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ABSTRACT:

El complejo extrofia-epispadias vejiga (BEEC) representa el
extremo grave del espectro de malformaciones uro-
rectales, y se cree que resulta de la morfogénesis
embrionaria aberrante de la membrana cloacal y del
tabique urorrectal. La forma mas comun de BEEC es la
extrofia vesical clasica aislada (CBE). Para identificar el loci
de susceptibilidad para la CBE, se realizd un estudio de
asociacion de genoma completo (GWAS) de 110 pacientes
CBE y 1177 controles de origen europeo. Aqui, se encontrd
una asociaciéon con una region de aproximadamente 220kb
en el cromosoma 5q11.1. Esta region alberga el gen ISL1
(homeobox 1 ISL LIM). Los mdltiples marcadores en esta
region mostraron evidencia de asociacion con CBE,
incluyendo 84 marcadores con significacion de genoma
amplio. A continuaciéon realizamos un meta-analisis
utilizando datos de un GWAS previo de nuestro grupo de
98 pacientes y 526 controles CBE de origen europeo. Este
meta-analisis también implicé el locus 5911.1 en riesgo
para la CBE. Un total de 138 marcadores en este locus
alcanzaron significacion gendémica amplia en el meta-
analisis, y el marcador mas significativo (rs9291768)
alcanzé un valor P de 2,13 x 10-12. Ningun otro locus en el
meta-analisis alcanzd significacion de genoma amplio. A
continuacion realizamos el analisis de expresion murino
para controlar este descubrimiento. Aqui, se detecto la
expresion ISL1 en la regidon genital dentro del marco
temporal critico para el desarrollo del CBE humano. Las



regiones genitales con expresion ISL1 incluyeron el
mesénquima peri-cloacal y el tabique urorrectal. El
presente estudio identificé el primer locus significativo de
genoma amplio para la CBE en la regidn cromosémica
5g11.1, y proporciona una fuerte evidencia de la hipotesis
de que ISL1 es el gen candidato responsable en esta
region.

Desarrollo completo

INTRODUCCION

El complejo extrofia vesical - epispadias (Beck; OMIM% 600057) es
la mas grave de todas las anomalias congénitas humanas del ridn
y las vias urinarias (CAKUT), y comprende la pared abdominal, la
pelvis, la totalidad del tracto urinario, los genitales, y de vez en
cuando la columna vertebral y el ano. La gravedad de espectro CEE
va desde la forma mas leve de epispadias aislado (E); la forma
intermedia, extrofia vesical clasica (CBE); y la forma mas grave, la
extrofia de la cloaca (CE) [1,2]. A pesar de los avances en las
técnicas quirargicas y la mejora de la comprension de los defectos
anatémicos subyacentes, muchos pacientes masculinos y
femeninos durante la vida experimentan infecciones crénicas del
tracto superior e inferior urinario, disfuncion sexual, y urinaria 'y en el
caso de extrofias cloacales, incontinencia urinaria y fecal [3,4]. La
prevalencia global estimada de nacimientos de niflos con el
espectro completo de ascendencia europea de CEE es de 1 en 10,
000 [5]. La prevalencia de nacimientos, segun la evaluacién con la
inclusion de embarazos interrumpidos, difiere entre los subtipos.
Las tasas estimadas son: 1 de 484.000 en varones y 1 de cada
117.000 en mujeres de E [6]; 1 de cada 37.000 para CBE [6];y 1 en
200.000 a 1 en 400.000 para CE [7]. De acuerdo con el Programa
de Monitoreo de los Centros para el Control de Enfermedades
Congénitas la prevalencia de nacimientos de CBE varia entre los
grupos étnicos de América del Norte, con la prevalencia mas alta de
nacimiento que se observa entre los nativos americanos (8 de cada
100.000), y la mas baja entre los asiaticos (1 en 100.000) [8].
Aunque el CEE puede ocurrir como parte de un sindrome de
malformacion compleja, aproximadamente el 98,5% de los casos se
clasifican como aislado [9]. El riesgo de recurrencia reportada para
CEE entre hermanos en familias con padres no consanguineos y no
afectados oscila entre 0,3 a 2,3%, mientras que el riesgo de
recurrencia de descendencia de pacientes afectados es del 1,4%



[10-12]. Por lo tanto, el riesgo de recurrencia de descendencia de
los pacientes CBE muestra un aumento de 400 veces
aproximadamente en comparacion con la observada en la poblacién
general [10]. La identificacion de los factores de riesgo genético
para el CEE ha sido objeto de una amplia investigacién reciente, y
varias lineas de evidencia apoyan la hipo6tesis de que estan
implicados factores genéticos. Estos incluyen informes de
aberraciones cromosomicas asociadas al CEE [13]; informes de al
menos 30 familias con varios miembros afectados [13,14]; vy
observaciones de altas tasas de concordancia en gemelos
monocigoticos [5]. Los estudios de asociacidn regional y de
cariotipo molecular sobre la base coleccibn han implicado
microduplicaciones en el Cromosoma 22g11.21 y polimorfismos en
el gen TP63 (proteina tumor P63) [15-19]. Sin embargo, en la gran
mayoria de los casos, la contribucién genética a la CEE sigue
siendo dificil de alcanzar, y la base molecular de la interrupcién del
proceso de desarrollo respectivo es poco conocida.

El objetivo del presente estudio fue identificar el loci de
susceptibilidad para la CEE. En primer lugar, se realiz6 un estudio
de asociacidon de genoma completo (GWAS) de 110 pacientes de
CEE aislada y 1.177 controles de ascendencia europea. En
segundo lugar, se realizé un metanalisis mediante los datos de la
etapa 1 y los datos de nuestro anterior GWAS de 98 pacientes CEE
y 526 controles [20]. En tercer lugar, se analizd la evolucién de
nuestro principal hallazgo: (i) la re-secuenciacion ISL-1 (ISL LIM
homeobox 1), el gen candidato principal dentro de la regidn de
significacidn gendémica amplia en el cromosoma 5g11.1, en todos
los pacientes; y (ii) realizando el andlisis de la expresidon murino.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el texto que sigue, nuestro anterior GWAS [20] se denomina
GWASH1 y el presente GWAS se denomina GWAS2.

El conjunto de datos post control de calidad del GWAS2 esta
compuesto por 110 pacientes de CEE y 1.177 controles. Los
analisis GWAS2 identificaron una region de aproximadamente 220
kb en el cromosoma 5q11.1. Esta region alberga el gen ISL1.
Multiples marcadores en esta regibn mostraban evidencia de
asociacion con CEE (Tabla S1). EI marcador mas significativo, el
rs6874700, tuvo un valor de P de 6.27 x 10 a la -11. La importancia
de este marcador fue apoyada por la presencia de 172 marcadores
circundantes con valores de P < 10-5. Un total de 84 marcadores
en este locus, incluyendo el rs6874700, alcanzaron significacion de



todo el genoma, es decir, P <5 x 10-8. Ningun otro locus en el
analisis de GWAS2 alcanzd este nivel de significacion.

