los enfermos.
Estos nuevos polimorfismos podrian afectar a la transcripcion,
splicing o funcién de RET.

Nuestro trabajo sugiere que determinados genotipos pro-
ducto de la combinacidn de variantes del oncogén RET estin
asociados a la enfermedad de Hirschsprung. Estos polimor-
fismos pueden ser los responsables de modular el fenotipo de
la enfermedad. El estudio de la combinacién de los alelos en
los distintos SNPs del proto-oncogén RET nos puede dar la
clave para entender la causa genética de la enfermedad. Para
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los polimorfismos estudiados en este trabajo, sin embargo, po-
demos concluir que el genotipo es independiente del fenotipo.

La enfermedad de Hirschsprung se encuadra dentro de
las llamadas “enfermedades multifactoriales”, en las que el
componente genético estd claro (en este caso el proto-oncogén
RET), pero existen otros factores ambientales y/o genéticos que
modulan la enfermedad y pueden hacer que en dos personas
con la misma secuencia del gen una padezca la enfermedad y
la otra no. Es aqui donde reside la importancia de su estudio,
para poder adquirir mayor y mejor conocimiento que permita,
en el futuro, explicar la razén de esta y otras patologias para op-
timizar su tratamiento y mejorar la calidad de vida del paciente.
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