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Resumen

La diabetes tipo 1 (DT1) es una enfermedad autoinmune causada por la destruccion de las
células B productoras de insulina en el pdncreas. Esta destruccion estd mediada por linfocitos T
autorreactivos y monocitos, y ademds existen componentes genéticos y ambientales que
influyen en la susceptibiidad a padecer la enfermedad. Dentro del componente genético, el
mayor determinante de la susceptibilidad a la DT1 se encuentra en la regidon HLA de clase I, en
la que los haplotipos asociados a la enfermedad suponen el 50% de la carga genética. Los
primeros estudios de asociacién de genes candidatos establecieron 5 regiones que influyen en
el riesgo a padecer DTI1, pero el gran avance se ha dado en los Ultimos cinco anos con el
desarrollo de los estudios de barrido gendmico (GWAS) que han permitido elevar a 50 el nUmero
de regiones asociadas a la enfermedad.

La DT1 puede comenzar a cualquier edad desde la primera hasta la novena década de
vida, y esta diferencia en la edad de comienzo de la enfermedad podria estar influida por
factores genéticos. Sin embargo, el estudio de estos factores se ha visto limitado porque la
mayoria de los grandes estudios genéticos en DT1 restringen el reclutamiento de pacientes a
aquéllos con un debut pedidtrico de la enfermedad. El objetivo es evitar la inclusion de
pacientes mal diagnosticados que padezcan diabetes tipo 2, pero mediante esta limitacion se
dificulta el estudio de la influencia de la genética sobre la edad de debut de la enfermedad y
se ignora la posibiidad de que aquellos pacientes que debutan en edad adulta tengan un
componente genético diferente a los pacientes con debut pedidtrico.

En este trabajo hemos realizado el estudio de 17 regiones cromosdmicas en un grupo de 451
pacientes de DT1 espanoles con debut pedidtrico y adulto. Entre estas regiones incluimos a) 4
regiones cromosémicas asociadas cldsicamente a DT1 para estudiar su influencia en la edad de
debut de la enfermedad, b) 7 regiones descubiertas en GWAS y c) é genes candidatos
seleccionados por su funcidn o por presentar asociaciéon con ofras enfermedades autoinmunes.

En la regidn HLA estudiamos varios haplotipos diferentes a los cldsicamente asociados a DT1
y replicamos tfres haplotipos ya descritos previamente. Ademds, encontramos un efecto de
susceptibilidad en el haplotipo DRBI1*07-DQAT*02:01-DQB1*02:02 que no se ha descrito
previamente en otras poblaciones.

En el estudio de la influencia de los genes cldsicos de susceptibilidad en la edad de debut
de la DT1 no encontramos efectos significativos, con lo cual podemos decir que los genes HLA
de clase I, INS, CTLA4 e IL2RA afectan porigual a los pacientes con debut pedidtrico y adulto en
nuestra poblacion.

En el estudio de las 7 regiones descubiertas en GWAS, encontramos una tendencia a la
asociacion en las regiones 4927 (IL2) y 12p13 (KLRBI1-CLEC2D) que concuerda con los resultados
previos, y replicamos las asociaciones descritas previomente en las regiones 12q13 (ERBB3) y
16p13 (CLECI16A). No observamos asociacion de la regidén 22q13 (IL2RB) con la DT1. Ademds,
encontramos que las regiones 5p13 (CAPSL-IL7R), 12913 (ERBB3) y 18p11 (PTPN2) tienen una
influencia sobre la edad de comienzo de la DT1.

En el estudio de é genes candidatos, describimos por primera vez la asociacién del gen
STAT4 con DTI1, replicamos una asociacion descrita en el gen TNFAIP3 y no encontramos
asociacion de los genes IRF5, G6PC2 y STAT3 con la DT1. En el caso del gen TRAF1 encontramos
indicios de asociacion exclusivamente con la DT1 de debut adulto. De confirmarse en ofras
poblaciones, ésta seria la primera descripcion de un gen asociado Unicamente a la DT1 de
debut tardio.

En conclusion, en nuestro estudio en poblacién espanola encontramos pequenas
diferencias en la susceptibilidad a DT1 conferida por los genes HLA de clase Il que podrian
indicar la presencia de diferencias poblacionales. Ademds, describimos la influencia de cuatro
regiones cromosdmicas en la edad de comienzo de la enfermedad. Este resultado apoya la
necesidad de incluir este tipo de andlisis en el estudio general de la genética de la DT1, con el
objetivo de determinar los factores genéticos que puedan actuar como “aceleradores” de la
enfermedad. Enfre los genes candidatos seleccionados, describimos por primera vez la
asociacion del gen STAT4 a la DT1. Por Ultimo, la ausencia de asociacién en el Unico gen no
relacionado con el sistema inmunitario (G6PC2) concuerda con los estudios que apoyan que la
base genética de la DT1 estd formada principalmente por genes relacionados con la respuesta
inmunitaria y que no existen defectos genéticos en el funcionamiento de las células beta que
predispongan a la enfermedad.






Summary

Type 1 diabetes (T1D) is an autoimmune disease caused by the destruction of insulin-
producing B cells in the pancreas mediated by autorreactive T cells and monocytes. There is a
genetic and an environmental component that influences T1D susceptibility. The strongest
genetic modifier is located in the class Il HLA region, in which certain haplotypes carry 50% of the
genetic load of the disease. The association studies of candidate genes established 5 regions
associated with T1D, but a more significant progress has been made in the last five years with the
development of the genome-wide association studies (GWAS), which have increased the
number of T1D genetic associations to 50 chromosome regions.

T1D can begin at any age, from the first to the ninth decade of life, and this difference in age
at disease onset could be influenced by genetic factors. However, study of the influence of
genetics on age at onset of T1D has been limited, because the major genetic studies in T1D have
usually restricted the recruitment of participants to paediatric-onset patients only. This precaution
fries to avoid the contamination of the group of study with type 2 diabetes misdiagnosed
patients, but it also makes difficult to analyze associations with age at onset of the disease and
ignores the putative existence of a genetic component characteristic of adult onset T1D.

In our study, we have analyzed 17 chromosome regions in 451 T1D Spanish patients with
paediatric and adult age at diagnosis. We include a) 4 chromosome regions classically
associated with T1D with the aim of studying their influence in age at onset of the disease, b) 7
regions discovered in GWAS and c) é candidate genes selected by their function or their
association with other autoimmune diseases.

We study several haplotypes in the HLA region different from the major T1D risk associations.
Our results replicate three previously described haplotypes and we also find a susceptibility effect
of the DRBI*07-DQAT*02:01-DQBI1*02:02 haplotype that has not been reported in other
populations.

We do not find an influence of the classical TID associated genes in age at onset of the
disease. Therefore, we can conclude that the HLA region and the INS, CTLA4 and IL2RA genes
are equally associated with the paediatric and adult onset of the disease in our population.

In the replication study of 7 chromosome regions reported in GWAS, we find a frend towards
association in 4927 (IL2) and 12p13 (KLRBI-CLEC2D) regions, that are concordant with the
previously published reports. We replicate the associations previously described in regions 12913
(ERBB3) and 16p13 (CLECI16A) and we do not find association in region 22q13 (IL2RB). We also
describe the influence of regions 5p13 (CAPSL-IL7R), 12913 (ERBB3) and 18p11 (PTPN2) in age at
T1D onset.

Concerning the study of 6 candidate genes, we describe for the first time the association of
the STAT4 gene with TID. We also replicate a previously described association in TNFAIP3 and we
do not find association of the genes IRF5, G6PC2 and STAT3 with the disease. The analysis of the
TRAF1 gene provides evidence of association exclusively with the adult-onset T1D. If this result is
replicated in different populations, TRAFI would be the first gene to be associated only to the
adult onset of the disease.

In conclusion, our study in a Spanish population provides with some interesting differences in
the T1D susceptibility conferred by the HLA class I| genes that could be caused by populational
differences. We also describe the influence of four chromosome regions in the age at onset of
TID, a result that supports the need for including these analyses in the general study of TID
genetics to identify genetic factors that could accelerate or delay the disease onset. Among the
selected candidate genes, we describe for the first fime the association of STAT4 with the disease.
Finally, no association was detected in G6PC2, the only selected gene that is not related with the
immune system. This result is concordant with previous studies supporting that the genetic basis of
T1D is composed mainly of genes related with the immune response.
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1. Definicién, diagnéstico y comorbilidad

La diabetes tipo 1 (DT1) es una patologia caracterizada por la destruccion
autoinmune de las células B de los islotes de Langerhans, encargadas de la sintesis y
secrecién de insulina. A consecuencia de esta destruccion, el pdncreas pierde la
capacidad de sintetizar insulina y se produce una fallo en la regulacién de los niveles
de glucosa en sangre, que se debe controlar administrando insulina exdgena'.

La DT1 forma parte de un espectro de patologias? que afectan a la regulacion del
metabolismo de la glucosa y que incluye la diabetes tipo 2 (DT2), la mds prevalente de
las formas de diabetes, asociada a la resistencia periférica a la insulina. También
existen formas monogénicas de diabetes poco frecuentes (tipo 3) y la diabetes
gestacional (fipo 4).

Los sinfomas de la enfermedad se desencadenan por el exceso de glucosa en
sangre, y son los siguientes:

- poliuria: exceso de filtracién en el rindn para eliminar la alta concentracion de
glucosa. Cuando los valores de glucosa en sangre superan los 180 mg/dl, se produce
glucosuria (eliminacion de glucosa a través de la orina).

- polidipsia: aumento de la ingesta de liquidos para disminuir la presién osmaotica
del plasma, elevada por el exceso de glucosa.

- polifagia: la falta de glucosa en las células provoca un aumento en la ingesta
de alimento para compensar la carencia de energia.

- pérdida de peso: derivada de la utilizacién de los depdsitos de grasa corporal
para producir energia que sustituya a la glucosa.

- cetoacidosis: es una situacion grave y mds frecuente en pacientes pedidtricos.
La ufilizacién de lipidos como combustible celular genera cuerpos cetdnicos que
disminuyen el pH de la sangre y el medio interno. Si no se corrige, esta situacién puede
ser mortal. La cetoacidosis es frecuente en DT1 y constituye uno de los mayores riesgos
en un diagndstico tardio. Sin embargo, es muy poco frecuente en DT2 y suele ir
asociada a la presencia de ofras enfermedades?.

Los sintomas mds comunes en el momento del diagndstico, tanto en pacientes
jévenes como en adultos, son poliuria, polidipsia y polifagias.

El diagndstico de todas las formas de diabetes sigue cuatro criterios? basados en el
andlisis del metabolismo de la glucosa y detallados en la tabla 1. Posteriormente, y
segun las caracteristicas que presente el paciente, se clasificard como diabetes tipo 1,
2, 3 0 4. En el caso concreto de la DTI1, los pacientes presentan las siguientes
caracteristicas?:

- requerimiento de insulina exdgena: el suministro de insulina exdgena acaba
siendo necesario para la vida del paciente con DT1, a diferencia de ofras formas de
diabetes en las que la insulina se emplea sélo en algunos casos para ayudar al control
de la glucemia2.

- anticuerpos frente a diversos antigenos pancredticos: positivos al diagndstico en
un 90% de los casos?4. Existen cuatro autoanticuerpos contra antigenos
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pancredticos?’: anficuerpos contra la insulina, contra la glutamato descarboxilasa
(GAD), contra el antigeno asociado a insulinoma 2 (IA2) y contra el canal de zinc ZnT8.

- niveles bajos o indetectables de péptido-C: el péptido-C se produce por la
escision de proinsulina a insulina con una ratio 1:1 y no se degrada ni sufre
modificaciones. Por ello, es la mejor medida para evaluar los niveles de produccion de
insulina por el pdncreas endocrino. Niveles bajos o indetectables indican una
secrecién de insulina baja o inexistente por parte de las células B 2.

- fenotipo corporal normal o delgado: aunque la obesidad no excluye la
presencia de DT1, los pacientes diagnosticados de esta enfermedad raramente son
obesos?, al contrario de lo que ocurre en la DT2.

Tabla 1. Criterios para el diagnostico de la diabetes:

CRITERIOS DE LA AMERICAN DIABETES ASSOCIATION PARA EL DIAGNOSTICO DE LA DIABETES?

1. Valores de hemoglobina glicosilada superiores al 6,5%.

2. Valores de glucosa basal superiores a 126 mg/dI.

3. Valores de glucosa mayores de 200 mg/dl a las dos horas de realizacién de una
prueba de sobrecarga oral de glucosa (ingestion de 75 g de glucosa anhidra disuelta en
agua).

4. Valores de glucosa al azar superiores a 200 mg/dl en un paciente con sintomas
de hiperglicemia.

La hiperglicemia prolongada originada por la diabetes puede generar danos a
nivel del rindn (nefropatia diabética), la retina (retinopatia), los nervios (neuropatia
periférica) y el sistema cardiovascular2. Por ello es importante mantener un buen
control de la glicemia mediante la administracién de insulina exdgena.

2. Epidemiologia

La DT1 supone entre el 60 y el 90% de los casos de diabetes diagnosticados en
pacientes menores de 15 anos'. La prevalencia es muy variable de unas poblaciones a
ofras, oscilando desde la mds baja observada en regiones de China (0.1 casos por
100.000 habitantes)é a las mds altas registradas en Cerdeia y Finlandia (de 37 a 45
casos por 100.000 habitantes)?’. La DTl es una enfermedad emergente, con un
incremento medio de un 3.9% anual seguUn estudios realizados en varias poblaciones
europeass. Se desconocen las razones de este aumento continuado, pero
posiblemente estén relacionadas con la presencia de factores ambientales
emergentes que estdn aumentando el riesgo a padecer la enfermedad.

La edad de debut de la DT1 tiene una distribucién bimodal, con un primer pico de
debut alrededor de los 6 anos y un segundo pico en la pubertad (10-14 anos)?, aunque
algunos autores fijan estos dos picos en los 12 y los 40 anos’0. Contrariamente a lo que
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suele ser comUn en muchas enfermedades autoinmunes, no existen diferencias de

prevalencia por sexo, con una proporcion 1:1 de hombres y mujeres afectados!’.

3. Enfermedades autoinmunes asociadas

Los pacientes con DTl fienen una susceptibiidad aumentada a padecer ofras
enfermedades autoinmunes'. Hay dos enfermedades que aparecen con mayor
frecuencia en individuos con DT1', y cuya alta tasa de aparicién conjunta ha llevado a
desarrollar estudios sobre la base genética comun de dichas enfermedades y DT11213,
Estas son la enfermedad celiaca (EC) y las enfermedades autoinmunes tiroideas (EAIT)
como el hipoftiroidismo autoinmune (HA) o la enfermedad de Graves (ECr).

- Enfermedad celiaca: se caracteriza por una reaccidn del sistema inmunitario de

la mucosa intestinal al gluten presente en ciertos cereales (trigo, cebada y centeno).
La EC es una de las enfermedades autoinmunes mds frecuentes, con una prevalencia
aproximada en poblaciones caucdsicas del 1%. Esta prevalencia aumenta a un 3-6%
en pacientes de DT1'4. Las razones de este incremento en el riesgo a padecer EC se
atribuyen a la amplia base genética comin entre ambas enfermedades. DT1 y EC
comparten un haplotipo de suscepftibilidad en el HLA (DRBI1*03-DQAI1*05:01-
DQBI1*02:01) y varios genes de suscepfibilidad fuera del HLA'3,

- Enfermedades autoinmunes tiroideas: en este grupo se incluyen EGry HA, las dos

manifestaciones mds frecuentes de disfuncién del tiroides por razones autoinmunes. La
EGr es un hipertiroidismo derivado de la sobreactivacién de la gldndula tiroidea por
presencia de anticuerpos contra el receptor de la tirotropina. El HA es una destrucciéon
de los firocitos mediada por linfocitos T autorreactivos que produce deficiencia de
hormonas tiroideas. El 20% de los pacientes de DT1 tienen anticuerpos anti-tiroideos
positivos y, de ese 20%, el 50% desarrolla una patologia tiroidea autoinmune!. La DT1 y
las EAIT comparten varios genes de susceptibilidad, entre los que se encuentra el
haplotipo del HLA de clase [l DRB1*03-DQAT*05:01-DQB1*02:0112,

4. Factores implicados en el desarrollo de la DT1

4.1. Factores ambientales

Las infecciones viricas constituyen probablemente el factor ambiental mds
estudiado en la DT1. Existe una asociacién replicada consistentemente entre la
infeccién congénita por el virus de la rubéola y un aumento en la probabilidad de
desarrollar DT11516, Sin embargo, en la actualidad la infeccidn congénita por rubéola
es infrecuente en paises desarrollados y no explica el aumento en prevalencia de la
enfermedad que se estd produciendo en estos paises en las Ultimas décadas'”.