A continuacion, se combinaron las estimaciones del efecto de
GWAS1 y GWAS2 en un meta-analisis de efecto fijo. Este meta-
analisis también estaba implicado en la region de 220 kb en el
cromosoma 5q11.1. En el meta-andlisis, multiples marcadores en
esta regidn mostraban evidencia de asociacion con CEE (Fig. 1). El
marcador mas significativo, el rs9291768, tenia un valor de P de
2,13 x 10-12. La posible relevancia del rs9291768 en CEE fue
apoyada por la presencia de 137 marcadores circundantes con
valores de P <5 x 10-8. Ningun otro locus en el meta-analisis logroé
este nivel de significacion (Fig. 2). Todos los marcadores con un
valor de P <5.10 se enumeran en la Tabla S2.
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Figura 1. Grafico de asociacion para ISL1 regional a través de
un Windows de 1,0 Mb.

La asociacion con extrofia vesical clasica de SNPs en el meta-
analisis GWAS se traza como -log10 (p) en contra de la
posicion cromosomica. El eje y de la derecha muestra la tasa
de recombinacion estimada a partir de los 1.000 Genomas
(marzo 2012) EUR poblaciones. Todos los valores de P (eje-y
de la izquierda) son de los meta-analisis. EI marcador de
diamante purpura indica el mas significativo.
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Figura 2. Escaner de asociacion gendmica amplia en pacientes
con extrofia vesical clasica.

La asociacion de SNPs se representa como -log10 (p) contra la
posicion cromosomica. El eje Y muestra los valores log10 P
negativos de la regresion logistica para SNPs del meta-analisis
que pasaban el control de calidad. Los cromosomas se
muestran en alternancia de colores a lo largo del eje x. El nivel
de significacion genémica amplia se indica con una linea roja.

Los riesgos relativos especificos del genotipo (RR) para el alelo T
del rs9291768 fueron: (i) RR_het = 2.00 para los heterocigoticos
(95% = 1,33-3,02 -ClI); y (ii) RR_hom = 4,77 (95% -Cl = 3,06 a 7,45)
para los homocigotos. Esto no es compatible ni con un modo
recesivo (P = 3,9 x 10-5), ni un modo dominante de herencia (P =
1,6 x 10-4). De acuerdo con los datos de genotipo de liberacion
Ensembl 74- diciembre 2013 ©, la frecuencia de alelo T para CEE
en rs9291768 es mas alta en las poblaciones africanas (0.534),
intermedia en las poblaciones europeas (0.425), y menor en las
poblaciones de Asia (0.083).

Nuestro estudio anterior [20] no pudo identificar la posible
relevancia de tanto el marcador rs9291768 y la region que
comprende el ISL1. En ese informe, el rs9291768 obtuvo un valor P
de 1,1 x 10-3, que no se considera digno de mencién en el contexto
de un GWAS. En el presente meta-anadlisis, el riesgo relativo
estimado para este SNP era 2,18 (véase la Tabla 1). La muestra
GWAS1 comprende 98 casos y 526 controles, y el poder lograr
significacién gendmica amplia (por ejemplo, <5 x 10-8) para un SNP
con RR = 2,18 era sélo del 31% bajo el supuesto de un modelo
multiplicativo y una frecuencia de alelo menor de 0.377. Para el



GWAS2, que comprendia 110 casos y 1.177 controles, el poder era
superior a 53%. Sin embargo, la combinacion de GWAS1 y GWAS2
proporciona una potencia de 98%. Este incremento sustancial en el
poder es la motivacidén central para la realizacion de los metandlisis.
Por lo tanto, suponemos que la no identificacién del rs9291768 en
GWAST1 fue atribuible a las cuestiones variacion de las muestras
aleatorias y poder.

SNP Chr Position Risk/other allel RAF RAF RAF RR [95% CI] P value
cases controls combined

rs9291768 5 50717793 T/C 0.576 0.377 0.399 2.18[1.75-2.71] 213x 107"

Relative risks (RRs) are given with the risk allele set as baseline. Chr, chromosome; RAF, risk allele frequency.

doi:10.1371fjournal.pgen. 10050241001

Tabla 1. SNP mas fuertemente asociado en el locus de
susceptibilidad 5q11.1. de extrofia vesical.

El marcador rs9291768 es una variante no codificante, que se
encuentra 27,2 kb aguas abajo del gen ISL1. El bloque de 220 kb
de haplotipo asociado contiene el gen ISL1. La Unica otra
transcripcion codificada en las regiones de acompanamiento
rs9291768 (500 kb a cada lado) es LOC642366, que también reside
dentro del bloque haplotipo asociado. EI LOC642366 codifica un
RNA no codificante no caracterizado, que no tiene ortélogo en el
raton, pez cebra, Drosophila, C. elegans, o S. cerevisiae. El
segundo gen mas proximal a rs9291768 es el poli Homo sapiens
(ADP-ribosa) de la familia polimerasa, miembro 8 (PARP8), que se
encuentra 575 kb proximal a rs9291768. El tercer y cuarto genes
son el Homo sapiens homélogo pelota (Drosophila) (PELO), y la
integrina, subunidad alfa 1 de receptores de la integrina (ITGA1),
ambos situados ~ 1,4 Mb distal a rs9291768. Segun Informatica
genomica del ratdén (http://www.informatics.jax.org/), ni el PARP8 ni
el ITGA1 se expresan en el tubérculo genital o membrana cloacal
durante el tiempo critico en embriones de ratén con CEE. Ademas,
los ratones con anulacion completa de PARP8 o pantalla ITGA1 no
muestran ni caracteristicas CEE ni fenotipos relacionados con el
CEE. Los estudios sobre el gen pelota Drosophila han implicado
dPelo en la espermatogénesis, division mitdtica, y patron. Los
embriones Pelo nula homozigoticos fallan a la hora de desarrollar
mas alla del dia embrionario 7.5, y no muestran caracteristicas
tempranas relacionadas con el CEE, como la diastasis de la sinfisis.
Mientras que el rs9291768 per se, o una variante en desequilibrio
de ligamiento con él confiere el efecto funcional subyacente la
asociacion no esta clara. El marcador rs9291768 no muestra



ninguna asociacién con cualquier secuencia reguladora prevista
(segun ENCODE, TFSEARCH, o FAS-ESS), o motivo de empalme.
De los otros 136 marcadores en este cromosoma 5 locus, sélo uno
(rs2303751) esta situado en una regidén codificante, y ninguno
afecta a un sitio de empalme. ElI marcador Rs2303751 esta en
desequilibrio de ligamiento (r2 = 0,932) con los marcadores
rs9291768 mas significativos, y representa una sustitucién A / G
sinbnima en el exén cuatro de ISL1. Por otra parte, ninguno de las
bases de datos eQTL publicas (loci de rasgo expresidon cuantitativa)
contiene evidencia que sugiera que el rs9291768, o un SNP en
perfecto desequilibrio de unién con él, afectaria a los niveles de
expresion de genes (RegulomeDB, http:/regulome.stanford.edu;
eQTL navegador, eqtl.uchicago.edu).

El presente meta-andlisis no generd ninguna prueba en apoyo de la
(significacion gendmica amplia) asociacién entre CEE y una regién
intergénica en el cromosoma 17g21.31-g21.32 identificado en el
GWAST1 [20]. Esta region se encuentra entre los genes Wnt3 (tipo
sin alas, de la familia del sitio de integracién MMTV, miembro 3) y
Wntob (MMTV de tipo sin alas, familia del sitio de integracion,
miembro 9b).

Dado que la region asociada al CEE alberga el gen ISL1, se realizé
re-secuenciacion ISL1 en 207 pacientes CCE incluidos en el
presente meta-analisis. Ademas de permitir la deteccidn de
mutaciones, este enfoque debe proporcionar datos de genotipo de
los polimorfismos en las regiones exones y de flanqueo de exones
de ISL1. Usando los resultados de la secuenciacion de Sanger,
comparamos la informacién genotipo de cuatro SNPs con los datos
imputados. Calculamos la precision alélica, es decir, la diferencia
acumulada entre el numero real de alelos observados y el niumero
de alelos imputados [21]. Esto arroj6 valores de precision de 96,9%
(rs150104955); 97,3% (rs2288468); 97,3% (rs2303751); y 99,5%
(rs3917084). Dos de estos SNPs (rs2288468, rs2303751)
alcanzaron significacion gendmica amplia en el meta-analisis.
Aunque la secuenciacion no identificdé ninguna variante ISL1 sin
sentido y probablemente patdégeno, las siguientes variantes fueron
detectadas en un estado heterocigoto en pacientes individuales:
intron 3, rs2303750; sindnimo en el exon 5, rs41268419 (p.Ser275
=); no sinbnimo en el exén 4, rs200209474 (p.Thr181Ser); variantes
no declaradas en el intron 4, + 21delG, -19delT y -64A> G. La
prediccion de patogenicidad utilizando varios algoritmos disponibles
publicamente (SNPs & Go, MutPred, SIFT) predijo que la variante
p.Thr181Ser es neutral. So6lo el PolyPhen-2 se estimaba como



posiblemente perjudicial. Ademas, todas las variantes intronicas
observadas pueden ser consideradas benignas. Por lo tanto,
nuestro tamano de muestra de pacientes puede haber sido
demasiado pequefio para detectar eventos de mutacién causal
raras. No podemos excluir la posibilidad de que algunas mutaciones
fueran pasadas por alto, por ejemplo, mutaciones localizadas en la
regidbn promotora, en secuencias reguladoras aun no establecidas,
0 en regiones no codificantes que no estaban presentes en la
secuencia cubierta.

El ISL1 codifica la proteina ISL1 potenciadora del gen de la insulina,
un factor de transcripcién de dominio homeobox — vinculacion zinc
LIM que se identifico inicialmente como un regulador de la
expresion de insulina [22]. La investigacidn en roedores sugiere que
el ISL1 juega un papel fundamental en la embriogénesis de
multiples tipos de tejidos: el ISL1 afecta a la diferenciacion vy
supervivencia celular, la determinacién del destino celular, la
generacion de diversidad de células, y el patrébn segmentario
durante el desarrollo del raton [23]. ElI ISL1 une y regula los
promotores de los genes de glucagon y la somatostatina, y activa la
transcripcion de genes de insulina en las células beta pancreaticas
en sinergia con NeuroD1 (diferenciacidn neuronal 1) [24]. Un
estudio anterior encontr6 una asociacidén entre una mutacion
heterocigota ISL1 de terminaciéon prematura (p.GIn310 *) y la
diabetes tipo Il en unos parientes japoneses [25]. Ademas, en un
analisis de ligamiento clasico de 186 familias multiplex suecas con
diabetes tipo I, la vinculacién se observé con la region cromosémica
5g11-g13, que alberga el ISL1 [26]. Este hallazgo apoya la hipdtesis
de que el ISL1 estd implicado en la funcién y el desarrollo de
pancreas, segun se informa en ratones a los que se habia eliminado
el ISL1 [27]. En el ratdn, la investigacion en E (dia embrionario) 8,5
a E9.5 ha demostrado que el ISL1 actua aguas arriba de la via de
sefnalizacion del erizo sénico (Shh) [28], que puede estar implicado
en otros procesos, ademas de la coordinacién del codesarrollo del
corazén y pulmoén [29]. Curiosamente, un informe reciente de
Matsumaru y compania [30] mostré6 que el SHH también es
importante para la formacion de la pared ventral del cuerpo, y que la
senalizacion SHH ectdpica induce a onfalocele, una caracteristica
que se asocia con el CE, la forma mas severa CEE.

Un estudio previo en ratones también mostraba que una mutacién
nula homocigética del ISL1 (ISL1 - / -) inducia al retraso del
crecimiento en E9.5 y malformaciones cardiacas graves en E10.5
[31]. Los embriones que exhiben estas malformaciones cardiacas
graves en E10.5 murieron en E11.5 debido a la detencion del



desarrollo de las neuronas motoras espinales [32]. La investigacion
ha demostrado un papel mas para el ISL1 en ratones en E11.5, es
decir, en el patron-extremidad posterior especifico y el crecimiento
en combinacién tanto con el SHH como con el factor de
transcripcion hélice-bucle-hélice HAND2 (2 expresiones derivadas
del corazén y cresta neural) [33]. Esta interaccién también es
necesaria para el desarrollo cardiaco normal en ratones [23].
Recientemente, Jurberg y compania informaron que la actividad
especifica del ISL1 ratones en los progenitores del mesodermo
lateral ventral promueve la formacién del mesodermo asociado a la
cloaca como los derivados mas posteriores de los progenitores del
mesodermo lateral [34]. Esta observaciéon proporciona evidencia
independiente de que el ISL1 es un gen candidato prometedor para
el CCE humano.

En un estudio reciente de ratén, Kaku y compafia indujeron por
delecion el ISL1 condicional en el mesodermo lateral utilizando un
controlador de Hoxb6-Cre, y demostraron que esto causaba
agenesia renal o hidrouréter [35]. Los autores observaron expresion
ISL1 transitoria entre E10.5-E14.5. En las primeras etapas, esto se
observd en el mesénquima que rodea el tallo ureteral y cloaca. En
etapas posteriores, la expresién se produjo a lo largo del conducto
néfrico, en la base del tallo ureteral, y en el tubérculo genital. Esto
sugiere que el ISL1 puede estar implicado en el desarrollo del riiidn,
uréter y vejiga. Estos ratones muestran un fenotipo variable, que
puede incluir agenesia del tubérculo genital (R. Nishinakamura,
comunicacion personal). La variabilidad de este defecto se debe
probablemente al mosaicismo, que surge como resultado del
conductor Hoxb6-Cre [33]. Kaku y comparia también informaron de
que la pérdida condicional del ISL1 resulté en una reduccion
concomitante en la expresion de la proteina morfogenética 6sea 4
(Bmp4) [35]. Usando el Isl1Cre ratdén; mutantes Bmp4flox / flox,
Suzuki y compania demostraron que la sefalizacion BMP4 en el
dominio de expresién ISL1 caudal se requiere para la formacion del
mesénquima anterior peri-cloacal (APCM) en E10.5 [36]. En lugar
de disminuir la funcién ISL1, la pérdida de esta sefnal causo la
formacion de oOrganos pélvicos y urogenitales defectuosos,
incluyendo agenesia renal y vesical, con un desarrollo anormal de
las extremidades y la pelvis inferior. Por otra parte, el analisis de
linaje tisular sugeria que las células que expresan el ISL1 son una
poblacidn celular esencial en términos de formacién de cuerpos de
caudal, incluyendo los 6rganos urogenitales/pelvicos vy
extremidades posteriores [36].