Los agentes infecciosos mds estudiados en relacién con la DT1 son los enterovirus
humanos, en concreto los virus del género Coxsackie'8. Estos virus presentan interés por
su fropismo por el sistema linfoide del tfracto digestivo y el pdncreas, siendo capaces
de infectar las células B de los islotes. En los Ultimos tiempos, se ha postulado que las
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infecciones por Coxsackie generarian un estado inflamatorio en los islotes
pancredticos que atraeria a células del sistema inmunitario, que son las verdaderas
causantes del dano fisular', La magnitud de la contribucion de estas infecciones por
Coxsackie, asi como su papel en la historia natural de la DT1 (iniciador, modulador o
agente exacerbante de una reaccion ya existente) estd aun por determinar.

Entre los factores alimentarios estudiados en DT1 se ha descrito que la infroduccidn
temprana de gluten estd asociada al desarrollo de autoinmunidad!?1?. Esto resulta
interesante, puesto que la EC y la DTl comparten una base genética comin muy
amplia. La posibilidad de que el gluten (principal factor ambiental desencadenante
de EC) esté relacionado también con la patogenia de la DTl anade un factor
ambiental comUn entre ambas enfermedades.

Al igual que ocurre con enfermedades como la esclerosis multiple (EM)!, en DT1 se
ha observado un gradiente de prevalencia creciente en latitudes altas!’. La existencia
de este gradiente se ha relacionado con los niveles de vitamina D, que influye sobre el
sistema inmunitario y que requiere de la radiacién solar para metabolizarse a su forma
activa. En este sentido, dos estudios aportan datos interesantes: la suplementacion de
la alimentacién con vitamina D prevenia de forma importante la aparicion de DT1 en
un estudio con varias poblaciones europeas?. Sin embargo, este efecto no se observd
cuando se realizd un estudio similar Unicamente con poblacién italiana?!, algo que los
autores explicaron por las mayores horas de exposicidn a la luz solar en los individuos
de su estudio, que haria innecesaria la suplementacion con vitamina D.

4.2. Factores genéticos

En estudios realizados en gemelos se observd que la probabilidad de desarrollar
DT1 en un gemelo monocigdtico con un hermano afectado era muy superior (entre el
30y el 50%) a la de gemelos dicigdticos (8%)22. Este dato apunta a la presencia de un
componente genético en el desencadenamiento de la DT1, que se cifra en un 50%
aproximadamente, y un componente ambiental que actia sobre la base genética y
que supone el 50% restante.

El mayor riesgo de recurrencia de DTl se encuenfra en parejas de gemelos
idénticos con un miembro afectado. Sin embargo, los familiares de un paciente de DT1
también tienen un riesgo superior al 0.4% de la poblacién sana?2. Un gemelo dicigdtico
con un hermano enfermo presenta un riesgo levemente aumentado (8%) con respecto
a un individuo con un hermano no gemelo afecto (5%). La descendencia de dos
progenitores con DT1 tiene un riesgo del 20% de padecer la enfermedad. Cuando el
afectado es solo uno de los padres, los hijos fienen un riesgo ligeramente diferente
segun el enfermo sea el padre (5%) o la madre (3%)23. Esta diferencia se atribuye
generalmente a fendmenos epigenéticos similares a los descritos en ofras
enfermedades, en las que la patologia es mds grave segun se herede el gen causante
de la madre o del padre. Sin embargo, un estudio propone una alternativa
interesante: se ha descrito que los ninos que han recibido anticuerpos contra

12



Introduccion

antigenos pancredticos de la madre por via transplacentaria tienen un riesgo menor
de desarrollar anticuerpos y progresar a DT124, Por tanto, es posible que esta diferencia
en el riesgo conferido se deba a algun fendmeno de tolerizacidn, que solo puede
darse cuando la afectada es la madre.

Aunqgue existe un riesgo aumentado en los familiares de individuos con DT1, el 85-
90% de los casos diagnosticados anualmente no tienen parientes en primer grado
afectados?2. Por tanto, el gran reto en la prediccién de la DT1 es encontrar factores
tanto genéticos como ambientales que ayuden a identificar individuos con alto riesgo
de desarrollar la enfermedad.

Los genes localizados en el Complejo Principal de Histocompatibilidad (Major
Histocompatibility Complex o MHC) suponen el 50% de la carga genética de la DT125, y
por ello se emplean habitualmente en estudios prospectivos para seleccionar a
pacientes con alto riesgo de desarrollar la enfermedad?é. Se postula que el 50% de la
carga genética restante se compone de variantes comunes en la poblacidén con
efectos moderados o bajos sobre la DT1, variantes poco frecuentes pero con un gran
efecto sobre el desarrollo de la enfermedad y posiblemente interacciones genéticas y
fendmenos epigenéticos aun poco estudiados en DT1.

4.2.1. El Complejo Principal de Histocompatibilidad y su asociacion a
DT1:

El Compilejo Principal de Histocompatibilidad se localiza en el cromosoma 6 (regién
6p21) y se divide cldsicamente en tres regiones: los genes de clase |, Il y lll. Los genes
de clase | y Il reciben este nombre porque en estas regiones se encuentran
codificadas las moléculas de HLA (Human Leukocyte Antigen) de clase | (A, By C) y |I
(DR, DQ y DP) respectivamente. En la clase Il se localizan varios genes de interés
inmunolégico como el TNF o las moléculas C2 y C4 del sistema del complemento
(figura 1). En total, el complejo MHC contiene cientos de genes, muchos de ellos con
un elevado polimorfismo?’. Ademds, esta regidn cromosdmica se caracteriza por un
alto grado de desequilibrio de ligamiento, que conlleva que muchas regiones se
hereden en blogque sin apenas recombinacién. Esta serie de peculiaridades (alto
numero de genes con elevado polimorfismo y un alto desequilibrio de ligamiento)
convierten al MHC en una regién de complicado estudio en la que resulta dificil
individualizar una asociacién a un gen concreto.

Los primeros estudios de asociacion de genes HLA a DT1 se centraron en los genes
de clase | y vincularon el HLA-B8 con la susceptibilidad a la enfermedad?8. Sin
embargo, en pocos anos se vio que las asociaciones mds fuertes provenian de los
genes de clase Il (tabla 2)2°, en concreto del HLA DRBI1*03-DQAT*05:01-DQB1*02:01
(que se encuentra en un haplotipo ancestral junto con B83) y el HLA DRBI*04-
DQAT*03:01-DQBI1*03:02. Segun estudios en varias poblaciones caucdsicas, el
heterocigoto DRBI1*03 / DRB1*04-DQB1*03:02 confiere el riesgo mds alto a padecer
DT12531.32, | os niflos que presentan esta combinacién haplotipica en el HLA tienen un

13
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riesgo estimado de entre 1:15 y 1:25 de desarrollar DT1 frente al riesgo de 1:300 de la
poblacién general. Se han descrito otros haplotipos dentro del HLA de clase Il que
confieren riesgo moderado, y también existen haplotipos de proteccién, encabezados
por DRBI*15:01-DQAT*01:02-DQB1*06:023!. Este haplotipo confiere una elevada
proteccién al desarrollo de la enfermedad incluso en presencia de los haplotipos de
riesgo DRB1*03 y DRB1*04-DQB1*03:023'.

Tabla 2.- Haplotipos de proteccion y susceptibilidad a DT1 descritos en el HLA de clase 1%,
HAPLOTIPO EFECTO
DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01
DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02
DRB1*01-DQA1701:01-DQB1*05:01 Riesgo moderado
DRB1*11-DQA1705:01-DQB1*03:01 Proteccién moderada
DRB1*07-DQA1702:01-DQB1*03:03 Proteccién alta
DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1706:02 Proteccién alta

Riesgo alto

En el HLA de clase | también se han descrito asociaciones con la DT1 en los alelos
A*1, A*30, B*18, B*44, C*3, C*8 y C*163334, y estas asociaciones son independientes de
los alelos presentes en el HLA de clase Il. Ademds, se ha estudiado la asociacién de
alelos concretos con la edad de debut de la enfermedad y se ha enconfrado que los
alelos A*24 y B*39 estdn asociados a un debut mds temprano de DT13334,

4.2.2. Asociaciones a DT1 en genes no HLA:

El nUmero de asociaciones a DTl en regiones cromosdémicas no HLA se sitUa
actualmente alrededor de cincuentad2, La mayor parte de estas regiones se han
descubierto en los Ultimos cinco anos y contienen variantes comunes en la poblacion
con efectos moderados o débiles sobre la susceptibiidad a la enfermedad.
Unicamente los polimorfismos en los genes INS (insulina) y PTPN22 (protein-tyrosine
phosphatase non-receptor type 22) tienen unos efectos considerables (OR>1.7 para
ambos)22,

Las regiones cromosémicas asociadas a DT1 hasta la fecha comparten una
caracteristica comun: la inmensa mayoria contienen genes implicados en el
funcionamiento del sistema inmunitarios2. Incluso genes que se expresan en las células
beta, como PTPN2 (protein-tyrosine phosphatase non-receptor type 2), IFIHI (interferon
induced with helicase C domain) o TNFAIP3 (tumor necrosis factor alpha-induced
protein 3), forman parte de mecanismos de defensa de la célula frente a agresiones
externas. Este hecho se contrapone a lo que se conoce de la genética de la DT2, en la
qgue se han enconfrado asociaciones en varios genes que parficipan en el
funcionamiento de la célula beta’s. Con lo que se sabe actualmente de la genética
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Figura 1.- El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC). Se destacan en negrita los genes del HLA
estudiados en este trabajo. 1) Esquema de los genes HLA clésicos codificados en 6p21. 2) Estructura de
las proteinas formadas por los genes HLA de clase | y de clase Il. 3) Presentacién antigénica por HLA de

clase | y de clase II.
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de las dos enfermedades, la DT1 y la DT2 parecen tener causas genéticas diferentes:
una alteracion del sistema inmunitario en el caso de la DT1, y un mal funcionamiento

de la célula beta en el caso de la DT2.

5. El estudio de la genética de la DT1

Los estudios genéticos en enfermedades complejas como la DT1 han pasado por
diferentes fases a medida que han evolucionado las técnicas de Biologia Molecular.
En este sentido, el desarrollo de la tecnologia necesaria para realizar estudios de
barrido gendmico (genome-wide association studies o GWAS) ha supuesto un punto
de inflexion en el estudio de la genética de las enfermedades complejas y ha
facilitado la descripcién de numerosas regiones que los estudios previos no habian

tenido en consideracion.

5.1. Era pre-GWAS (1974-2007):

Antes del desarrollo de los GWAS, el andlisis de la genética de las enfermedades
complejas se basd en los estudios de ligamiento y los estudios de asociacién de genes
candidatos. Mediante este tipo de trabajos se descubrieron cinco regiones asociadas
a DT1293639, desde las primeras asociaciones en el HLA en los anos 70 hasta el gen
IL2RA (interleukin 2 receptor alpha) en 2005. A continuacidon resumimos la metodologia
empleada en dichos estudios:

- Estudios de ligamiento en DT1: los estudios de ligamiento constituyen uno de los

abordajes mds antiguos para desentranar el componente genético de las
enfermedades. Estos estudios se basan en el andlisis de marcadores genéticos en
familias con varios miembros afectados en busca de regiones cromosémicas que
cosegreguen con los individuos enfermos. En DT1, los estudios de ligamiento siempre
han replicado el locus denominado IDDM1 en ép21, que contiene los genes HLA. Sin
embargo, la deteccién de ofras regiones ligadas a DT1 ha sido mds problemdatica. Por
ejemplo, el gen PTPN22 no se ha detectado en estudios de ligamiento, a pesar de su
fuerte efecto sobre la suscepfibilidad a la enfermedad. Esto podria deberse a la
metodologia empleada por los andlisis de ligamiento que, al basar su mecanismo de
estudio en la seleccién de familias con varios miembros afectos?2, limita el nimero de
individuos que puede estudiar y ademds selecciona dichos individuos por una
caracteristica (la agregacién familiar) que podria tener un componente genético
propio. Si fenemos en mente que Unicamente el 10% de los pacientes diagnosticados
con DT1 tienen familiares en primer grado afectados por la enfermedad?, los estudios
de ligamiento estdn desaprovechando cerca del 90% de los casos de DT1 existentes.
Quizds por ese mismo motivo, algunas regiones asociadas a DT1 mediante andlisis de
ligamiento no se han reproducido posteriormente en estudios de asociacién. Este seria
el caso de la regién 6g21 (PR containing-protein 1 o PRDM1), descrita en un meta-
andilisis reciente de estudios de ligamiento, que no se corresponde con asociaciones
descritas posteriormente’d24, A pesar de estas limitaciones, los estudios de ligamiento
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son una buena herramienta para detectar variantes que tengan un gran efecto en la
enfermedad pero cuya frecuencia en la poblaciéon sea baja4!.
- Estudios de asociacién de genes candidatos en DT1: estos estudios permiten

detectar variantes con efectos bajos 0 moderados, siempre que dichas variantes sean
frecuentes en la poblacién?2, En un estudio de asociacidn se seleccionan genes,
habitualmente por su funcidn, que sean buenos candidatos a participar en la
patogenia de la enfermedad. La asociacion de estos genes con la enfermedad se
analiza mediante disenos caso-control (comparacién de las frecuencias de la variante
a estudio entre un grupo de pacientes y un grupo control sano) o familiares (estudio de
la transmisidon de la variante seleccionada de padres heterocigotos al individuo
enfermo). Mediante este tipo de estudios, principalmente de fipo caso-confrol, se
describieron las cinco regiones cromosdmicas cldsicamente asociadas a DT1: 6p21
(HLA)2?, 11p15 (INS)3¢, 2032 (cytotoxic T-lymphocyte-assciated protein 4 o CTLA4)%,
1p13 (PTPN22)38 y 10p15 (IL2RA)%.

5.2. Era GWAS (2007-2011):

Los GWAS pueden explorar la variabilidad de todo el genoma sin realizar una
seleccién de los genes a estudiar42. Este tipo de abordaje sin hipdtesis previa permite
encontrar asociaciones en genes cuya funcidn aln no se conoce y en genes
pertenecientes a rutas que no se habian considerado vinculadas a la enfermedad en
estudio, dos limitaciones importantes de los estudios de asociacion de genes
candidatos.

Los GWAS se basan en el andlisis de un elevado nUmero de polimorfismos de un
solo nucledtido (single nucleotide polymorphisms o SNPs) a lo largo de todo el
genoma, de modo que cubren una variabilidad muy elevada y permiten un estudio
mucho mds amplio que los abordajes previos. Sin embargo, cuentan con una gran
desventaja: el elevado nimero de polimorfismos estudiados (del orden de cientos de
miles) implica un nimero muy dalto de comparaciones estadisticas y una alta
probabilidad de obtener falsos positivos. Por tanto, estos estudios requieren una
correccion estadistica muy exigente3s. Ademds, los resultados obtenidos deben
replicarse en distintas poblaciones para asegurar i) que dicho resultado no es un falso
positivo que haya escapado a la correccion estadistica, i) que la asociacién descrita
en el GWAS no se deba a estratificacion poblacional4? y iii) que la asociacién descrita
se mantenga con la misma magnitud en distintas poblaciones.