En el presente analisis del ratdon, el ISL1 se expresd durante el
periodo de tiempo critico para el desarrollo de los tejidos implicados
en CCE, y una fuerte expresion ISL1 se detecté en la region que
desarrolla el genital (Fig. 3). Desde el E9.5, se detecté un dominio
ISL1 amplio en la regién cloacal. Esto se mantuvo en el tubérculo
genital superando (incluyendo el tabique urorectal) hasta por lo
menos el E14.5.

Isl1

E12.5 : E135 ° : E14.5

Figura 3. Expresion de ISL1 durante el desarrollo del raton.

La cantidad total de hibridacion in situ (ISH) parael ISL1 en
embriones de raton tipo salvaje entre el E9.5 al E12.5 revelo
fuerte expresion en la region que desarrolla el genital, incluida
la cloaca, membrana cloacal, y tubérculo genital emergente. El
ISH en secciones de parafina sagital media en etapas
embrionarias posteriores (E12.5-E14.5) revelo expresion en
todo el tubérculo genital, dentro del mesénquima peri-cloaca y
el tabique urorectal. EI ISL1 tambien fue detectado en los
ganglios craniofacial y espinal.

Tres grupos han aclarado recientemente las bases moleculares del
ratén de cola corta (Sd) de Danforth. Informaron de la insercién de
una retrotransposicién en el dominio regulador 5 'del gen murino
Ptf1a, que codifica el factor de transcripcion especifico 1A del



pancreas [37-39]. Como consecuencia, y en contraste con sus
companeros de camada de tipo salvaje, los ratones mostraron una
expresion Sd Ptf1a ectépica en la notocorda y el intestino posterior
en E8.5 a E9.5, que se extendia a la cloaca y mesonefros en E10.5
y la yema de pancreas en E10 0.5 y E11.5 [38]. El fenotipo
resultante de esta mutacién Sd refleja el fenotipo observado en los
sindromes de malformacién caudales humanos, un fenotipo que se
observa también en ISL1 de ratones transgénicos [40]. Por otra
parte, el sindrome humano Currarino (MIM: # 176450) relacionado
con CEE, que comprende el hemisacro, malformaciones
anorrectales, y una masa presacral, es causada por mutaciones en
el factor de transcripcion MNX1 / HLXB9 (proteina homeobox 1 del
pancreas y neurona motora). Los genes Ptfia, ISL1, y Mnx1 han
sido implicados en el desarrollo del pancreas, y el MNX1 ha sido
identificado como un objetivo directo de PTF1A [41].

El desarrollo coordinado de las estructuras del cuerpo caudal es
necesario para la formacion de la vejiga, el recto y los genitales
externos [42,43]. Estos érganos se derivan de la cloaca transitoria
embrionaria y el PCM, un mesénquima infra-umbilical [44], asi como
la PCM anterior [36,42]. El SHH-, ISL1-, y las células que expresan
BMP4 contribuyen tanto a la PCM y el PCM anterior [36,42,45]. La
perturbacidon de esta red morforegulatoria puede asi dar lugar a una
malformacion de las estructuras de caudal, incluyendo la vejiga, el
recto y los genitales externos.

En resumen, el presente informe describe una nueva asociacion
entre ISL1 y CCE humana. Mientras que los estudios de ligamiento
y de genes candidatos convencionales anteriores en humanos han
sugerido la participacion del ISL1 en la diabetes tipo | y Il y en
defectos congénitos del corazén, a nuestro entender, el presente
estudio es el primero en implicar el ISL1 en la formacién de
malformaciones urogenitales humanos. La variacion observada en
la prevalencia de nacimientos CCE a través de las poblaciones es
consistente con las frecuencias cruzadas de poblacién de la T-alelo
rs9291768, apoyando asi nuestro hallazgo.

La importancia del Pftla y el ISL1 en la formacion del desarrollo
genital murino y fenotipos de regresion caudal, la participacion de
MNX1 en el sindrome Currarino humano relacionado con CEE y el
papel de los tres genes en el desarrollo de pancreas sugieren que
estos genes estan involucrados en una via comun. Sin embargo, los
datos actuales no excluyen la posibilidad de que la asociacion entre
el CCE y la regién circundante ISL1 sea atribuible a interacciones
funcionales de largo alcance con otras regiones en el genoma
humano. Se requieren estudios adicionales para identificar los



mecanismos mediante los cuales la variacion genética en ISL1
contribuye al desarrollo del CCE.

METODOS

LOS SUJETOS GWAS2

La muestra inicial GWAS2 comprendia 123 pacientes aislados CCE
y 1.320 controles de ascendencia europea. Antes de la inclusion, el
consentimiento informado por escrito se obtuvo de todos los
sujetos, o de sus representantes en el caso de menores de edad.
Para los pacientes y los controles, informacidon demografica fue
obtenida mediante un cuestionario estructurado. Este estudio fue
aprobado por el comité de ética institucional de cada centro
participante, y se llevd a cabo de conformidad con los principios de
la Declaracion de Helsinki. Todos los pacientes CEE fueron
reclutados en persona por médicos experimentados entrenados en
el diagnostico del CEE. Los detalles del proceso de reclutamiento
de los pacientes y los controles se proporcionan en Reutter et al.
[20].

GENOTIPADO

Para los 123 pacientes CCE aislados en GWAS2, se realizé
genotipificacion mediante el lllumina BeadChip HumanOmniExpress
(San Diego, California, EE.UU.), y se extrajo el ADN de la sangre o
saliva utilizando procedimientos estandar. Las comparaciones de
casos y controles se realizaron con los genotipos de 1.320 controles
basados en la poblacion, que habian sido procesados utilizando la
misma matriz [46]. El genotipado de gendmica amplia de 730.525
marcadores se llevé a cabo utilizando el ensayo Ultra Infinium HD
de lllumina (lllumina, San Diego, California, EE.UU.).

CONTROL DE CALIDAD PRE-IMPUTACION DE GWAS2

Los marcadores fueron excluidos del andlisis si: (i) la frecuencia del
alelo era menor del <1% o la tasa de llamada era <95% en
cualquiera bien de los casos o los controles; o (i) la prueba de
equilibrio de Hardy-Weinberg resultaba en P <10-4 en la muestra de
control 0 P <10-6 en la muestra caso. Un total de 616.799
marcadores autosémicos cumplieron estos criterios de calidad. Se
excluyeron los individuos si su tasa de llamada era <99%, o si eran
valores atipicos en un analisis de escalamiento multidimensional
(MDS). La relacién de los individuos dentro de GWAS2, y entre
GWAS1 y GWAS2, se evalud utilizando tanto el programa KING
[47], como un programa interno basado en identidad por estado. El
grupo de datos post control de calidad de GWAS2 comprendia 110
pacientes CCE y 1.177 controles.

IMPUTACION



El GWAS1 y GWAS2 fueron imputados por separado para el
Proyecto 1000 Genomas y paneles HapMap 3 de referencia
utilizando IMPUTE2 [48]. ]
CONTROL DE CALIDAD POSTERIOR A LA IMPUTACION

Para cada uno de los tres conjuntos de datos, las variantes fueron
excluidas si: (i) la puntuacién info imputacién era <0,4; (li) la dosis
del alelo menor era <1% en cualquiera de los casos o controles; (lii)
la prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg (calculado sobre la base
de los genotipos 80% adivinados como mejores) resulté en P <10-4
en la muestra de control; o (iv) los 80% los genotipos adivinados
como mejores sblo estaban disponibles para <80% de los casos o
controles. En total, se analizaron 7.261.187 SNPs en al menos un
conjunto de datos.

EL ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un andlisis de un solo marcador mediante regresion
logistica. La dosis alelo y los primeros cinco componentes obtenidos
a partir de MDS se utilizaron como variables independientes para
las variantes en los tres conjuntos de datos. Las estimaciones de
los efectos de los conjuntos de datos a continuacién, se combinaron
en un metaanalisis de efectos fijos de variacion ponderada inversa.
El factor de inflacion gendmica en este meta-analisis fue de 1,0196.
ENERGIA

La energia fue calculada para permitir la deteccién de significacion
genomica amplia (P <5 x 10-8) en el analisis combinado de las
muestras GWAS1 y GWAS2. Bajo el supuesto de un modelo
multiplicativo, este fue de 80% para una frecuencia de alelo de 0,35
(0,20) y un RR de 1,94 (2,05). Esto esta dentro del intervalo de RR
observados para otras malformaciones humanas no sindrémicas
multifactoriales. Por ejemplo, el poder del presente estudio para
detectar un locus con un efecto de resistencia similar al del locus
mas fuertemente asociado en el labio leporino no sindrémico con o
sin paladar hendido fue del 99,2% [49].

RESECUENCIACION DEL ISL-1

El analisis de secuencia de las regiones ISL-1 codificantes
completas y sus motivos de empalme consensuado se realizé en
207 pacientes de nuestros 208 CCE utilizando técnicas estandar.
Los cebadores se enumeran en la Tabla S3. Para el paciente
restante, ninguna muestra de ADN adicional estaba disponible.
Durante este analisis, también obtuvimos informacién de varios
SNPs depositados en dbSNP Build142 (rs3917084, rs2288468,
rs150104955, rs2303750, rs2303751, rs200209474 y rs41268419).
LA HIBRIDACION IN SITU DE SECCIONES DE EMBRION DE
RATON



La expresion de ISL1 se analizd utilizando hibridaciéon in situ,
procedimientos estandar, y una sonda antisentido ~ 450 pb que
abarca los exones 2 y 3 de XM _006517533.1. Los detalles de los
métodos de hibridacion in situ se proporcionan en otra parte [50).
INFORMACION DE APOYO

Tabla S1. Todos los marcadores identificados en GWAS 2
dentro de la region cromosomica 5q11.1 con valores de p <10-
5.

El marcador mas significativo, rs6874700, mostré un valor de p de
6,27 x 10-11. Los riesgos relativos (RR) se dan con el alelo de
riesgo establecido como linea de base. Chr, cromosoma; RAF,
frecuencia de riesgo de alelos.



El estudio de asociacion genomica amplia de Draaken y colegas y el metaanalisis identifican el ISL1 como gen de
susceptibilidad de significacion genomica amplia para extrofia vesical.
Tabla 1 suplementaria. Resultados GWAS2 en extrofia vesical clasica.

RAF RAF RAF

cases controls combined

rs6874700 5 50701750 AT 0.605 0.362 0.383 2.62[1.96- 6.27E-11 I
rs9291768 5 50717793 T/C 0.605 0.364 0.384 2:381[1 95— 8.89E-11 |
rs4865663 5 50702964 T/C 0.600 0.369 0.389 Z:gg][1 .89— 3.30E-10 |
rs4865658 5 50680233 A/G 0.604 0.376 0.395 2:221[1 .89— 4.20E-10 I
rs991216 5 50688533 G/C 0.604 0.374 0.394 2:2?1[1 .88— 4.27E-10 |
rs6861333 5 50703933 G/C 0.607 0.377 0.397 Z:gg]h .88— 4.39E-10 |
rs28664909 5 50706499 A/G 0.605 0.376 0.396 2:2?1[1 .88— 4.40E-10 I
rs6449612 5 50701102 T/C 0.605 0.376 0.395 2:2?1[1 .88— 4.40E-10 |
rs973860 5 50701139 T/C 0.605 0.376 0.395 Z:g?]h .88— 4.40E-10 |
rs1158641 5 50703285 A/C 0.607 0.377 0.397 2:2?1[1 .88— 4.50E-10 I
rs6449610 5 50698339 C/IT 0.605 0.375 0.395 2:2?1[1 .88— 4.59E-10 |
rs991217 5 50688801 A/G 0.605 0.375 0.395 Z:gg]ﬂ .88— 4.65E-10 |
rs2303751 5 50685505 G/A 0.605 0.375 0.395 2:231[1 .88~ 4.67E-10 I
rs10076515 5 50702024 A/G 0.606 0.377 0.397 2:2‘11][1 .88— 4.70E-10 |
rs10040820 5 50694579 G/A 0.605 0.375 0.395 Z:gg]ﬂ .88— 4.71E-10 |
rs10041392 5 50700597 G/A 0.606 0.377 0.396 2:2‘11][1 .88~ 4.79E-10 I
rs6449622 5 50709369 G/C 0.606 0.377 0.397 Z:g?]ﬂ .88— 4.83E-10 |
rs6895297 5 50695877 A/G 0.605 0.375 0.395 g:gg]n 87— 4.91E-10 -
rs6449609 5 50696967 AT 0.607 0.380 0.399 2:2‘11][1 .88~ 5.02E-10

3.36]
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rs2161592 5 50772554 T/C 0.398 0.251 0.264 1.96 [1.47—- 5.17E-06 |

rs10056724 5 50665516 G/A 0.395 0.249 0.261 ?:821[1 46— 5.27E-06 I
rs10075800 5 50659190 A/C 0.395 0.249 0.261 ?:821[1 46— 5.33E-06 |
rs2161591 5 50772920 AG 0.398 0.251 0.264 ?:821[1 46— 5.42E-06 |
rs10055984 5 50663550 T/C 0.395 0.249 0.261 ?:821[1 46— 5.44E-06 I
rs11747876 5 50773488 T/A 0.398 0.252 0.264 ?:gglﬂ 46— 5.45E-06 |
rs3792733 5 50682065 A/G 0.396 0.250 0.262 ?:g;]ﬂ 46— 5.50E-06 |
rs6867226 5 50705034 T/C 0.397 0.252 0.264 ?:gg]ﬂ 46— 5.79E-06 I
rs7708866 5 50676126 C/T 0.395 0.249 0.262 5282][1 46— 5.90E-06 |
rs2059224 5 50777596 AG 0.398 0.254 0.267 ?:gi]ﬂ 45— 7.06E-06 |
rs10053849 5 50781062 A/G 0.395 0.252 0.264 ?:gglﬂ 44— 8.65E-06

rs11960393 5 50781964 G/A 0.395 0.252 0.264 ?:gglﬂ 44— 8.81E-06 |
rs1559280 5 50780387 A/C 0.395 0.252 0.264 ?:g;]ﬂ 44— 9.03E-06 |
rs6899166 5 50781314 C/T 0.395 0.252 0.264 ?:821[1 44— 9.06E-06 I
rs1559279 5 50781110 G/T 0.394 0.252 0.264 iggﬂ 44— 9.52E-06 |

Tabla 2. Todos los marcadores identificados en el meta-analisis de GWAS 1 y GWAS 2 sobre el genoma
entero con valores P de < 10°.