Fruto de la necesidad de confirmar las asociaciones encontradas en los GWAS
surgen los estudios follow-up, que seleccionan asociaciones descritas en los GWAS con
objeto de replicacién42. Estos estudios follow-up son especialmente interesantes en
todas aquellas asociaciones que se quedan al borde de la significacién estadistica
exigida al GWAS y que requieren necesariamente estudios de replicacién para
asegurar que son verdaderas.
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Tabla 3.- Resumen de las 50 regiones cromosdmicas asociadas actualmente a DT1. Las odds ratio que
se incluyen se han extraido del estudio que figura como referencia. Los datos proceden de la base de
datos on-line www.t1dbase.org (creada por el Type 1 Diabetes Genetics Consortium) y se han
seleccionado las regiones con resultados publicados y con una p menor o igual a 10°. Se han excluido
tres regiones que no cumplian estos criterios.

Region Pohn:ér:smo Gen ) Enfefmedades Estudiada
cromosomica asociado a candidato OR Referencia asociadas con en este
DT1 esta region trabajo
43 ax 5
1p13.2 12476601 PTPN22 2.05 13 AR B
1931.2 rs2816316 RGS1 0.89 13 EC"”, EM®
1932.1 rs3024505 IL10 0.84 49 LES®™, CU” ECh”
2qii1.2 rs1160542 AFF3 - 49 AR”
2q24.2 rs1990760 IFIH1 0.86 13 EGr°, LES™
2g32.2 rs7574865 STAT4 1.10 54 AR™, LES*™ ES™ Si
2g33.2 rs3087243 CTLA4 0.82 13 AR” EC"™ EGr® Si
3p21.31 rs333 CCR5 0.85 13 EC™
4p15.2 rs10517086 No determinado 1.09 49 -
4927 rs2069763 IL2-IL21 1.13 49 CU” EC"® Si
6p21 Varios HLA 0.02-49.2 60 e e'\r"n‘ig'(‘j’;%is 6 Si
6q15 rs11755527 BACHZ2 1.13 62 -
6022.32 rs9388489 CENPW 1.17 49 o -
6023.3 1510499194 TNFAIP3 0.90 54 ART EC GBS Si
6g25.3 rs1738074 TAGAP 0.92 13 EC™
7pi5.2 rs7804356 SKAP2 0.88 49 -
7pi2.1 rs4948088 COBL 0.77 49 -
9p24.2 rs7020673 GLIS3 0.88 49 -
10p15.1 rs12722495 IL2RA 0.62 13 AR® EM®, ViV’ Si
10p15.1 rs11258747 PRKCQ 0.69 66 -
10922.3 rs1250558 ZMIZ1 -- 49 EIIF’
10g23.31 rs10509540 RNLS 0.75 49 -
11p15.5 rs689 INS 0.42 13 - Si
12p13.31 rs4763879 CLEC2D-CD69 1.09 49 EM® Si
12q13.3 rs10877012 CYP27B1 1.22 69 EM”
12q13.2 rs2292239 ERBB3 1.31 49 - Si
12924.12 rs3184504 SH2B3 1.28 13 AR™ EC”", EM”
13.32.3 rs9585056 GRP183 1.15 73 -
14g24.1 rs1465788 Varios 0.86 49 -
14g32.2 rs4900384 No determinado 1.09 49 -
14g32.2 rs941576 DLK1 0.90 74 -
15q14 rs17574546 RASGRP1 1.21 75 -
15g25.1 rs3825932 CTSH 0.86 13 -
16p13.13 rs12708716 CLEC16A 0.81 13 EM”, LES®™, EC* Si
16p11.2 rs4788084 iL27 0.86 49 EII*’, ECh™
16923.1 rs7202877 Varios 1.28 49 --
17q12 rs2290400 Varios 0.87 49 CU™, ECh™
17g21.2 rs7221109 SMARCE1 0.95 49 -
18p11.21 rs45450798 PTPN2 1.28 13 EC"™ ECh”™ Si
18922.2 rs763361 CcD226 1.16 13 EM”
19p13.2 rs2304256 TYK2 0.86 74 -
19913.32 rs425105 Varios 0.86 49 -
19913.4 rs602662 FUT2 - 49 ECh™
20p13 rs2281808 Varios 0.90 49 -
21g22.3 rs3788013 UBASH3A 1.13 13 AR EC”, Vi
22q12.2 rs5753037 Varios 1.10 49 EII*’, ECh™
22q12.3 rs3218253 IL2RB - 49 AR% Si
22q13.1 rs229541 C1QTNF6 1.11 62 Vi'
Xp22.2 rs5979785 TLR7-TLR8 0.84 49 EC™
Xqg28 rs2664170 Varios 1.16 49 -

AR: artritis reumatoide; CU: colitis ulcerosa; EC: enfermedad celiaca; ECh: enfermedad de Crohn; EGr:
enfermedad de Graves; Ell: enfermedad inflamatoria intestinal; EM: esclerosis mudltiple; ES: esclerosis
sistémica; LES: lupus eritematoso sistémico; Vi: vitiligo.
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Gracias al desarrollo de los GWAS y a los estudios posteriores que han confirmado
las asociaciones descritas, el conocimiento de la genética de la DT1 se ha ampliado
considerablemente en un corto periodo de tiempo, pasando de las cinco regiones
cromosémicas encontradas mediante estudios de asociacién de gen candidato hasta
2007 a las 50 regiones descritas desde entonces hasta la actualidad (tabla 3).

é. Influencia de la genética en la edad de debut de DT1

La edad de debut de la DT1 tiene una distribucién bimodal?'0. Sin embargo, la
enfermedad puede comenzar a cualquier edad desde la primera hasta la novena
década de vida, y existen tantos individuos con DTl de debut pedidtrico como
adulto?. La enfermedad puede presentarse con una progresion rdpida, mds frecuente
en la infancia, o como una reaccién autoinmune mds lenta con anticuerpos positivos
durante largo tiempo antes del diagndstico4. Se desconoce la causa de estas
diferencias en la duracidon de la reaccién autoinmune y probablemente se deba, igual
que el desarrollo de la propia enfermedad, a una mezcla de factores genéticos y
ambientales. En este sentido, un estudio en parejas de gemelos monocigdticos con un
miembro afectado’” aporta datos que apoyan la existencia de un componente
genético mds fuerte en la DT1 de debut pedidtrico. En este estudio se describia que la
probabilidad de que el gemelo monocigético sano desarrollase DT1 a largo plazo era
mucho mayor si el individuo afectado por DT1 habia debutado antes de los 25 anos
(iesgo para el miembro no afecto del 38%) que si el miembro enfermo habia
debutado a los 25 afos o mds (riesgo para el miembro no afecto menor del 6%). Esto
parece indicar que la DT1 de debut temprano tiene un componente genético mayor
o mds agresivo que la enfermedad con un debut adulto, lo que daria como resultado
el iesgo aumentado que se observa en este estudio.

El estudio de la influencia de la genética en la edad de debut de la DTI se
encontré con un obstdculo en los primeros GWAS: la seleccidén de los pacientes con
debut adulto. Hasta los 19 anos, la DT1 es la causa mds frecuente de diabetes (90% de
los casos diagnosticados'), de modo que la probabilidad de clasificar errobneamente a
un adolescente con sinfomas de diabetes es baja. Sin embargo, entre los adultos la
proporcién se invierte y la DT1 supone menos del 10% de los casos de diabetes
diagnosticados2. En estos casos, la presencia de anticuerpos contra antigenos
pancredticos es de gran ayuda para diagnosticar la enfermedad, pero la clasificacion
de un paciente inequivocamente como DTl en la edad adulta puede suponer mds
problemas que en la edad pedidtrica. Por esta razén, varios de los grandes estudios en
genética de DT1, que resumimos en la tabla 4, establecen el diagnéstico en edad
pedidtrica entre sus criterios para la seleccién de pacientes, lo cual dificulta el estudio
de las diferencias que puedan existir en el componente genético de la DT1 pedidtrica
y adulta. Algunos grupos han recogido pacientes con unos limites de edad de
diagndstico mas altos: el GWAS de Cooper et al, publicado en 2008¢2, estudia la
poblacién GoKinD (Genetics of Kidney in Diabetes), un grupo de 1785 pacientes de
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DT1 recogido originariamente para estudiar la nefropatia diabética. Esta poblacién
admite pacientes con una edad de debut de hasta 30 anos’®. Sin embargo, los
estudios genéticos que se han realizado con ella¥42 no incluyen un andlisis de la
influencia de los genes en la edad de debut.

Tabla 4.- Estudios de barrido genémico y follow-up realizados en DT1. Todos los GWAS posteriores
al del WTCCC realizaron meta-andlisis con sus datos. El estudio de Barrett et al incluye un meta-analisis
de tres GWAS (WTCCC, Cooper y Barrett).

Analisis de
ANO DE ; ‘ la genética
ESTUDIO PUBLICACION POBLACION LIMITE DE EDAD en la edad de
debut
35 2007 2000 pacientes Diagnéstico antes
wreee GWAS britanicos de los 17 afios No
2007 . L
4000 pacientes y 2997 Diagnostico antes .
Todd et al”® Follow-up del " NP ~ Si
WTCCC familias britanicas de los 17 afos
563 pacientes y 1422
Hakonarson 2007 familias de Gran Diagnéstico antes No
et al®® GWAS Bretafia, EEUU y de los 18 afios
Australia
62 2008 Poblacion GoKinD? Diagnéstico antes
Cooper et al GWAS 1785 pacientes EEUU de los 31 afios No
2008 8064 pacientes y 3064
13 | Estudio en DT1 familias de EEUU, Diagnostico antes
Smyth et al de genes Finlandia, Irlanda, de los 17 afios No
asociados a EC Noruega y Rumania
Poblacién T1DGC®
3983 pacientes y 2319 . 2ot
Barrett et al* 2\9\2\9 familias de Gran Dldagrosggo a_ntes No
GWAS Bretaia, EEUU y e los 35 anos
Australia

2GoKinD: Genetics of kidneys in diabetes. Poblacién estadounidense recopilada para el estudio de enfermedades
renales en pacientes DT17%,

*TIDGC: Type 1 Diabetes Genetics Consortium. Consorcio formado en el afio 2002 con objeto de facilitar
recursos para el estudio de la genética de la DT1.

La Unica de las grandes poblaciones analizadas en GWAS que estd incluyendo de
manera regular estudios de la influencia genética en la edad de debut es la recogida
por el Type 1 Diabetes Genetics Consortium (TIDCG). Esta poblacion incluye individuos
diagnosticados hasta los 35 anos de edad?!, aunque la poblacion tiene una edad
media de debut que oscila alrededor de los 10 anos8! 82 y, por tanto, la mayor parte de
sus individuos tienen un debut pedidtrico.

El estudio de la edad de debut de la DT1 ha ganado interés en los Ultimos tres anos
y varios trabagjos han incluido andlisis de la influencia de la genética en la edad de
debut de la enfermedad’?81-84, Los primeros trabajos publicados en la era GWAS
describen asociaciones genéticas relacionadas con el adelanto en la edad de debut
de la DT1. No existe actualmente ningin estudio que describa un gen asociado
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exclusivamente a la edad adulta, algo que es comprensible puesto que pocos
estudios incluyen pacientes con debut adulto, y aquéllos que lo hacen se centran
generalmente en replicar asociaciones que se describieron por primera vez en
individuos con debut pedidtrico. Por tanto, a pesar de las primeras asociaciones
descritas (muchas de ellas aiun no replicadas en poblaciones independientes), el
estudio de los factores genéticos que influyen en la edad de debut de la DT1 es un
campo en el que aun queda mucho por estudiar y que resulta muy interesante de
cara a la prediccidn del riesgo genético a padecer la enfermedad.

7. El sistema inmunitario y la destruccién de las células

La destruccion de las células B que desencadena la DT1 estd mediada por un
conjunto de alferaciones del sistema inmunitario. La principal es la presencia de
linfocitos T autorreactivos en los islotes pancredticos, pero numerosos experimentos en
modelos animales y observaciones en pacientes de DT1 apuntan también a una
participacion del sistema inmunitario innato 'y a una respuesta inflamatoria
exacerbada frente a un estimulo desencadenante aln por determinarss.,

En este trabajo estudiamos la asociaciéon de 17 regiones cromosdémicas con la DT1,
que resumimos en la tabla 5 ordenadas cronoldgicamente segin el aino en que se
publicé la primera asociacién. Dentro de las regiones seleccionadas, 15 contienen
genes relacionados directamente con el funcionamiento del sistema inmunitario o con
la respuesta de las células B a la inflamacidon. Las dos regiones restantes contienen el
gen de la insulina que, aungue no tiene funcidén inmunitaria, estd relacionado con el
desarrollo de la autoinmunidad, y el gen G6PC2 (glucose-6-phosphatase catalytic 2)
que codifica una variante de la glucosa-é-fosfatasa expresada exclusivamente en las
células B y es el Unico gen incluido en este trabajo que no fiene una funcion
relacionada con el sistema inmunitario. Los ratones knock-out para G6PC2 tienen una
concentraciéon basal de glucosa en suero un 13% menor que los ratones wild-type y en
estudios de barrido gendmico completo se ha descrito la relacién de polimorfismos en
este gen con niveles ligeramente mds bajos de glucosa basal en humanosgs#?,

A confinuacién, daremos una visidn general de lo que se sabe sobre los
mecanismos que desencadenan la DTl vy situaremos los genes que hemos
seleccionado para este trabajo en su contexto funcional.

7.1. Generacion de linfocitos T autorreactivos en el timo:

Durante la generacién de repertorios de linfocitos T en el timo, estas células deben
formar receptores (TCRs: T cell receptors) que sean capaces de reconocer las
moléculas de HLA propias y que unan los complejos “HLA-antigeno propio” con una
avidez media. De este modo, se obtiene un repertorio de linfocitos que son capaces
de reconocer lo propio y no activarse en respuesta a autoantigenos. Para ello, los
linfocitos generados en el timo pasan por dos procesos de seleccion: la seleccidon
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Tabla 5.- Resumen de las regiones cromosémicas estudiadas en este trabajo.

12 Tipo de estudio en Estudios
o Region . Asociado a otras previos de | Estudio realizado en este i
iacion P Gen candidato | . Expresion
asocDaTc1 ona | cromosémica enfermedades (jeeg::b?ieci edad de trabajo P
debut
Multiples . 28,29 Timo
Gen candidato™ . L )
n 1970-1980 6p21 HLA enfermedades Estudios de ligamiento™ Si Replicacién de gen candidato Cel. SI
< autoinmunes Pancreas
= 1984 11p15 INS No Gen candidato® Si Replicacion de gen candidato Timo / Pancreas
?., 1996 2933 CTLA4 EC', EAIT® ARY | Gen g:rl‘g'g;ti‘éztg%t“d'o No Replicacion de gen candidato Cel. SI
S
S 2005
10p15 IL2RA Gen candidato®® Replicacion de gen candidato
© - L2 AR®%, EM® Gen candidato®® Si Cel. S
w 2007 22qq1 3 IL2RE GWAS® Replicacién de GWAS
2006 5p13 CAPSL-IL7RA EM®® GWAS® No® Replicacion de GWAS Cel. Sl
7932 IRF5 EM™, LES®, ECh™ Gen candidato™ No Estudio de gen candidato Cel. SI
2] 12p13 KLRB1-CLEC2D EM®® GWAS®* No Replicacion de GWAS Cel. Sl
< 2007 12913 ERBB3 No GWAS® Si Replicacion de GWAS Cel. SI/ Pancreas
= 16p13 CLEC16A 8 GWAS®* No Replicacion de GWAS Cel. Sl
(O] 18p11 PTPN2 ECh®, AR® EC" GWAS® No® Replicacion de GWAS Cel. SI/ Pancreas
2008 2g24 G6PC2 DT2%® Gen candidato No Estudio de gen candidato Pancreas
© 2932 STAT4 AR%® LES®™ Gen candidato®™ Si Estudio de gen candidato Cel. Sl
1] 2009 6g23 TNFAIP3 AR EC¥, LES® Gen candidato™ No Estudio de gen candidato Pancreas
17g21 STAT3 ECh®, EM% Gen candidato™ No Estudio de gen candidato Cel. Sl
2010 9933 TRAF1 AR'® Gen candidato®® No Estudio de gen candidato Pancreas

Cel. SI: células del sistema inmunitario; GWAS: genome-wide association study.