Los riesgos relativos (RRs) se dan con el grupo de riesgo de alelo como linea de base. Chr, chromosoma; RAF,
frecuencia de riesgo de alelo.

El estudio de Draaken y colegas de asociacion gendmica amplia y meta-analisis identifican el ISL1 como gen de
susceptibilidad significativa gendmica amplia para extrofia vesical.
Tabla 2 suplementaria. Resultados del meta-analisis en extrofia vesical clasica.
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2.10E-01
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2.10E-01
2.10E-01
2.39E-04
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9.24E-02
9.25E-02
2.11E-01
2.98E-01
2.96E-01
2.10E-01
2.98E-01
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2.10E-01
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2.10E-01
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2.10E-01

0.564

0.564

0.564

0.618

0.055

0.055

0.564

0.055

0.591

0.055

0.564

0.563

0.564

0.564

0.564

0.055

0.245

0.615

0.564

0.264

0.055

0.209

0.200

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.232

0.564

0.055

0.055

0.055

0.564

0.564

0.055

0.564

0.564

0.055

0.564

0.055

0.055

0.055

0.055
0.055

0.378

0.378

0.378

0.487

0.030

0.032

0.378

0.032

0.579

0.032

0.378

0.379

0.378

0.378

0.378

0.032

0.187

0.577

0.380

0.166

0.032

0.128

0.168

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.185

0.380

0.030

0.030

0.032

0.380

0.380

0.032
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0.380

0.032

0.380

0.032

0.032

0.032

0.022

0.032
0.032

0.410

0.410

0.410

0.491

0.035

0.036

0.410

0.036

0.581

0.036

0.590

0.589

0.410

0.410

0.410

0.036

0.197

0.583

0.588

0.182

0.036

0.142

0.173

0.036

0.036

0.036

0.036

0.036

0.193

0.589

0.034

0.034

0.036

0.589

0.411

0.036

0.411

0.411

0.036

0.411

0.036

0.036

0.036

0.025

0.036
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1.89E-01
1.86E-01

0.509

0.509

0.509

0.618

0.095

0.102

0.509
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0.769

0.101

0.507

0.510

0.507

0.507

0.507

0.101

0.295
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0.509
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0.101

0.257

0.246

0.101

0.100

0.100

0.100

0.100

0.279

0.509

0.093
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0.101

0.509

0.509

0.101

0.509

0.509

0.101

0.509

0.101

0.101

0.101

0.093

0.101
0.101

0.379

0.379

0.379

0.489

0.033

0.034

0.380

0.034

0.573

0.034

0.379

0.381

0.379

0.379

0.379

0.034

0.168

0.567

0.381

0.206
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0.159

0.144

0.034

0.033

0.033

0.033

0.033

0.189

0.381

0.033

0.033

0.034

0.381

0.381

0.034

0.381

0.382

0.034

0.381

0.034

0.034

0.034

0.028

0.034
0.034

0.390

0.390

0.391

0.500

0.038

0.039

0.391

0.039

0.590

0.039

0.610

0.608

0.390

0.390

0.390

0.039

0.179

0.583

0.608

0.214

0.039

0.167

0.153

0.039

0.039

0.039

0.039

0.039

0.197

0.608

0.038

0.038

0.039

0.608

0.392

0.040

0.392

0.393

0.040

0.034

0.040
0.040

2.22)
1.67[1.26-
2.22]

1 67 [1.26-
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1 72 [1.28-
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3 27 [1.87-
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3 39 [1.98-
1 ae]n 25-
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3 39 [1.98-

3.52E-04
3.52E-04
3.49E-04
3.89E-04
2.27E-05
6.04E-06
3.67E-04
6.29E-06
7.11E-08
6.59E-06
4.00E-04
3.68E-04
4.03E-04
4.04E-04
4.05E-04
7.02E-06
1.73E-05
3.60E-07
4.02E-04
4.99E-04
7.15E-06
2.42E-04
4.64E-06
7.25E-06
7.26E-06
7.28E-06
7.41E-06
7.53E-06
1.16E-03
4.44E-04
3.30E-05
3.33E-05
8.53E-06
4.45E-04
451E-04
8.70E-06
4.50E-04
454E-04
8.79E-06
457E-04
8.70E-06
8.65E-06
8.92E-06
253E-06

8.75E-06
8.96E-06

0.509

0.509

0.619

0.079

0.083

0.083

0.707

0.083

0.509

0.509

0.509

0.509

0.082

0.298

0.082

0.246

0.226

0.082

0.082

0.082

0.082

0.082

0.288

0.078

0.078

0.082

0.082

0.082

0.082

0.069

0.082
0.082

0.494

0.034

0.036

0.381

0.036

0.578

0.036

0.036

0.167

0.572

0.382

0.198

0.036

0.154

0.149

0.036

0.036

0.036

0.036

0.036

0.382

0.034

0.034

0.036

0.382

0.382

0.036

0.382

0.382

0.036

0.382

0.036

0.036

0.036

0.036
0.036

0.394

0.394

0.394

0.508

0.039

0.041

0.395

0.041

0.592

0.041

0.394

0.396

0.394

0.394

0.394

0.041

0177

0.586

0.396

0.209

0.041

0.164

0.157

0.041

0.041

0.041

0.041

0.041

0.201

0.396

0.039

0.039

0.041

0.396

0.396

0.041

0.396

0.396

0.041

0.396

0.041

0.041

0.041

0.034

0.041
0.041
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54
1s1157770
73
151122738
26
157761714
rs1112612
72
151158205
0
157973193
5
151123981
157491574
5
157825123
0
157015004
157564427
7
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157810688
1
155793284
8
151158137
7
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5
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3
157491053
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5
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2
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157468969
8
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6
151158225
7
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4
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6
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5
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4
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5
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4
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1
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194619407

194620049
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194607044

194622317
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194609119
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194610379

40337012

194612327

194641214

194641104

40337332

194614393

194615803

40337783

194613304

194615584

194616061

194616911

194642243

194635400

194637355

194619415

194621080

194621094

194621358

194622181

194621671

40340394

194628555

194647330

194650505

194631451

194631026

194624907

194624876

194624783

194645427

194644685

194643852

194636791
194635178

TIA
AG
TIC
TIA
CIT
TG
TIC
TIC
AC
CcT
G/A
AG
CT
CIT
AG
AG
AG
TIC
TIC
TIC
G/A
TIC
TIC
TIC
C/G
AG
TG
C/G
AG
TIC
G/A
AG
AIC
TG
AG
AG
AC
AG
CIT
AG
cT
TIA
C/G
T/IC

TIC

0.442

0.070

0.070

0.070

0.070

0.070

0.070

0.070

0.070

0.070

0.070

0.267

0.070

0.070

0.070

0.267
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0.267
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0.070
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0.386

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052
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0.052

0.157

0.052

0.052

0.052

0.157

0.052

0.052
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0.052
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0.052
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0.052

0.052
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0.157
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0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.052

0.053

0.052
0.052

0.394

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0173

0.055

0.055

0.055
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0.055

0.055
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0.055

0.055

0.055

0.055
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0.055

0.055

0.055

0.055

0.055
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0.055

0.173

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055
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2.11E-01
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2.11E-01
2.11E-01

0.564

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.210

0.055

0.055

0.055

0.210

0.055

0.055

0.210

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.210

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055

0.055
0.055

0.380

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.128

0.032

0.032

0.032

0.128

0.032

0.032

0.128

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.128

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032

0.032
0.032

0.412

0.036

0.036

0.036

0.036

0.036

0.036

0.036

0.036

0.036

0.036

0.142

0.036

0.036

0.036

0.142

0.036

0.036

0.142

0.036
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0.036
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0.036

0.036
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0.036
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0.036
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4.56]

1.92[1.26-

291]

1 54 [0.74-

1 54 [0.74-

1 34 [0.74-

1 54 [0.74-
55]

1 54 [0.74-
56]

1 34 [0.74-

1 54 [0.74-

1 54 [0.74-
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1.34 [0.74-

4.55]
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1 34 [0.74-
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0.100
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0.249
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0.100
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0.393
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0.039

0.040

0.040

0.040

0.040
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0.040
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0.039
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194636225 AG

50958023 G/A
40285421 TIC
76207570 C/A
40299662 TIA
40333751 TIC
194616426 TIC
40333463 AIC
194638769 C/A
40310698 CIG

208973633 AG
208973521 AT
208973461 AG

46879687 C/A
68699843 C/A
96625497
79539759 CIG
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124909582
7503337 AG
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50864788 CIT
208972947 AG
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68632721 GIT
194633947 TIC
79481756 G/A
40333291 AG
68609707 G/A
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0.354
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0.040
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0.038

0.168
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0.392
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1
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5.41]
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9.38E-06
0.026
1.27E-04

3.05E-04
7.61E-04
3.63E-04
4.57E-04
7.18E-06
4.62E-04
4.68E-05
4.20E-04
2.41E-03
2.37E-03
2.36E-03
5.36E-04

7.08E-04

2.55E-04

2.43E-03
0.016
2.75E-07

2.45E-03
3.58E-04
4.46E-03
2.23E-06
3.77E-04
6.91E-04
3.81E-03
5.57E-03
4.48E-05
4.76E-05
1.84E-03
1.70E-03
4.68E-05
6.73E-04

2.61E-04

5.16E-05
1.72E-03

5.61E-03
1.73E-03

0.064

0.039

0.132

0.082
0.029
0.167

0.248

0.192

0.242

0.083

0.242

0.078

0.245

0.059

0.059

0.059

0.507

0.036

0.206

0.074

0.414

0.017
0.017
0.017

0.478

0.016

0.291

0.018

0.476

0.477

0.413

0.412

0.236

0.187

0.088

0.092

0.068
0.071
0.413
0.187
0.477
0.187

0.036 0.041
5.11[2.54-10.26]
0.098 0.105
0.157 0.167
0.115 0.123
0.154 0.164
0.152 0.162
0.037 0.042
0.152 0.162
0.035 0.04
0.155 0.165
0.023 0.027
0.023 0.027
0.023 0.027
0.351 0.363
0.382 0.396
0.039
0.126 0.135
0.03 0.035
0.308 0.32

5.35[2.58-11.11]
5.98[2.74-13.03]
5.35[2.57-11.10]

0355 0.368
0.018
0.197 0.207
0.024 0.028
5.70[2.67-12.18]
0.627 064
0.024 0.028
0125 0.134
0.354 0.367
0.033 0.037
0125 0.134
0.154 0.164
0355 0.368
0355 0.369
0.308 032
0307 0318
0.151 0.161
0111 0.119
0.042 0.047
0.042 0.048
0.028 0.032
0.078
0308 0319
0111 0.119
0.356 0.369
0111 0.12

341

7.44
17.87

253
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3
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rs6919995
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rs7274830
6

rs7454357
2

rs2950386
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rs1152469
07

rs72660783
rs7834492
rs7274830
9

8 40319687 AT
6 68629446 Tic
7
2 133631058 G/
4 76187901 Tic
4 76204192 Tic
6 68630430 AG
5 50825829 Tic
1 208974152 C/T
12 79811429 Tic
1 208974054 C/T
1 208974031 AC
12 79484134 GIA
14 24512897
1 208973973  AC
5 108627280
8 40319688 AT
1 208974561 AG

0.266

0.413
28855309
0.049

0.228

0.227

0.411

0.452

0.036

0.285

0.036

0.036

0.233
G/IC
0.036

TIC

0.266

0.035

0.156

0.358
AG
0.021

0.106
0.105
0.357
0.332
0.025
0.144
0.025
0.025

0.125
0.556
0.025

0.025
0.156

0.023

0171

0.366

0.025

0.124

0.123

0.365

0.349

0.027

0.836

0.027

0.027

0.141

0.027

0171

0.025

0.480

0.041

3
! 721[0'95' 7.22E-02
;:Sgl[o'“ 2.09E-01
0.052
2%2[]0'79' 9.53E-02
222][1 37 387E-03
2:221[' 36 3.83E-03
! ggl[o'“' 2.19E-01
;ij]["‘z' 1.92E-02
ffﬂ?""" 1.80E-01
f:ggl[‘ % s27e03
fﬁgz[fm' 187E-01
3538[]0.62 1.89E-01
g:;g][‘ 39 373808
0.493
3‘530[10 62 1.92E-01
0.039
ATB1095 7 00E02
?2913[?70 1.42E-01

1.58 [1.00-2.49]
1

0.21[0.02-2.69]
1
1

0.206 0.124
0.565 0.349
0.016
0.053 0.025
0.154 0.094
0.154 0.094
0.559 0.348
0.320 0.284
0.067 0.016
0.227 0.162
0.067 0.016
0.067 0.016
0.209 0.148
5.08E-02
0.067 0.016
2.32E-01
0.206 0.125
0.064 0.015

0.138

0.386

0.030

0.104

0.104

0.384

0.290

0.024

0.827

0.024

0.024

0.158

0.024

0.139

0.023

3.11]
2.01 [1.13-
3.60]
2.15[1.42-
3.25]

5.87[2.69-12.80]
3.94[1.08-
14.36]
1.69 [0.92-
3.11]
1.69 [0.92-
3.11]

213 [1.40-
323

2.01[1.13-
3.59]

5.16[1.71-
15.54]

1.81E-02

3.14E-04
8.66E-06
3.76E-02

8.90E-02
8.87E-02
3.88E-04
4.43E-01
3.12E-03
1.97E-01
3.16E-03
3.17E-03

2.22E-01
0.491
3.20E-03

0.037
1.83E-02

3.55E-03

0.503

0.041

0.247

0.454

0.058

0.187

0.187

0.453

0.445

0.057

0.231

0.058

0.058

0.205

0.058

0.247

0.054

0.159

0.354

0.024
0.116
0.116
0.352
0.309
0.023
0.149
0.023
0.023

0122
1.92(1.40-2.64]
0.023

5.87[2.90-
11.87]

0.159

0.022

Tabla 3. Primeros (direccion 5’->3’) usados para el analisis de secuencia ISL1 .