Los genes /L2 e IL2RB se han incluido en el apartado de genes descubiertos en la era pre-GWAS por cuestiones funcionales. Aunque el primer estudio de asociacién de
ambos a la DT1 fue el WTCCC, consideramos que en este caso resulta mas sencillo agrupar el andlisis de las tres regiones estudiadas en la ruta IL2-IL2R, en lugar de
respetar el orden cronolégico empleado en el resto del trabajo.

°En el presente trabajo se describe por primera vez la asociaciéon de los genes CAPSL-IL7R y PTPN2 con la edad de debut de la DT1. Ambos trabajos han sido

publicados'®""%2.




Introduccion

positiva, en la que se eliminan todos los linfocitos que han formado TCRs incapaces de
reconocer las moléculas de HLA propias, y la seleccidon negativa en la que se eliminan
los linfocitos T que poseen TCRs autorreactivos. Estos linfocitos unen el complejo “HLA-
autoantigeno” con alta avidez vy, si escapasen del timo y reconocieran uno de estos
complejos, podrian activarse e iniciar una respuesta autoinmune?.

En DT1, se cree que la generacién de linfocitos T reactivos a antigenos
pancredticos (figura 2) estd mediada por los haplotipos de susceptibilidad en el HLA,
que unirian los antigenos pancredticos con menor afinidad y permitiian que los
linfocitos T con TCRs contra antigenos pancredticos pudiesen sobrevivir a la seleccién
negativa. En estos casos, la unidon "HLA-autoantigeno-TCR autorreactivo” tendria una
avidez disminuida, debida a la menor afinidad del complejo HLA-autoantigeno, que
permitiria al linfocito T autorreactivo sobrevivir al proceso de seleccién negativas3! o,
continuar con la maduracién y salir a la circulacién periférica.

Los polimorfismos en el gen INS tienen un papel importante en la generacién de
linfocitos T autorreactivos. El polimorfismo con una mayor asociacién a la DT1 es un
minisatélite de tipo VNIR (variable number of tandem repeats), cercano a la region
promotora del gen, que influye en los niveles de transcripcion de insulina en el
timo103.104. | a unidad de repeticion de este VNTR puede formar hasta 194 alelos
distintos, aunque gracias a la bajisima frecuencia que presentan los alelos de tamano
intermedio se pueden clasificar todos estos alelos en tres clases: alelos cortos o de
clase | (26 a 63 repeticiones), alelos intermedios o de clase Il (64 a 139 repeticiones) y
alelos largos o de clase Il (140 a 210 repeticiones). Los alelos largos estdn relacionados
con una mayor expresion de insulina en el timo'%4, y se postula que esta mayor
expresion aumenta la probabilidad de contacto con el antigeno y dificulta el escape
de linfocitos T reactivos a insulina. Esto concuerda con las observaciones que senalan
que pacientes con DT1 portadores de alelos largos en el VNTR de la insulina tienen
titulos mds bajos de anticuerpos anti-insulina que aquellos que portan los alelos cortos
de susceptibilidad!os,

Durante el desarrollo timico, los linfocitos expresan el receptor de la interleucina 7
(IL7R), compuesto por la subunidad alfa especifica (IL7R o interleukin 7 receptor) y la
cadena gamma comun (yc), presente en los receptores de varias citoquinas?. El eje
IL7-IL7R es imprescindible para la maduracion de los linfocitos T en el timo, y se ha
observado que defectos en IL7R en humanos causan una inmunodeficiencia
combinada severa caracterizada por la ausencia de linfocitos T27. Ademds, algunos
estudios’® apuntan a un papel del eje IL7-IL7R en el desarrollo de los linfocitos T
reguladores (Tregs) en el timo. La regién 5p13 que incluimos en este trabajo, estd
asociada a DT1 y alberga el gen IL7R, pero también codifica un gen de funcion
desconocida (CAPSL o Calciphosine-like). El alto desequilibrio de ligamiento en el
blogue que contiene estos dos genes dificulta determinar el causante de la asociacion
y, aunque IL7R es un mejor candidato a participar en la patogenia de las
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enfermedades autoinmunes a las que se ha descrito asociado, los estudios genéticos
no pueden descartar la implicacién del gen CAPSL.

Insulina

HLA clase |

Insulina

Linfocito T citotéxico

HLA clase Il !l

Linfocito T cooperador
autorreactivo

Linfocito T cooperador

Ly

®_v

, @

Circulacién periférica

Linfocito T citotoxico
autorreactivo

Figura 2.- Generacién de linfocitos T en el timo.

7.2. La reaccién autoinmune en los islotes pancreaticos
Se pueden definir fres fases'?” en el proceso que lleva a la destruccion de las
células B en los islotes de Langerhans (figura 3):

a) Induccién de la inflamacién de los islotes (insulitis): uno o varios estimulos de

naturaleza desconocida desencadenan un proceso inicial de apoptosis en las células
B. Esta apoptosis genera seiales que i) desencadenan la sintesis de citoquinas
proinflamatorias por parte de las propias células del islote vy ii) atraen a células del
sistema inmunitario innato.

b) Amplificacién de la insulitis: las células del sistema inmunitario innato responden

al ambiente proinflamatorio de los islotes generando nuevas senales inflamatorias que
atraen a las células del sistema inmunitario adaptativo.
c) Mantenimiento de la insulitis o resolucion: una vez que se activa el sistema

inmunitario adaptativo, éste puede resolver la agresién que desencadend la insulitis o
prolongar y amplificar el estado inflamatorio hasta que se produce la pérdida
suficiente de células B para desencadenar los sinftomas de la DT1, algo que serd mds
probable en individuos genéticamente predispuestos a padecer la enfermedad.
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Figura 3.- Representacién esquematica de la reaccién autoinmune que podria tener lugar en los islotes pancreaticos

estudiados en este trabajo se destacan en negrita.
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Participacion de la inflamacién en la inducciéon de la insulitis
Se cree que la causa inicial de la muerte de las células B es la induccién de un

estado inflamatorio en el islote pancredtico, retfroalimentado por las propias células B,
que desemboca en la activacion de los sistemas inmunitarios innato y adaptativo'o’, El
agente detonante de la inflamacién en humanos no se conoce. En modelos animales
se ha estudiado extensamente la inflamacidén causada por infecciones viricas. Las
células B tienen sensores para captar productos de la replicacion viral como el ARN de
doble cadena y, ante estos estimulos, moléculas como TLR3 (Toll like receptor 3), RIG-1
(retinoid inducible gene 1) o MDAS (melanoma differentiation associated antigen 5,
codificado por IFIH1, un gen asociado a DT199) desencadenan la produccidn por parte
de la célula B de interferones de tipo | y citoquinas proinflamatoriasss. Algunos estudios
describen que los interferones de tipo | expresados en exceso o durante largo fiempo
pueden desencadenar la apoptosis de la célula beta'8109 En este trabagjo estudiamos
el gen IRF5 (interferon regulatory factor 5), que codifica un factor regulador de la
expresion de interferones de tipo | e induce la expresion de las citoquinas
proinflamatorias IL-6, IL-12 y TNF-o 110111 Estas y ofras citoquinas atraen células del
sistema inmunitario (macrofagos, células NK, linfocitos Ty B) que a su vez producen IFN-
v, IL-18 y TNF-a. Estas senales estimulan a las células B a i) producir mds citoquinas
proinflamatorias y ii) entrar en apoptosis, liberando autoantigenos al medio que
pueden ser captados por células presentadoras de antigeno (CPAs) y presentados por
HLA de clase 11'%7. La produccidn de interferones de tipo |, citoquinas proinflamatorias y
la apoptosis de las células B retroalimentan el estado de insulitis del islote pancredtico y
favorecen el reclutamiento de células del sistema inmunitario.

Las células B tienen mecanismos para amplificar la inflamacién, pero al mismo
tiempo cuentan con ofros mecanismos para protegerse de la apoptosis. En este
estudio analizamos tres genes con actividad anti-inflamatoria que se expresan en la
célula beta. La tirosin-fosfatasa codificada por el gen PTPN2 es un inhibidor de la
produccién de IFN-y 12, La sefidlizacién a fravés del receptor de IFN-y activa el factor
de transcripcion STATI (signal translucer and activator of transcription 1). Esta molécula
se fosforila, dimeriza y transloca al ndcleo, activando el factor de transcripcion T-bet (T-
cell specific T-box transcription factor) que desencadena la produccién de IFN-y. La
enzima PTPN2 actla inhibiendo la fosforilacion de STAT1 e impidiendo su translocacion
al ndcleo. Experimentos funcionales recientes apuntan a que el papel mds importante
de esta enzima en la patogenia de la DTl podria darse a nivel de la célula B: en
cultivos de islotes pancredticos en los que se ha silenciado la expresion de PTPN2, se
observa que las células B son mds sensibles a la apoptosis inducida por citoquinas pro-
inflamatorias, una sensibilidad que se recupera cuando se restablece la expresidn de
PTPN2113. Otro de los genes estudiados es TNFAIP3, que codifica la proteina A20, una
molécula con actividad antiapoptdtica que inhibe la accidn proinflamatoria de NF-xB
y TNF-a0 114, Segun un estudio, TNFAIP3 es el gen que sufre una mayor activaciéon en la
respuesta temprana de los islotes a estimulos pro-apoptdticos'’s. La pérdida de
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expresion de A20 en las células B las vuelve muy susceptibles a estimulos
proapoptdticos como TNF-a. Por Ultimo, hemos analizado el gen TRAFT (TNF receptor-
associated factor 1), un miembro de la familia de factores asociados al receptor del
TNF (TRAF) que forma parte, al igual que TNFAIP3, de los mecanismos de proteccion de
las células B contra la apoptosis mediada por citoquinas pro-inflamatorias''é. Se cree
que TRAF1 actua junto con TNFAIP3 y ofras moléculas elevando el umbral necesario de
inflamacidén para desencadenar la apoptosis en las celulas B 116,

La respuesta inmunitaria innata y la amplificacién de la insulitis
A pesar de la falta de especificidad de la inmunidad innata, este tipo de respuesta

tiene una gran importancia en la pérdida de células B en los islotes, puesto que
contribuye a generar el medio rico en citoquinas proinflamatorias que atrae y activa la
respuesta inmunitaria adaptativa.

Monocitos/macréfagos: los macréfagos producen IL-1217, que estimula  la
produccién de IFN-y y genera una respuesta linfocitaria fipo Th1. También sintetizan
TNF-a, IL-1B y especies reactivas de oxigeno que inducen la apoptosis en las células del
islote!18, Estudios recientes en ratones NOD (non-obese diabetic, principal modelo
animal de DT1) apuntan a que el reclutamiento de macréfagos a los islotes
pancredticos se produce por la secrecidn de quimiocinas por las células B y los
linfocitos T CD4119.120, Por su parte, los macréfagos colaboran en el desarrollo de los
linfocitos T CD8 autorreactivos que atacan a las células beta'?!. En DT1, un estudio
recientes4 ha encontfrado relacién entre variantes genéticas localizadas en el gen
ERBB3 (v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral encogen homolog 3), que codifica un
receptor de membrana, y la expresién de esta molécula en monocitos estimulados
con agentes que mimetizan un estado infeccioso. Ademds, en experimentos in vitro,
los mismos autores describen que cultivos de CPAs con niveles de expresion mds altos
de ERBB3 tienen una mayor capacidad de estimulacion de linfocitos T CD4. En
monocitos también se expresan las moléculas de HLA de clase Il y CLEC2D (C-type
lectin domain family 2 member D), que codifica LLT1 (lectin-like transcript), un receptor
de membrana que interacciona con el receptor NKRP1A (natural killer cell surface
protein P1A), expresado en la membrana de células natural killer (NK).

Células Natural Killer (NK): en experimentos en ratones NOD se ha descrito que las
células NK extraidas de los infilirados del pdncreas tienen un fenotipo activado,
proliferan mds y producen espontdneamente mayores cantidades de IFN-y 122123,
Ademds, la deplecidn de NKs previene la aparicion de DT1 en varias cepas de ratones
NOD'24125, La regidn 12p13, incluida en este trabajo, comprende los genes KLRB1 (killer
cell lectin-like receptor subfamily B member 1) y CLEC2D que codifican
respectivamente a los receptores NKRP1A (expresado en células NK vy linfocitos T) y LLT1
(expresado en monocitos, células dendriticas y linfocitos B) 126, La unién de LLT1 a
NKRPTA produce la disminucion de la expresion de este Ultimo, protege a la célula que
porta LLT1 de la lisis € inhibe la expresion de IFN-y. En células NK también se expresa
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CLEC16A (C-type lectin domain family 16 member A)&, un gen que codifica una
proteina de membrana de funcién desconocida presente en las CPAs. No se conoce
su funcién pero se ha visto que la proteina que codifica este gen tiene un dominio de
lectina tipo C, propio de proteinas dependientes de calcio que unen polisacdridos y
que fienen diversas funciones en la respuesta inmunitaria?’.

Células dendriticas convencionales (CDc) y células dendriticas plasmacitoides
(CDp): las CDc se encargan de la presentaciéon de antigenos por HLA de clase 1177,
mientras que las CDp estdn especializadas en el reconocimiento de dcidos nucleicos
virales'?”, En DT1 se han descrito experimentos que apoyan un papel de las células
dendriticas (CDs) tanto en la proteccion como en la patogénesis de la enfermedad, y
la diferencia parece radicar en el momento en que actian estas células. En
experimentos con ratones NOD, cuando se estimulaba la proliferacion de CDs en las
primeras fases de la respuesta autoinmune, esta proliferaciéon inducia el aumento de
Tregs y protegia contra el desarrollo de la enfermedad'?8. En cambio, cuando se
estimulaba a ratones que ya presentaban linfocitos T autorreactivos en sangre, la
proliferacién de las CDs producia un adelanto en el desarrollo de la DT1'%9,
probablemente porque su papel de CPAs induciria en etapas tardias la activacion de
linfocitos T autorreactivos, mientras que en fases tempranas favoreceria la activacion
de Tregs. Los genes CLEC16A, ERBB3 y CLEC2D descritos anteriormente, también se
expresan en las CDs80.84.126,

La capacidad de las CDp de producir IFNs de tipo | se ha relacionado con el
desencadenamiento de la DT1'29, Esto es interesante puesto que uno de los agentes
ambientales mdas estudiados en la DT1 son las infecciones virales, que estimularian a las
CDp a producir IFNs de tipo |, regulados por una serie de factores de transcripcion
entre los que se incluye el gen IRF5.

La respuesta inmunitaria adaptativa y el mantenimiento de Ia insulitis
La implicacion del sistema inmunitario adaptativo en la patogenia de la DT1 se

conoce desde antiguo', Los componentes del sistema inmunitario adaptativo
participan en la destruccién de las células B (a cargo de linfocitos T autorreactivos), en
la regulacion de la autoinmunidad (Tregs) y producen autoanticuerpos (linfocitos B)
gue permiten detectar de forma sencilla la presencia de una reaccidén autoinmune
qgue puede desencadenar en la DT1.

Linfocitos T: las células T CD4 y CD8 tienen un papel imprescindible en la
destruccion de las células B. En experimentos en ratones NOD se ha observado que la
enfermedad solo se reproduce en un ratdn sano cuando se inocula una mezcla de
linfocitos T CD4 y CD8, pero no cuando se fransfiere aisladamente una de las dos
poblaciones!3!. Por tanto, aunque los linfocitos T CD8 se consideran principales actores
en el dano celular!, no pueden ejercer su papel sin la ayuda de linfocitos T CD4. Los
linfocitos T CD8 pueden provocar la muerte celular por citotoxicidad mediada por HLA-
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[, y tanto éstos como los linfocitos T CD4 producen citoquinas que inducen a la célula B
a la apoptosis y favorecen el reclutamiento de células del sistema inmunitarioss.

Segun los estimulos que reciba un linfocito T, éste puede responder activando
genes que conduzcan a una respuesta Th1 (contra patdgenos intracelulares), Th2
(contra pardsitos extracelulares) o Th17 (relacionada con la inflamacién)?’. El factor de
transcripcién STAT4 (signal fransducer and activator of transcription 4) se activa en
respuesta a la sendalizacién por IL-12 y desencadena la produccion de IFN-y, que
polariza la respuesta inmunitaria hacia Th127. Esto ocurre tanto en linfocitos T como en
células NK, poblaciones en las que se expresa el receptor de la IL-12. En experimentos
en ratones NOD se observa que el blogueo de la expresion de Stat4 evita que los
ratones sufran la diabetes espontdnea que les caracteriza’32.

El factor de transcripcion STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3)
pertenece a la misma familia que STAT4. Sus funciones son muy amplias, participando
en procesos de apoptosis, orientacion de los axones neuronales y activaciéon de la
respuesta inmunitaria, aunque el proceso mds interesante para el estudio de las
patologias autoinmunes es su participacion como factor de diferenciacion de
linfocitos Th17133, una subpoblacion de linfocitos T relacionados con la inflamacién que
ha ganado mucha importancia en la patogenia de estas enfermedades.

El gen KLRB1, que codifica el receptor de membrana NKRPTA, se expresa en un
subgrupo de linfocitos T CD4 que producen IL-17 y tienen fropismo por el intestino'34. En
ECh se ha observado que esta poblacién aparece en las lesiones de la enfermedad
activa, y se postula que es un subgrupo de células Th17 que participa en la produccion
de dichas lesiones’4. La DT1 se ha considerado tradicionalmente una enfermedad
producida por una respuesta Th1 exacerbada 135, La participacion de la respuesta Th17
en DT1 estd menos estudiada que en otras enfermedades como ECh, pero no se
puede descartar que los linfocitos Th17 tengan algun papel en el desarrollo de la DT1.
Por tanto, la asociacidén que se observa en 12p13 podria estar relacionada con la
funcién del gen KLRBI1 en este subgrupo de linfocitos T.

Linfocitos T reguladores (Tregs): esta subpoblacidon de linfocitos T CD4 expresa
constitutivamente el factor de transcripcién Foxp3 (forkhead box P3), CTLA-4 y el
receptor de alta afinidad de la IL-2, y tiene un papel muy importante en la supresién
de la aufoinmunidad!3¢. Existe una inmunodeficiencia humana infrecuente
denominada IPEX (inmunodisregulaciéon, poliendocrinopatia, enteropatia, ligado al
cromosoma X), causada por una mutacion en el factor de franscripcidon FOXP3, que
produce la ausencia de Tregs'¥. Los pacientes con esta enfermedad desarrollan DT1,
un hecho que refuerza la importancia de las Tregs en la prevencidén de la enfermedad.

El gen CTLA4 codifica un regulador negativo de la activacién de linfocitos T que se
expresa fras la activacién del linfocito por una CPA via contacto CD80-86 (CPA) —
CD28 (linfocito T)?7. En la subpoblacion de Tregs, CTLA4 se expresa de forma
constitutiva®®, una caracteristica probablemente relacionada con el papel de esta
poblacién celular en la regulacion de la autoinmunidad. Otra molécula que se
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expresa de forma constitutiva en Tregs es el receptor de alta afinidad de la IL-2138,
formado por las subunidades alfa (IL2RA) y beta (IL2RB o intferleukin 2 receptor beta,
compartida con el receptor de la IL-15), y la cadena gamma comun (yc, compartida
con los receptores de varias citoquinas). La subunidad que confiere especificidad a
este receptor es la cadena alfa, codificada por IL2RA, y su expresion en membrana es
una de las caracteristicas de los Tregs. El eje IL2-IL2R es muy importante para el
mantenimiento de los Tregs y ésta es la Unica funcion de este eje no redundante con
otras citoquinas'3s8,

Linfocitos B: el papel de las células B en la DT1 parece reducirse a la presentacién
de autoantigenos a linfocitos T CD4 por el HLA de clase Il y la sintesis de anticuerpos
frente a anfigenos pancredticost13%. En los linfocitos B también se expresan las
moléculas codificadas por los genes CLEC16A, CLEC2D y ERBB3808412¢, Estudios de
transferencia de anficuerpos de ratones NOD enfermos a ratones sanos demuestran
que los anticuerpos producidos por los linfocitos B autorreactivos solo son una
manifestacion de la reaccidn autoinmune que estd teniendo lugar y no tienen
capacidad patogénica'#. En humanos, estos autoanticuerpos traspasan la placenta
durante la gestaciéon, y se ha observado que desaparecen a los pocos meses del
nacimiento sin provocar danos en el recién nacido'3?, algo que no es compatible con
una hipotética capacidad patogénica. Ademds, la descripcion de un paciente con
ausencia de linfocitos B por enfermedad de Bruton que desarrolld DT1141 replantea el
papel de los linfocitos B en la patogenia de la enfermedad. Actualmente, el papel
mds aceptado y demostrado es el de presentadores de antigeno a los linfocitos Ty
sintetizadores de autoanticuerpos que, aunque no son patogénicos, permiten detectar
la presencia de autoinmunidad anos antes del debut de la enfermedad.

La presencia aislada de un anticuerpo frente a antigenos pancredticos no sirve
para predecir la enfermedad puesto que hay individuos que pueden presentar
positividad para un anticuerpo sin ofras manifestaciones de DT1. Sin embargo, la
positividad para dos o mds anticuerpos o el cambio de positividad para un anticuerpo
a positividad multiple en un corto espacio de tiempo son signos indicativos de un alto
riesgo de padecer la enfermedad42143, Por tanto, aunque los anticuerpos confra los
antigenos pancredticos no son patogénicos, constituyen una manera sencilla y poco
invasiva de realizar un seguimiento a individuos con alto riesgo, principalmente
parientes en primer grado de un individuo afectado de DT1.

A pesar de toda la informacidn proporcionada por los modelos animales y por los
estudios que se han podido redlizar en pacientes de DT1, adn existen grandes
incognitas en la patogenia de la DT1. La principal de ellas es cudl es el estimulo
desencadenante de la insulitis que desemboca en la enfermedad, pero también
existen ofras como qué papel desempenan las infecciones por enterovirus (mMmds
frecuentes en pacientes de DT1 que en individuos sanos'8), o cudl es el curso de la

reaccion autoinmune (ges una reaccidén continua y progresiva o sigue un patrén
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remitente-recurrente?), todas ellas cuestiones importantes para lograr prevenir la
enfermedad o para desarrollar estrategias encaminadas a frenar la reaccion

autoinmune una vez comenzada.
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Objetivos

Nuestro objetivo principal en este trabagjo es analizar la asociacion de una serie de
regiones cromosémicas con la susceptibilidad o proteccién a desarrollar DT1 y estudiar
la influencia de las variantes genéticas seleccionadas en la edad de debut de la
enfermedad. Denfro de este objetivo general, establecemos unos objetivos concretos:

1. Estudio de genes asociados a la DT1 en la era pre-GWAS:

. Estudio de la susceptibilidad o proteccién a DT1 conferida por genes y
haplotipos dentro de la regidon HLA de clase Il diferentes a los cldsicamente
asociados a la enfermedad.

. Andlisis de la influencia de genes cldsicos asociados a DT1 (HLA, INS,
CTLA4 e IL2RA) en la edad de debut de la enfermedad.

2. Asociaciones genéticas descubiertas en la era GWAS:

o Replicacién en poblacién espanola de regiones cromosémicas
asociadas a DT1 descubiertas en estudios de barrido genémico (4927, 5p13,
12p13, 12913, 16p13, 18p11, 22913).

. Estudio del efecto en la predisposicién a DT1 de genes candidatos que
se han descrito asociados al riesgo a sufrir ofras enfermedades autoinmunes
(IRF5, STAT4, TNFAIP3, STAT3, TRAF1) y de un gen candidato relacionado con el
metabolismo de la glucosa (G6PC2).

. Andlisis de la influencia de las regiones cromosdmicas seleccionadas en
la edad de debut de la DTI.
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Material, métodos y pacientes

1. Pacientes:

Este trabajo se ha realizado con 451 pacientes y 888 controles sanos reclutados
entre donantes de sangre y personal del Hospital Clinico San Carlos. A confinuacién se
describen las caracteristicas de ambas poblaciones.

- Pacientes de DT1:
Disponemos de muestras de ADN y datos clinicos de 451 individuos (47% mujeres)

caucdsicos de ascendencia espanola. El 62.5% de la muestra de pacientes procede
del Servicio de Endocrinologia del Hospital General Universitario Ramén y Cajal. El resto
provienen de los servicios de Pediatria, Endocrinologia y Medicina Interna del Hospital
Clinico San Carlos (HCSC). Todos los pacientes han sido diagnosticados segun los
criterios de la American Diabetes Association (ADA)2.

Nuestra poblacién estd compuesta por individuos con debut pedidtrico y adulto
de la enfermedad. Disponemos del dato de edad de debut en 415 pacientes, dentro
de los cuales la edad de debut minima es inferior a un afo y la mdxima de 65 afos. La
media es de 18.6 anos (+11.1) y la mediana de 16 anos.

Los pacientes adultos se han clasificado como DTl en funcién de fres criterios:
presencia de autoanticuerpos, complexion delgada y requerimiento de insulina
exdbgena desde el momento del diagndstico. En caso de ausencia de
autoanticuerpos, algo que puede ocurrir en el 10-15% de los pacientes de DTI, el
diagndstico se ha readlizado basdndose en los criterios de la ADA mds criterios de
complexion fisica y requerimiento de insulina. Cabe resaltar que los pacientes adultos
con un diagndstico mds tardio (+35 afos), que son agquellos que pueden presentar
mayor dificultad, presentaron todos autoanticuerpos positivos al diagndstico.

Hemos recopilado los datos de autoanticuerpos de 264 pacientes. Se ha
considerado a un paciente positivo para autoanticuerpos cuando presenta en suero
uno o mds de los siguientes: anti-islotes pancredticos (ICAs), anti-IA2 y anfi-glutamato
descarboxilasa (anti-GAD). Los anticuerpos anti-islotes pancredticos se han
determinado mediante inmunofluorescencia indirecta (IMMCO Diagnostics, USA). Los
anticuerpos anti-lIA2 y anti-glutamato descarboxilasa se han determinado mediante
ELISA (RSR Ltd, UK).

Disponemos del tipaje de HLA para 442 pacientes. En la distribucion de los distintos
haplotipos (tabla 6) se puede observar la predominancia de los haplofipos de
susceptibilidad DRBI*03-DQAT*05:01-DQB1*02:01 'y DRBI1*04-DQAT*03:01-DQB1*03:02
(aproximadamente el 90% de los pacientes posee al menos uno de ellos) y la baja
frecuencia del haplotipo de proteccidon DRB1*15:01-DQAT1*01:02-DQB1*06:02.

Todos los pacientes eran insulin-dependientes en el momento de la incorporaciéon
a la muestra. En todos los casos se pidid el consentimiento informado para la inclusién

en el estudio. Se pueden consultar mds datos sobre la poblaciéon en la tabla 6.
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- Controles:

Nuestra poblacién control estd integrada por un mdximo de 888 personas (53.7%
mujeres) sin antecedentes personales o familiares de enfermedades autoinmunes.
Parte de la muestra procede de donantes de sangre y otra parte ha sido recogida
entre trabajadores del Hospital Clinico San Carlos. La edad de los individuos en el
momento de recogida de la muestra es superior a los dieciocho anos, y fodos
proceden del drea metropolitana de Madrid. Solo se han incorporado al estudio
controles caucdsicos de ascendencia espanola.

Por problemas de disponibilidad de muestra, el fipaje de HLA se ha realizado en
619 individuos, o que supone el 69.6% de la poblacién control. Los haplotipos DRB1*03-
DQA1*05:01-DQB1*02:01 y DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02, que son mayoritarios en la
poblacién de pacientes de DT1, aparecen en el 38% de los controles, una frecuencia
gue concuerda con la observada para dichos haplotipos en poblacién caucdsica.

Se pueden consultar mds datos sobre la poblacion y su comparacién con la
muestra de pacientes de DT1 en la tabla 6.

2. Recogida de datos:

Se han recopilado los siguientes datos de cada paciente en una base de datos
Access:

- Nombre y apellidos, para evitar la repeticion de muestras y conftrolar la inclusiéon
de parientes (especialmente hermanos).

- Sexo.

- Hospital de procedencia.

- Edad de debut y presencia de anticuerpos mediante estudio de las historias
clinicas.

- Fecha de incorporacién a la muestra de estudio.

- Diagnéstico de diabetes tipo 1 positivo.

- Etnia caucdsica y ascendencia espanola.

En el caso de los individuos control, se recogen los siguientes datos:

- Nombre y apellidos, con objeto de evitar la repeticién de muestras.

- Sexo.

- Fecha y lugar de nacimiento, del que se exiraen la edad actual y el origen del
individuo.

- Fecha de incorporacién a la muestra de estudio.

- Ausencia de enfermedades autoinmunes en el sujeto o familiares de 1° grado.

Tanto en el caso de los individuos control como de los pacientes, a cada muestra
se le asigna un nUmero identificativo que sustituye al nombre y apellidos, y con el cual
se frabajard en lo sucesivo. Ambas bases de datos han sido protegidas por contraseia
para salvaguardar la privacidad de los parficipantes en el estudio.
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Tabla 6.- Datos generales de las muestras de pacientes DT1 y controles empleadas en el estudio.

TOTAL
SEXO

PROCEDENCIA

EDAD de DEBUT

ANTICUERPOS

Pacientes con dato
Hombres
Mujeres

H.G.U. Ramén y Cajal
HCSC y otros

Pacientes con dato
DRB1*03 0 DRB1*04—-DQB1*03:02

No DRB1703, no DRB1*04-
DQB1703:02, no DRB1*15:01

DRB1*03/ DRB1*04-DQB1*03:02
DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01
DRB1*04-DQA1703:01-DQB1703:02
DRB1*04-DQA1703:01-DQB1703:01
DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02

Pacientes con dato
Media

Desviacion estandar
Mediana

Rango intercuartilico
Minimo

Maximo

Pacientes con dato
Positivos
Negativos

Pediatricos

(debut 16 afios 0 menos)

Positivos
Negativos
Adultos
(debut mayor de 16 afos)
Positivos
Negativos

DT1
N
451

449
239
210

282
169

442
393
49

111

280

224
14

415
18.6 afios
11.1
16 anos
11.0-25.0
0 afos
65 afos

264

184
80
126

73
53
134

108
26

%

99.6
53.2%
46.8%

62.5
37.5

98.0
88.9°
11.1°

25.1°
63.4°
50.7°
3.2°
0.7°

92.0

58.5
69.7
30.3

57.9
421

80.6
19.4

CONTROLES
N %
888
874 98.4
395 4522
477 54.6%
0 0.0
888 100.0
619 69.6
234 37.8°
296 47.8°
19 3.1°
159 25.7°
97 15.7°
26 42°
112 18.1°

Porcentajes referidos al n°

de pacientes con dato de
anticuerpos.

o

Porcentajes referidos al n®
de pacientes pediatricos con
dato de anticuerpos

Porcentajes referidos al n°

de pacientes adultos con
dato de anticuerpos

® Porcentajes referidos al n® total de pacientes o controles con el dato SEXO.

e Porcentajes referidos al n? total de pacientes o controles con el dato HLA.
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3. Procesamiento de las muestras:

De cada participante se obtiene una muestra de sangre de 5 o 10 ml
anticoagulada con EDTA. De ella se aislan los nucleos de las células nucleadas de la
sangre (linfocitos, granulocitos y monocitos), y de estos nUcleos se extrae el ADN por un
proceso de precipitacién salina o salting out!44,

Obtencién de los nucleos celulares

La sangre entera se diluye en un tampdn de lisis que contiene Tritdn X-100, sacarosa
y sales minerales. Dicho tampdn tiene la fuerza suficiente para lisar las membranas
celulares y los eritrocitos, pero deja las membranas nucleares intactas, permitiendo
separar los nUcleos celulares por centrifugacion.