Estudio de Draaken y colegas de asociacion genomica amplia y meta-analisis identifican el ISL1 como gen

susceptibilidad de significaciéon genédmica amplia para extrofia vesical.

ISL1-1F GATAATCAGAACAGCTGCGCC
ISL1-1R TCCAACTCCAAAGAGCCCTTG

ISLA1
ISLA1
ISLA1
ISLA1
ISLA1
ISLA1
ISLA1
ISLA1
ISLA1
ISLA1

-2F AAACCTCCCAGAGTACGCCC

-2R GTGGGGAGATTCAGGGAAATC

-3F GATCTTGGGCCAGGGAAGTG

-3R GCAGGCAAACACTACGACCAC

-4F TGTCCTGAGTATCTCGGGCG
-4R CGATCCTGCGTACCAGGAAC
-5F AGGTACGGCGGATTAACTGAGT
-5R GGTTTCTCCCCAACCCTGAG
-6F TGGGAAAGTGAGAGGATTTCTTC
-6R TGATTCAGTTTTCATTGACTGGG

0.166

0.362
0.031
0.027

0.122
0.123
0.360
0.320
0.026
0.844
0.026
0.026

0.129
5.47E-05
0.026

8.48E-07
0.167

0.024

2.59]
1.78[1.27-
2.49]
1.49[1.13-
1.97)

3.94(1.85-

I
2.96[1.51-
5.78]

I
1.76[1.26-
2.47

295 [1.49-
5.84]

8.38E-04

5.31E-03
0.015
3.71E-04

1.78E-03
1.79E-03
4.66E-03
5.06E-05
1.55E-03
7.91E-04
1.53E-03
1.52E-03

4.75E-04

1.51E-03

9.47E-04

1.92E-03

0.584

0.475
0.016
0.055

0.187

0.187

0.472

0.413

0.055

0.241

0.056

0.056

0.212
0.493
0.056

0.038

0.053

de

0153 0.162
0.354 0367
5.87[2.69-12.80]
0.024 0.027
0111 0.12
0111 0.119
0352 0.365
0.308 032
0.022 0.026
015 0.16
0.022 0.026
0.022 0.026
0127 0.136
0503
0.022 0.026
0.04
0153 0.163
0.021 0.024

1.80]
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GEN CONDUCE A LA MALFORMACION DEL TRACTO
URINARIO

Fuentes: Medical Express http:/medicalxpress.com/news/2015-03-
gene-malformation-urinary-tract.html

Prof. Dr. Michael Ludwig, el Dr. Heiko Reutter y el Prof. Dr. Markus
Noéthen del Hospital Universitario de Bonn (desde la izquierda).

Un equipo interdisciplinario de investigadores bajo la direccion de la
Universidad del Hospital de Bonn ha descubierto un gen que se
asocia con una rara anomalia congénita de las vias urinarias
llamada extrofia vesical clasica. Incrementa la probabilidad de que
el tracto urinario no se forme correctamente durante el desarrollo
embrionario. El hallazgo es un paso importante para entender el
desarrollo de malformaciones del tracto urinario en general y para el
desarrollo de medidas profilacticas. Los resultados se publican en la
edicion en linea actual de la revista PLoS Genetics.

Los riones y el tracto urinario son los sitios mas frecuentemente
afectados por malformaciones congénitas. Aproximadamente 1 de
cada 200 ninos sufre una malformacion de tal tipo. "Estas
enfermedades representan alrededor del 20 al 30 por ciento de
todas las malformaciones congénitas", dice el Profesor Dr. Heiko
Reutter, del Instituto de Genética Humana y el Departamento de
Neonatologia y Medicina Intensiva Pediatrica de la Universidad de
Bonn.

Durante muchos anos, el pediatra ha investigado las causas
genéticas de la extrofia vesical clasica, que comprende
malformaciones que van desde la vejiga a todo el tracto urinario.
Estas malformaciones con frecuencia resultan en infecciones
urinarias, incontinencia, dafo renal y disfuncibn sexual.
Aproximadamente 1 de cada 20.000 recién nacidos se ve afectado
por esta rara enfermedad que se considera es una de las formas



mas graves de malformaciones en este espectro. "Por lo tanto la
extrofia vesical clasica congénita representa un enorme desafio en
la atencién médica de los pacientes afectados y sus familias", dice
el Dr. Reuitter.

El Tratamiento en el Centro de Enfermedades Raras

Hasta la fecha, las causas genéticas de esta rara enfermedad han
sido basicamente desconocidas. En los ultimos diez afos, con un
grupo de autoayuda de extrofia vesical/epispadias y bajo el
liderazgo de urdlogos pediatricos y cirujanos pediatricos en
Alemania - incluyendo el Hospital Pediatrico Barmherzigen Brider
en Regensburg, asi como las Universidades de Maguncia y Ulm -
investigadores del Hospital Universitario de Bonn han sido capaces
de reunir el mayor grupo de pacientes en el mundo. Los
investigadores en Bonn recibieron apoyo adicional para el estudio
de los investigadores del Instituto Max Planck de Genética
Molecular en Berlin. La asistencia también fue proporcionada por el
Centro de Enfermedades Raras del Hospital Universitario de Bonn
(ZSEB). Alli los investigadores estudian las malformaciones uro-
rectales raras.

Usando muestras de sangre de un total de 210 pacientes, los
cientificos aislaron la informacion genética y la compararon con un
grupo de control de personas sanas. Los investigadores utilizaron
métodos de analisis automatizados para grabar mas de 700.000
marcadores genéticos en cada caso que se distribuyen
uniformemente por todo el ADN. La evaluacién utilizando métodos
bioestadisticos reveld una clara conexion con un gen alterado: ISL1,
que se encuentra en el cromosoma 5. "De esta manera, un gen
relacionado con esta enfermedad fue identificado por primera vez",
dice el Prof. Dr. Michael Ludwig, del Instituto de Quimica Clinica y
Farmacologia Clinica del Hospital Universitario de Bonn.

La busqueda de otros genes

Este ha sido un gran avance para la ciencia. "Con el descubrimiento
de este gen, ahora se convierte en posibilidad aclarar los
fundamentos biolégicos de esta enfermedad", dice el Prof. Dr.
Markus N&then del Instituto de Genética Humana de la Universidad
de Bonn. Mas alla de las causas genéticas de la extrofia clasica, el
objetivo es ahora identificar los factores de riesgo durante el
embarazo y el desarrollo de métodos de prevencion para el feto.
Otras investigaciones estan destinadas a demostrar los genes aun
no descubiertos que desempefien un papel adicional en el
desarrollo de la enfermedad.