Aislamiento de ADN
El aislamiento de ADN se lleva a cabo mediante la técnica de salting out, elegida

por su alto rendimiento y facilidad de ejecucidn, que permite obtener altas cantidades
de ADN de una pureza 6ptima a bajo coste.

Mediante la técnica de salting out, se degradan las membranas nucleares de los
nUcleos extraidos en el paso anterior, liberando el ADN vy las proteinas al medio de
reacciéon. El exceso de proteinas se elimina mediante una incubacion con la enzima
proteinasa K y precipitacidon con cloruro sédico. Posteriormente, el ADN se precipita
con isopropanol, que produce su agregacién en una tipica forma de medusa. Esta
medusa se resuspende para su conservacion en tampdn TE o agua destilada.

Mediante esta técnica se obtienen muestras de 800 ul de ADN con una
concentracién que oscila generalmente entre los 200 y los 500 ng/ul.

Cuantificacién y conservacién de las muestras

Las muestras se cuantifican en un espectrofotdbmetro Nanodrop V1000. Este
aparato permite la cuantificacién de ADN a partir de volUmenes muy pequenos (1-2
ul) y Unicamente requiere que las muestras estén muy bien homogeneizadas ya que,
debido al escaso volumen sobre el que se realiza la cuantificacion, se podrian obtener
mediciones erréneas en muestras que presenten agregados de ADN.

La cuantificacién del ADN por espectrofotometria se realiza a partir de la
absorbancia de la muestra a una longitud de onda de 260 nandmetros, radiacion
ultravioleta que el ADN absorbe especificamente. Al mismo tiempo se mide la
absorbancia de la muestra a 280 nandmetros, especifica del enlace peptidico y que
sirve para cuantificar la cantidad de proteina que contiene la muestra. La ratio entre
la absorbancia a 260 nm (ADN) y la absorbancia a 280 nm (proteinas) es una medida
de la pureza de la muestra. Se considera una muestra con una buena pureza cuando
su ratio ADN:proteinas oscila entre 1.7 y 1.9, es decir, la muestra contiene
aproximadamente el doble de ADN que de proteinas.

Una vez cuantificadas las muestras y comprobada su pureza, se procede a realizar
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diluciones de trabadjo a una concentracion estdndar de 10 ng/ul a partir de la muestra
madre. Las diluciones de frabajo se conservan refrigeradas a 4°C mientras que las
muestras madre de ADN se congelan a -70°C.

4. Genotipado de los genes HLA:

El tipaje de los alelos del HLA de clase Il se ha llevado a cabo por la técnica PCR-
SSOP (Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific Oligonucleotide Probe) en dos
métodos distintos: dot blot y tecnologia Luminex. En los dos casos, el fundamento de la
técnica consiste en la amplificacién por PCR del gen a tipar (DRB1, DQAT o DQBIT), la
hibridacion de los amplificados con sondas especificas de alelo y la deteccidon de los
conjuntos “sonda especifica-amplificado”.

Genotipado de HLA de clase |l por dot-blot:
El tipaje por dot-bloté! es una técnica de bajo coste que permite procesar varias

muestras a la vez ofreciendo un fipaje de baja resolucién. La técnica consiste en la
amplificacién por PCR del segundo exén de los genes HLA DRBI1, DQAT y DQBI, en el
que se encuentra la mayor variabilidad. Estos amplificados se transfieren a membranas
de nylon vy se hibridan con sondas especificas de un alelo o un conjunto de alelos. Las
sondas estdn marcadas y se revelan por quimioluminiscencia. En funciéon de las sondas

hibridadas se determinardn los alelos HLA de clase Il presentes en el individuo.

Genotipado de HLA de clase |l por tecnologia Luminex:
La tecnologia Luminex permite el tipaje de baja o alta resolucion, dependiendo de

las caracteristicas del kit utilizado. En este estudio se han empleado kits de baja
resolucidon que ofrecen unos resultados comparables a los de la técnica de dot-blot
con una mayor rapidez (cinco horas frente a tres dias) y una mayor facilidad de
interpretacién de los resultados, con la contrapartida de un coste mds alto.

El genotipado del HLA por tecnologia Luminex consiste en la amplificacion por PCR
del segundo exdn de los genes HLA DRBT, DQAT y DQBI. Los amplificados se hibridan
posteriormente con sondas especificas de uno o varios alelos que estdn unidas a unas
bolas sintéticas o beads. Estas bolas estdn coloreadas con la combinacién de dos
fluorocromos en distintas proporciones, lo cual les confiere una coloracidén diferente en
funcién de la cantidad de cada fluorocromo que posean. Este procedimiento permite
la creacién de hasta cien poblaciones distintas de fluoroesferas, y por tanto, la
presencia de cien sondas diferentes para la hibridacion, una por cada tipo de bola.

En el proceso de PCR, los amplificados quedan marcados con biotina en la regiéon
del primer. Estos amplificados se hibridan con las bolas o beads que contienen las
sondas especificas de alelo. Una vez finalizada la hibridacion, se ailade estreptavidina
conjugada con ficoeritrina (PE) al medio de reaccién. La estreptavidina se unird a la
biotina de los primers marcados y todo el medio de reaccion (exceso de
estreptavidina, exceso de amplificado, bolas no conjugadas y los conjuntos “bola +
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amplificado marcado con estreptavidina-PE") se lee en un citdmetro Luminex X100. El
citbmetro reconocerd como positiva Unicamente la fluorescencia de los conjuntos
“bola hibridada + amplificado marcado con estreptavidina-PE”. A partir del “color” de
la bola, el software de interpretacion de resultados reconocerd la sonda que lleva
unida y el alelo o alelos a los que corresponde dicha sonda. De este modo, en funcion
de las sondas positivas, el programa proporcionard el tipaje de la muestra.

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

El genotipado de SNPs se lleva a cabo mediante tecnologia TagMan. Esta
tecnologia consiste en la realizacién de una PCR a tiempo real (RT-PCR) con un
conjunto de primers que acotan la regidn donde se encuentra el alelo a genotipar y
dos sondas complementarias de cada uno de los alelos posibles, marcadas con un
fluorocromo diferente y un secuestrador de fluorescencia o quencher. Cuando la
sonda estd integra, el quencher absorbe la fluorescencia del fluorocromo. En cambio,
si la sonda hibrida con el ADN, se degradard durante la sintesis de cada amplificado
debido a la actividad exonucleasa 5'>3" de la polimerasa, liberando el fluorocromo y
el quencher al medio de reaccién y permitiendo que el primero emita fluorescencia.

En cada ensayo, se realiza la PCR con dos sondas especificas de los dos alelos
posibles y marcadas con un fluorocromo (FAM™ o VICT®). A medida que la reaccién
de PCR avanza, se observard un incremento en la fluorescencia que marca el alelo o
alelos presentes en el individuo, debido a la degradacién de sonda marcada que
acompana a la sintesis de cada amplificado. De este modo, al final de la reaccidn los
individuos homocigotos presentardn un aumento en una sola fluorescencia, mientras
que los heterocigotos mostrardn una elevacién de las dos fluorescencias.

El genotipado de las muestras se realiza mediante sondas TagMan en un aparato
de PCR a fiempo real 7900HT (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) en las siguientes
condiciones estdndar: 1) 2 minutos, 50°C (activacién de amperasa presente en la
master mix), 2) desnaturalizacion del ADN (10 minutos, 95°C), 3) cuarenta ciclos de
amplificacién mediante un primer paso de desnaturalizacion (15 segundos, 92°C) y un
segundo de hibridacién de primers y sintesis de ADN (1 minuto, 60°C).

Se puede consultar un listado de todos los polimorfismos analizados en este trabajo
en la tabla 7.
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Tabla 7.- Listado de polimorfismos incluidos en el estudio. MAF (minor allele frequency) calculada en controles.

Region

Gen

candidato

SNP

Referencia

Localizacion

Cambio
nucleotidico

Cambio

aminoacidico

MAF

controles

rs1402837 C__8813497_10 Promotor C/T T (0.20)

20243 GEPC2 rs16856159 C__34242909_10 Intrén AG A (0.13)
rs560887 C___ 323082_10 Intrén (frontera) C/IT T (0.27)

rs17539351 C__3424899_10 3'UTR C/T T (0.08)

24323 STAT4 rs7574865 C__29882391_10 Intrén G/IT T (0.21)
rs9967792 C___29484664_10 Intrén C/T T (0.40)

rs5742909 C__27834180_10 Promotor C/IT T (0.09)

2qg33.2 CTLA-4 rs231775 C___2415786_20 Exén G/T Thr17Ala T (0.29)
rs3087243 C___3296043 10 3'UTR A/G G (0.48)

L2121 rs11938795 C__26012982_10 Regién intergénica C/IT C (0.27)

4927 TENR rs17388568  C__33129431_10 Intron AG A (0.27)
rs6822844 C__28983601_10 Regién intergénica G/T T(0.13)

CAPSL rs1010601 C___8811808_10 Intrén C/T C (0.41)

rs1445898 C__8811801_1_ Exén C/T Arg75Gin T (0.45)

5p13.2 rs6897932 C___2025977_10 Exén C/T Thr244lle T (0.26)
IL7R rs987106 C__ 8811858_10 Intrén (frontera) AT T (0.47)

rs3194051 C__25616805_10 Exén AG lle356Val G (0.29)

60233 TNEAIP3 rs6920220 C__29431952_10 Regién intergénica AIG A (0.19)
rs10499194 C__ 1575581_10 Regién intergénica C/IT T(0.32)

7432 IRF5 rs4728142 C___ 2691222 10 Promotor AG A (0.47)
rs3807306 C___2691231_10 Intrén G/T G (0.49)

rs10818488 C___2783655_10 3'UTR AG A (0.36)

rs3761847 C__2783640_10 Promotor AIG G (0.36)

9qg33.2 TRAF1/C5 rs2416806 C___2783641_10 Promotor C/G G (0.30)
rs2269059 C__15875924_10 Intrén AT A (0.07)

rs13440146 C__30830632_10 Intrén G/T T (0.06)

IL2RA rs2104286 C__16095542_10 Intrén C/T C (0.22)

10p15.1 RBM17 rs41295061 By design Regidén intergénica A/C A (0.07)
rs11594656 C__11646696_10 Promotor AT A (0.32)

11p15.5 INS rs689 C___1223317_10 Intrén (frontera) AT A (0.28)
12p13.31 KLRB1 rs4763655 C___2661112_10 Intrén AG A (0.36)
CLEC2D rs11052552 C__32169467_10 3'UTR G/T G (0.49)

ERBB3 rs2292239 C__15967467_10 Intrén A/C A (0.40)

12913.2 SUOX rs10876864 C__ 1523411_10 3'UTR AG G (0.48)
RAB5B rs773107 C___8340401_10 Intrén A/G G (0.38)

rs2903692 C__15941578_10 Intrén AG A (0.42)

16p13.13 CLEC16A rs6498169 C__29080959_10 Intrén AG G (0.32)
rs11074956  C__ 3189858_10 Regién intergénica G/T T (0.39)

rs3809758 C__25800969_10 Intrén C/T C(0.21)

17q21.2 STAT3 rs1026916 C___7530551_20 Intrén AG A (0.38)
PTRF rs744166 C___3140282_10 Intrén AG G (0.42)

rs12948909 C__31652022_10 Intrén A/C C (0.29)

18p11.21 PTPN2 rs2542151 C___3043363_10 3'UTR G/IT G (0.14)
rs478582 C___ 1623598 10 Intrén C/T C (0.48)

rs3218253 C__27917605_10 Intrén AG A (0.29)

22q12.3 IL2RB rs743777 C___2403397_10 Promotor AG G (0.36)
rs9622555 C_ 29519411 Promotor G/T T (0.33)
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é. Andlisis estadistico de los resultados:

Una vez finalizado el genotipado de las muestras, los daftos de los genotipos de
cada individuo se incorporan a la base de datos para su andlisis.

En primer lugar, se comprueba que las frecuencias alélicas y genotipicas de cada
polimorfismo en la poblacidn control cumplen los criterios del equilibrio de Hardy-
Weinberg. En caso de que la diferencia entre las frecuencias esperadas segin el
equilibrio de Hardy-Weinberg y las observadas en la muestra sea significativa (p<0.05),
se descarta el andlisis de dicho polimorfismo.

Como medidas de control de calidad del genotipado, en aquellos genes en los
qgue se analiza mds de un polimorfisimo se comprueba que el desequiliorio de
ligamiento entre dichos polimorfisimos (medido como D' y r2) concuerda con el
estimado para la poblacion caucdsica incluida en el Proyecto Hapmap!4. El
porcentaje de éxito del genotipado (proporcidon de muestras con genotipo) supera el
95% en todos los casos. Ademds, se repite el genotipado en el 5-10% de las muestras,
con un porcentaje de concordancia superior al 99%.

A partir de las frecuencias genotipicas, se calculan las frecuencias alélicas y las
frecuencias de portadores de cada alelo en la poblacién control, en la muestra de
pacientes general y en la misma muestra estratificada por edad de debut para realizar
un estudio de la influencia de la genética en la edad de comienzo de la enfermedad.
Este estudio se ha realizado en fodos los genes, incluso aunque no se encuentre
asociacién entre el gen y la DT1 general, por dos razones:

1) para estudiar separadamente la asociacion del gen en una poblacién
comparable en edad a las de los grandes estudios genéticos (pedidtrica), y en la
poblacién excluida de dichos estudios (adulta).

2) para averiguar si existe alguna asociacién que se restrinja Unicamente a un
grupo de edad y que podria verse diluida al estudiar dicho grupo con ofro en el que
no hay asociacion o la asociacion es mds débil.

Para el andlisis estratificado por edad de debut se ha dividido la poblacién en dos
estratos, tomando como edad limite los 16 anos y considerando a aquellos pacientes
con edad de debut igual o inferior a 16 ainos como pacientes con debut pedidtrico y
a los pacientes con edad de debut superior a 16 anos como pacientes con debut
adulto de la enfermedad. Se ha seleccionado esta edad por ser el limite mds usado en
los grandes estudios genéticos en DT1 para la inclusion de pacientes, y ademds por
coincidir con la mediana de nuestra distribucion.

Los andlisis caso-control y por estratos se realizan mediante la construccién de
tablas de contingencia 2x2 y comparacién por el test Chi-cuadrado o Test exacto de
Fisher, cuando la frecuencia esperada de alguno de los valores es inferior a cinco.
Ambos andlisis se han llevado a cabo con el programa Statcalc (Epilnfo vé).

El andlisis de la edad como variable continua se ha realizado mediante test no
paramétricos debido a que la edad de debut en DT1 no cumple los criterios de una
distribucion normal. Se ha utilizado el test U de Mann Whitney para el andlisis de la
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edad estratificada por alelos o portadores de un alelo, y el test de Kruskall-Wallis para
el andlisis de la edad de debut estratificada por genotipos. En algunos casos también
se ha estudiado la edad de debut mediante curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier, considerando el periodo de supervivencia como el tiempo que el individuo
permanece libre de la enfermedad (desde el nacimiento hasta el diagndstico de DT1).
Dichos andlisis, asi como el cdlculo de los distintos estadisticos de la muestra y sus
estratos, se realizaron con el paquete estadistico SPSS v.15.0 (Chicago, lllinois, USA).

En aquellos genes o regiones génicas en los que se han estudiado varios
polimorfismos en desequilibrio de ligamiento, se ha analizado la distribucién de los
haplotipos formados por dichos polimorfismos. Los haplotipos se han estimado
mediante el algoritmo Expectacidén-Maximizacién implementado en el programa
Haploview v4.0.

En algunos casos se ha realizado un andlisis de la homogeneidad de nuestra
poblacién con las poblaciones de estudios ya publicados. Este andlisis se ha llevado a
cabo mediante el test de homogeneidad vy el estadistico 12 incluidos en el programa
Review Manager 5.0 (Copenhagen: The Nordic Cochrane Centre, The Cochrane
Collaboration, 2008). Segun este test se considera que las poblaciones analizadas son
heterogéneas cuando el valor p es inferior a 0.10 y el valor del estadistico 12 superior a
60-65%. También se ha realizado meta-andlisis con datos de ofras poblaciones
mediante la evaluacién de la homogeneidad de las muestras en estudio y el andlisis
conjunto de las poblaciones seleccionadas con el test de Mantel-Haenzel,
implementados ambos en el programa Review Manager 5.0 (Copenhagen: The Nordic
Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration, 2008).
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Andlisis de asociaciones descritas

en la era pre-GWAS

En este capitulo incluimos el estudio de genes cldsicos de susceptibilidad a DT1. En
la mayoria de los casos la asociaciéon a la enfermedad ya estd consolidada, pero
consideramos que su estudio en nuestra poblacion es interesante por las siguientes
razones:

- El estudio de estos genes nos permite evaluar el frasfondo genético cldsico de la
DT1 en nuestra poblacién y compararlo al de otras poblaciones mds estudiadas, como
las norte-europeas. Esto es especialmente interesante en la susceptibilidad conferida
por los genes HLA, que presentan una variabilidad geogrdfica mds acusada que ofros
genes.

- El estudio del gen INS, uno de los pocos que estdn asociados Unicamente a DT,
nos permite aportar pruebas de que nuestra poblacion de debut adulto estd formada
por individuos con un frasfondo genético caracteristico de la DT1, y que no incluye
individuos diagnosticados incorrectamente.

- La influencia de los genes cldsicos de susceptibilidad en la edad de diagndstico
de la DT1 se ha estudiado poco. Nuestra poblacién contiene un 50% de pacientes con
debut adulto y, por tanto, ofrece la oportunidad de estudiar estas asociaciones en una
muestra con un margen de edades mds amplio que muchos estudios realizados hasta
la fecha.

Region 6p21 (HLA) 1974

Region 11p15 (INS) 1984

Region 2933 (CTLA4) 1996

Regiones 4927, 10p15y 22913
(IL2, IL2RA e IL2RB)

2005-2007
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Resultados y discusion

Regidn ép21 (genes HLA)

Primer estudio en DT1: Nerup et al (1974)28
Replicacion de genes candidatos

El complejo HLA es la regién cromosdémica con una mayor asociacion a la DT,
suponiendo el 50% de la carga genética total de la enfermedad?®. El efecto de los
principales haplotipos de susceptibilidad (DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 y DRB1*04-
DQAT1*03:01-DQB1*03:02) y proteccion (DRBI1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02) descritos
para la enfermedad3’ se replica en nuestra muestra (tabla 8).

Tabla 8.- Estudio de los principales hapotipos clasicos que confieren susceptibilidad o proteccion a DT1.
Se presentan las diferentes combinaciones ordenadas por riesgo (medido como odds ratio) decreciente.

DTH1 Controles

GENOTIPO (n=442)  (n=618) P

OR

Homocigoto DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1703:02 23 (5.2%) 1(0.2%) 1.0x107 33.92 (5.45-1399)

Homocigoto DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 63 (14.3%) 9 (1.5%) 3.0x10™  11.27 (5.34-24.57)

DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01

111 (24.9%) 19 (3.1%) 3.6x10% 10.59 (6.24-18.15)
DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02

DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02— X (no DR3) 113 (25.1%) 76 (12.3%)  2.5x10°® 2.45 (1.76-3.43)

DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 — X (no DR4) 163 (36.9%) 135 (21.8%) 7.3x10° 2.09 (1.58-2.77)

DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 — X 3(0.7%)  112(18.1%) 2.3x107"° 0.03 (0.01-0.09)

Los haplotipos de riesgo en diferentes combinaciones estdn presentes
aproximadamente en el 90% de los enfermos de DT1 frente al 38% en controles sanos
(OR=13.20 [9.29-18.79], p=1.5x10¢2). En este estudio, nos proponemos analizar el resto
de pacientes que no portan los principales haplotipos de suscepfibilidad/proteccion
(DRB*03, DRB1*04 y DRBI1*15:01), en busca de ofros alelos en el HLA que puedan estar
asociados a la DTI1. Este estudio supone una ampliacion de un trabagjo anterior de
nuestro grupo en el que se analizaban haplotipos diferentes a los cldsicos que hemos
detallado en la tabla 8. Desde la publicacién de dicho articulo en el aio 2005, se ha
aumentando el subgrupo de pacientes sin alelos cldsicos de susceptibilidad en el HLA
de 29 a 49 individuos. Por tanto, resulta interesante reanalizar de nuevo los datos para
determinar si las asociaciones descritas anteriormente se fortalecen con un aumento
en el famano de muestra.

Por ofro lado, estudiamos la influencia de los haplotipos de suscepfibilidad y
proteccién cldsicos en la edad de debut de la enfermedad.
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- Estudio de haplotipos no cldsicos dentro del HLA:

En la bibliografia se han descrito asociaciones a DT1 en alelos del HLA diferentes a
los cldsicos asociados a la enfermedad. Estos haplofipos fienen principalmente efecto
protector, como seria el caso del DR7 o el DR5 (DRBI1*]1)2231.146, En nuestro estudio,
seleccionamos la poblacidn negativa para los haplotipos de susceptibilidad vy
proteccién cldsicos, y analizamos el efecto de los alelos del gen DRBI, de algunos
haplotipos de clase Il enteros y de haplotipos DQAIT-DQBI descritos anteriormente en
otros trabagjos. Se pueden consultar todos los resultados en la tabla 2.

El alelo DRBI*01 se encuentra elevado en pacientes de DTl con respecto a
controles (tabla 9). Sin embargo, se debe tener en cuenta que, en poblacién europea,
el alelo DRBI1*01 siempre forma haplotipo con los alelos DQAT*01:01-DQB1*05:01, al
igual que el alelo DRBI*10. El haplotipo DQAI1*01:01-DQBI1*05:01 se ha descrito
anteriormente como un haplofipo que confiere susceptibilidad moderadad!. En este
estudio, replicamos esta asociacién y observamos una asociacion parecida en el gen
DRBI1*01, que se debe a que prdcticamente todos los haplotipos que incluyen
DQAT*01:01-DQBI1*05:01 llevan el alelo DRB1*01. No tenemos potencia suficiente para
dilucidar si los genes DRB1*01 y DRBI1*10 influyen en la susceptibilidad que confiere el
haplotipo DQAT*01:01-DQBI1*05:01, pero observamos que el efecto de susceptibilidad
de este haplotipo, que ya habiamos encontrado en nuestro primer estudio, se
mantiene con el aumento del famano de muestra.

En publicaciones previas, algunos autores sugieren un posible efecto protector del
haplotipo DRBI1*04-DQAT*03:01-DQB1*03:0125. En nuestro grupo de enfermos no
observamos efecto protector, sino un aumento de dicho haplotipo en enfermos con
respecto a controles (tabla 9). Sin embargo, la significacion no soporta la correccion
estadistica requerida a un resultado nuevo. Seria interesante ampliar el tamano de
muestra para confirmar esta asociacion.

El alelo DRé se subdivide en los alelos DRBI1*13 y DRBI*14. Previamente se ha
descrito el efecto protector en DT1 de los haplotipos DRB1*13-DQA1*01:03-DQB1*06:03
y DRBI1*14-DQAT*01:01-DQB1*05:0331:147, En nuestro estudio analizaremos el alelo DRé,
puesto que la técnica empleada en el genotipado del gen DRBI no nos permite
discriminar entre los alelos DRB1*13 y DRB1*14. En el andlisis del gen DRBT encontramos
que DRé6 estd disminuido en enfermos de DT1 con respecto a controles (22.4% frente a
42.3%, OR=0.35 [0.16-0.76]; p=0.004). Ahora bien, el alelo DRé forma varios haplotipos
con los genes DQAIT y DQBI. Por tanto, estudiamos aisladamente algunos de estos
haplotipos para comprobar si la asociacidon que enconframos se debe al alelo DRé6 o a
un haplotipo concreto formado por este alelo. De los cinco haplotipos estudiados,
encontramos cuatro con efecto protector (tabla 9), y en el andlisis conjunto de todos
ellos observamos un efecto similar al encontrado en el andlisis general del alelo DRé
(OR=0.30 [0.12-0.69]; p=0.002). Seria interesante aumentar el tamafio de muestra para
poder estudiar cada uno de estos haplotfipos de proteccién y el haplofipo de
susceptibilidad por separado con una potencia estadistica adecuada.
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Tabla 9.- Estudio de haplotipos no clasicos de susceptibilidad y proteccién en pacientes DT1 y controles negativos para los haplotipos clasicos (DR3-DR4-DRB1*15:01).

DT1 No DR3, no DR4, CONTROLES No DR3,
no DRB1*15:01 no DR4, no DRB1*15:01
HAPLOTIPO p OR
(n=49) (n=296)
Presente (%) Presente (%)
DRB1*01 23 (46.9) 83 (28.0) 0.008 2.27 (1.17-4.39)
DQA17°01:01-DQB1"05:01 24 (49.0) 89 (30.1) 0.009 2.23 (1.16-4.30)
Forma haplotipos con DRB1*01 y DRB1*10
DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:01 7 (14.3) 17 (5.7) 0.04 2.74 (0.96-7.55)
DRG6 (DRB1*13 y DRB1*14) 10 (22.4) 125 (42.3) 0.004 0.35 (0.16-0.76)
DQA1*01:01-DQB1*05:03 1 (2.0 19 (6.4) 0.2 0.30 (0.01-2.21)
DQA1%01:02-DQB1*06:02 4 (8.2) 8 (2.7) 0.07 3.20 (0.77-12.38)
DR6 DQA1%01:02-DQB1%06:04 3 (6.1) 21 (7.1) 0.5 0.85 (0.19-3.19)
DQA1%01:03-DQB1*06:03 2 (4.1) 49 (16.6) 0.02 0.21 (0.02-0.87)
DQA1%05:01-DQB1*03:01 2 (4.1) 28 (9.5) 0.2 0.41 (0.05-1.71)
DRB1*07 31 (63.3) 123 (41.6) 0.005 2.42 (1.24-4.75)
DQA1%02:01-DQB1702:02 30 (61.2) 103 (34.8) 0.0004 2.96 (1.52-5.78)
DRB1*07
DQA1%02:01-DQB1*03:03 1 (2.0) 25 (8.4) 0.09 0.23 (0.01-1.45)
DRB1°08-DQA1704:01-DQB1704:02 7 (14.3) 23 (7.8) 0.1 1.98 (0.72-5.24)
Unico haplotipo formado por DRB1*08 en poblacién espafiola
DRB1*10 1 (2.0) 6 (2.0) 0.7 1.01 (0.02-8.58)
DRB1711-DQA1705:01-DQB1703:01 9 (16.3) 91 (30.7) 0.08 0.51 (0.22-1.14)
Unico haplotipo formado por DRB1*11 en poblacién espafiola
DQA1%05:01- DQB1703:01 11 (22.5) 129 (43.6) 0.005 0.37 (0.17-0.80)
Forma haplotipos con DR6y DRB1*11
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En el caso del alelo DRBI1*07, en DT1 se ha descrito el efecto protector del
haplotipo DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*03:0331147. En nuestro estudio analizamos el alelo
DRB1*07 y los dos haplofipos que forma en poblacién espanola (tabla ?). En el andlisis
del alelo DRBI*07, observamos un aumento de la frecuencia en enfermos con
respecto a controles. Si estudiamos la distribucion de los dos haplotipos que incluyen
DRB1*07, podemos comprobar que esta alta frecuencia se debe a un claro aumento
del haplotipo DRBI1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02 (DT1: 61.2%, controles: 34.8%; OR=2.96
[1.52-5.78]; p=0.0004). Este haplotipo se ha descrito en algunas publicaciones con un
débil efecto protectord’148, y en otras como un haplotipo neutral sin asociacién a la
enfermedad’¥. En nuestro estudio previo®, observdbamos que el haplotipo
DQAT*02:01-DQBI1*02:02, que en poblacidon europea siempre forma haplotipos con
DRB1*07, se encontraba aumentado en enfermos con respecto a controles (OR=2.35;
p=0.03). Con el aumento de pacientes que supone el presente estudio, observamos un
claro efecto de susceptibilidad para los portadores del haplotipo DRB1*07-DQA 1*02:01-
DQB1*02:02 que soporta la correccion estadistica requerida a un nuevo hallazgo
(pc=0.0064). En uno de los Ultimos estudios que ha abordado la susceptibilidad
conferida por los alelos HLA en DT1 en poblacién caucdsica?s, los autores encuentran
un efecto protector a DT1 en el haplotipo DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02 (OR=0.58
[0.38-0.87]; p=0.015) cuando eliminan de la poblacién de andlisis nueve haplotipos de
proteccidén y susceptibilidad, entre los que se incluyen DRB1*03, DRB1*04, DRB1*15:01,
los haplotipos formados por DRé y DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*03:03. En nuestro estudio
enconframos que el haplotipo  DRBI*07-DQAT1*02:01-DQB1*02:02  confiere
susceptibilidad en poblacidn espanola cuando eliminamos los haplotipos de
proteccion vy susceptibilidad mds frecuentes (DRB1*15:01, DRBI1*03 y DRBI*04-
DQA1*03:01-DQB1*03:02). En cuanto al haplotipo descrito con mayor frecuencia como
protector (DRBI1*07-DQA1*02:01-DQB1*03:03), encontramos una disminucion de la
frecuencia en enfermos con respecto a controles que no llega a ser significativa,
probablemente por falta de potencia del estudio.

En poblacién europea, el alelo DRB1*08 forma haplotipo con los alelos DQA1*04:01-
DQB1*04:0214. Dicho haplotipo se ha descrito previamente asociado a susceptibilidad
moderada a DT1311%0, E| andlisis en nuestro estudio no llega a ser estadisticamente
significativo, probablemente por falta de potencia, pero podemos observar un
aumento de la frecuencia de DRBI*08-DQAT*04:01-DQB1*04:02 en enfermos con
respecto a confroles (14.3% frente a 7.8%, OR=1.98 [0.72-5.24]).

El haplotipo DRBI*11-DQAT*05:01-DQB1*03:01 se ha asociado previamente a
proteccién moderada a DTI3N151, En poblacién espanola, este haplotipo es
prdcticamente el Unico que incluye al gen DRBI1*1114?. Observamos una disminucion
de la frecuencia de dicho haplotipo en enfermos con respecto a controles (16.3%
frente a 30.7%, OR=0.51 [0.22-1.14]) pero esta diferencia no llega a ser
estadisticamente significativa.
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Por Ultimo, analizamos la distribucién del haplotipo DQAT1*05:01-DQB1*03:01,
combinacién que ya encontrdbamos en nuestro estudio anterior con un efecto
protector30. Este haplotipo puede aparecer en combinacién con DRBI*11 (DR5) o con
DRB1*13 (DRé). Anteriormente se ha descrito el efecto protector de DR5'5T (que incluye
DRBI1*11 y DRBI1*12), que en poblacion europea siempre forma haplotfipos con
DQA1*05:01-DQB1*03:01'4, y del haplotipo DQAT*05:01-DQB1*03:01 en todas sus
combinaciones (DRBI1*11, DRBI1*12 y DRBI1*13)'47. En nuestro estudio replicamos el
efecto protector conferido por el haplotipo DQA1*05:01-DQB1*03:01 (OR=0.37 [0.17-
0.80]; p=0.005), que es md&s claro que los efectos de los haplotipos que DQAT*05:01-
DQBI1*03:01 forma con DRBI1*11 y DRé. Por tanto, en este caso parece que el efecto
protector viene conferido por el haplotipo DQAT-DQBI.

En conclusion, en nuestro andlisis de la susceptibilidad conferida por los genes HLA
en pacientes DR3-DR4-DRBI1*15:01 negativos, replicamos una serie de asociaciones
descritas previamente y encontramos un efecto de suscepftibiidad del haplotipo
DRB1*07-DQAT1*02:01-DQB1*02:02 claramente significativo, aportando una prueba mds
de que este haplotipo confiere susceptibilidad a DT1 en poblacién espanola.

- Estudio de la edad de debut en funcion de los haplotipos HLA
clasicos:

La influencia de la carga genética en la edad de debut de la DT1 es algo que en
general se ha estudiado poco, y el HLA no es una excepcidén. En un andlisis realizado
por Butty et al?¢ sobre la progresidén a DT1 de individuos con un pariente afectado, los
aufores observan que aquellos parientes en primer grado que portan el alelo
DQBI1*03:02 (mayoritario en haplotipos DRB1*04 en poblacién caucdsica) progresan a
una edad mds temprana que los que portan otros alelos. En otro estudio, Leslie et al
recopilan varios trabajos que comparan la genética de la DT1 de debut temprano y
de debut adulto’®?, Por un lado, describen que el heterocigoto DRB1*03 / DRBI1*04-
DQB1*03:02 es mds frecuente en pacientes con debut pedidtrico que en pacientes
con debut adulto, y que, por tanto, parece estar relacionado con un debut mds
precoz de la enfermedad. Por ofro lado, encuentran que el principal haplotfipo de
proteccién en DT1 (DRB1*15:01-DQB1*06:02) es mds frecuente en pacientes con debut
adulto que en pacientes pedidtricos. Con estos antecedentes, nos proponemos
estudiar la asociacion de las siguientes combinaciones en el HLA con la edad de
debut de la enfermedad: el heterocigoto de mayor riesgo DRBI1*03 / DRBI*04-
DQB1*03:02, los homocigotos para DRBI1*03 y DRBI*04-DQBI1*03:02, individuos que
portan al menos uno de los haplotipos de riesgo (DRB1*03 o DRBI*04-DQBI1*03:02),
individuos que portan el haplotipo ancestral de riesgo 18.2 (B*18-DRB1*03) e individuos
que portan el haplotipo de protecciéon DRBI1*15:01-DQB1*06:02.

Mediante el andlisis continuo de la edad de debut no encontramos diferencias
significatfivas entre aquellos individuos que portan los haplotipos, genes o genotipos
seleccionados y los que no los portan (tabla 10).
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Tabla 10.- Andlisis de la edad de debut como variable continua en distintas combinaciones de
haplotipos de susceptibilidad y proteccion a DT1. Se presenta la p resultante del test U de Mann-Whitney
en todas las comparaciones. En el analisis del haplotipo ancestral 18.2, la poblacién total (281 individuos)
es menor puesto que no contamos con el genotipado que nos permita distinguir los haplotipos ancestrales
en los individuos incorporados més recientemente a la muestra.

GENOTIPO Efecto descrito N=410 p
DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 -
DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 Susceptibilidad 106 0951
Homocigoto DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 Susceptibilidad 80 0.232
Homocigoto DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 Susceptibilidad 26 0.155
DRB1*03-DQA1*05:01-DQB1*02:01 — X Susceptibilidad 255 0.853
DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 — X Susceptibilidad 204 0.629
Haplotipo ancestral 18.2 (B*18-DRB1*03-DQB1*02:01) Susceptibilidad 64 (n=281) 0.626
DRB1*15:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 — X Proteccién 3 0.169

En nuestro estudio en poblacidn espanola no encontramos asociacion del
heterocigoto de riesgo a un debut mds temprano de la DT1. Esto puede deberse a una
falta de potencia para ver dicha diferencia, aunque es poco probable puesto que
nuestra muestra tiene el tamano suficiente para detectar los grandes efectos
asociados al HLA. Por ejemplo, en el caso del heterocigoto DRBI1*03 / DRBI*04-
DQB1*03:02, tenemos una potencia superior al 80% para detectar ORs por encima de
2.42. Como se puede observar en la tabla 8, en la que resumiamos las principales
asociaciones en el HLA, la mayor parte de dichas asociaciones tienen un efecto
considerablemente mayor a 2.42. Por tanto, es poco probable que, en el caso de los
haplotipos mds frecuentes, la falta de asociacidon con la edad de debut se deba a
una falta de potencia. Existe otra posibilidad que explique esta discordancia entre
nuestro resultado vy los estudios previos: las diferencias poblacionales. El heterocigoto
de riesgo estd considerado como el genotipo que confiere mayor riesgo a DT1 en
varias poblaciones. Sin embargo, en nuestra poblaciéon el heterocigoto DRB1*03 /
DRB1*04-DQB1*03:02 es la tercera combinacion en riesgo conferido entre las que
hemos estudiado, por detrds de los homocigotos para DRBI1*04-DQBI1*03:02 y para
DRB1*03. Por esta misma razdn, en nuestra poblacién se puede apreciar el riesgo
aumentado que confiere el haplofipo ancestral 18.2, un haplotipo altamente
conservado que se extiende entre los genes HLA-B y HLA-DQ que contiene DRBI1*03-
DQA1*05:01-DQB1*02:01. Este haplotipo confiere un riesgo a padecer DT1 mayor que
otros haplotipos que contienen el gen DRB1*03, por ello lo incluimos en el andlisis y
analizamos si puede estar asociado a un debut mds temprano de la enfermedad. Sin
embargo, no encontramos diferencias significativas.

En el caso del haplotipo de proteccién DRBI*15:01-DQAT*01:02-DQB1*06:02
tampoco observamos el efecto descrito previamente (asociacién a un debut mds
tardio de la enfermedad), pero en este caso puede deberse a falta de potencia.
Debido al fuerte efecto protector del haplotipo DRBI1*15:01-DQAT1*01:02-DQB1*06:02
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solo encontramos tres individuos que contengan este haplotipo dentro de los 410 que
cuentan con tipaje HLA y dato de edad de debut, un nUmero muy escaso para

extraer conclusiones estadisticamente significativas.
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Region 11p15 (gen INS)

Primer estudio en DT1: Bell ef al (1984)3¢
Replicacion de gen candidato

El gen INS constituye una de las primeras asociaciones genéticas encontradas en
DT13¢, El polimorfismo responsable de dicha asociacion es un VNIR (variable number of
tandem repeats) localizado en la regidén 5’ del gen que influye en los niveles de
transcripcién de insulina en el timo'%4, Hay varios SNPs que sirven de sustitutos para
determinar si un individuo tiene alelos de proteccidén o de susceptibilidad en el VNTR
cercano al gen. Por la mayor facilidad de genotipado de los SNPs frente al VNIR, la
utilizacién de estos Ultimos para analizar la asociacién del gen INS a DT1 se ha impuesto
en la Ultima década al andlisis directo del VNTR. Nosotros hemos seleccionado el
polimorfismo rsé689, que es uno de los mds utilizados para sustituir el fipaje del
VNTR'3.2679 En este SNP, el alelo mayoritario A se corresponde con los alelos de clase |
(cortos, susceptibilidad) del VNTR mientras que el alelo T se corresponde con los alelos
de clase lll (largos, proteccion)10s,

En el caso-control general replicamos la asociacion del alelo minoritario T con DT1.
En la estratificacion por edad no observamos diferencias significativas entre pacientes
pedidtricos y adultos (tabla 11). Si comparamos ambas poblaciones con conftroles,
observamos que la asociacién se mantfiene tanto en la poblacidn con debut
pedidtrico (OR=0.49 [0.36-0.66]; p=1.1x10-¢) como en la poblacién con debut adulto
(OR=0.55 [0.41-0.74]; p=3.9x10%).

Tabla 11.- Frecuencias genotipicas y alélicas del rs689 en pacientes de DT1, controles y pacientes
estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 afios DT1>16 afos
rs689 n % n % p OR n % n % p
417 737 198 186

AA 291 698 382 518 2.8x10° 2.15 (1.65-2.79) 144 72.7 128 688 0.4
AT 106 254 294 399 7.0x107  0.51(0.39-0.68) 44 222 50 29 0.3
TT 20 4.8 61 8.3 0.03 0.56 (0.32-0.96) 10 5.1 8 4.3 0.7

A 688 825 1058 718 K 332 83.8 306 82.3

T 146 175 416 oo 8310 ®  0.54(0.43-0.67) o4 1on 66 . 06

Ademds de ser uno de los primeros genes relacionados con la susceptibilidad
genética a DT1, el gen INS tiene la peculiaridad de estar asociado exclusivamente a
esta enfermedad, a diferencia de gran parte de las asociaciones descritas
posteriormente que son comunes a otras enfermedades autoinmunes'3 133, En estudios
previos, se ha visto que los polimorfismos en INS confieren susceptibilidad en todas las
poblaciones, aunque su efecto en algunas sea dificil de analizar por la baja frecuencia
de los alelos de proteccidon de clase 54155, Por otro lado, varios estudios han
analizado la asociacion de estos polimorfismos con DT2 y, aungue los resultados son
controvertidos, dichos estudios siempre han encontrado falta de asociacion a DT2156.157
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0 una asociacion en sentido contrario a la encontrada en DT1, en la cual los alelos de
clase Il protectores para DT1 confieren susceptibilidad a D12, especialimente cuando
son heredados por via paternatse15?, Por tanto, la posible asociacién que pudiera existir
entre INS y la DT2 es sustancialmente diferente a la que se observa en DT1. Por esta
razén, su estudio en una poblacidon de pacientes DT1 es siempre interesante, aunque
se frate de una asociacién confirmada. En nuestro estudio contamos con un 50% de
pacientes con un comienzo de la enfermedad posterior a los 17 anos de edad, entre
los que enconframos algunos pacientes con una edad de debut que sobrepasa los 50
anos. La mayor critica a la que se enfrentan los estudios con pacientes DT1 de debut
adulto es la posibilidad de contaminar la muestra con pacientes mal diagnosticadosss,
En la estratificacion por edad de nuestros pacientes se puede observar que el alelo
minoritario del rs689 confiere Ia misma proteccidn en pacientes pedidtricos y adultos.
Ademds, realizamos un estudio de heterogeneidad con los datos del estudio de Smyth
et al'3 en poblacion pedidtrica y observamos que tanto nuestros pacientes pedidtricos
como adultos son homogéneos con la poblacién pedidtrica del estudio britdnico
(figura 3).

Figura 4.- Forest Plot correspondiente al meta-analisis de las frecuencias de alelo minoritario T del
rs689 en nuestras poblaciones pediatrica y adulta, y en Smyth et al (2008, poblacién pediatrica).

DT1 Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
HCSC adultos, 2010 57 330 416 1474 2.8% 0.53[0.39,0.72] Ba
HCSC pediatricos, 2010 62 368 416 1474 3.0% 0.52 [0.38, 0.69] i
Smyth, 2008 2435 16128 5473 18678 94.2% 0.43[0.41, 0.45] .
Total (95% CI) 16826 21626 100.0% 0.43 [0.41, 0.46] |
Total events 2554 6305

ity: Chi® = = = - 2 = 369 I f t {
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A la luz de nuestros resultados, podemos concluir que la asociaciéon de INS a la DT1
es independiente de la edad de debut de la misma, y que, precisamente por ello,
dicho gen es un buen marcador para determinar si una poblaciéon de debut adulto
estd contaminada con pacientes DT2, en cuyo caso observariamos una asociacién de
menor magnitud (o una falta completa de asociacién) en el grupo adulto. Sin
embargo, cabe resaltar que un estudio reciente ha enconfrado un efecto de INS sobre
la edad de debut de la DT18. Los autores estudian la asociacion de varios
polimorfismos con la enfermedad en un grupo de 2300 familias con un miembro
afectado. La edad media de los pacientes es de 10 ainos, con un minimo y un mdaximo
de 0 y 58 anos. Por tanto, este estudio incluye poblacion adulta, pero el grueso de sus
pacientes tiene un debut pedidtrico, segin nos indica la media de la poblacion. Los
autores observan que el alelo de proteccién del polimorfismo rsé689 estd asociado a un
refraso en el debut de la enfermedad de dos anos con respecto al alelo de
susceptibilidad. En nuestra poblacion, ademds de realizar la estratificacién por edad,

analizamos la edad de debut como variable contfinua y no encontramos diferencias
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significativas entre los pacientes que portan los alelos de susceptibilidad o proteccién
(alelo A= 19.31 + 11.8; alelo T= 18.0 + 10.7; p=0.434). Esto puede deberse a que el
efecto sobre la edad de debut sea pequeno y nuestro estudio no tenga potencia
para discriminar dicha diferencia, o bien a que dicho efecto esté sujeto a diferencias
poblacionales o incluso que se frate de un falso positivo, para lo cual seria interesante
realizar estudios de replicacion del trabajo original de Howson et alé2.
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Regidn 2q33 (gen CTLA4)

Primera asociacién con DT1: Nistico et al (1996)37
Replicacion de gen candidato

La region 2033, en la que se encuentra el gen CTLA4, es una regidn con varios
genes de interés inmunolégico. El gen CTLA4 estd flanqueado por CD28, que codifica
su molécula antagonista, y por ICOS (inducible co-stimulator), una molécula
coestimuladora de linfocitos T. Los tres genes son buenos candidatos a participar en la
patogenia de enfermedades autoinmunes por su papel en la regulacion de la
activacion de los linfocitos T. Se han estudiado varios polimorfismos en estos genes,
pero solo se ha encontrado asociacidon a DT1 en polimorfismos situados en un bloque
de desequilibrio de ligamiento que incluye CTLA4 y el extremo 5’ de ICOS%8. En DT1,
hasta el momento todos los estudios apuntan a CTLA4 como el gen causante de la
asociacién de esta regidn, puesto que los estudios funcionales muestran una influencia
de los polimorfismos estudiados en la expresion y funcidon de CTLA4, pero no de
|C(OS58.160,161

Para nuestro estudio, hemos seleccionado tres polimorfismos previamente
estudiados en DT1 y con repercusiones funcionales sobre la proteina. El que tiene un
mayor efecto es rs3087243%8.161, Situado en el extremo 3' de CTLA4 (posicion +6230), se
ha visto que el alelo minoritario estd relacionado con la presencia de niveles mds altos
de una forma soluble de CTLA416! generada por splicing alternativo, y se cree que
dicho polimorfismo determina una mayor frecuencia de este proceso de splicing
alternativo. Esto provoca que los individuos que portan el alelo de proteccién en
rs3087243 generen mayores canfidades de CTLA4 soluble, algo que se relaciona con
un mejor control de la respuesta inmunitaria. El segundo SNP seleccionado, rs231775, es
el Unico polimorfismo no sindbnimo encontrado en la regidnse. El alelo de susceptibilidad
G produce un cambio aminoacidico (Thr = Ala) que rompe un lugar de glicosilacion
de la proteina. En experimentos in vitro se ha visto que esta alteracion produce una
disminucién de la expresion en membrana de CTLA-4162, Por Ultimo, el polimorfismo
rs5742909 se encuentra situado en la posicion -318 del promotor e influye en los niveles
de expresion de la proteina’. Ademds, un estudio sefala la presencia de un haplotipo
de susceptibilidad formado por el polimorfismo -318 y el polimorfismo +6230'¢!. Por lo
tanto, seleccionamos los fres polimorfismos para replicar los estudios previos y analizar
la influencia de los mismos en la edad de debut de la enfermedad.

En el andlisis de los polimorfismos por separado (tabla 12) encontramos un efecto
protector del alelo minoritario del polimorfismo rs3087243 con una asociacién nominal
(p=0.05). Observamos también un aumento en la frecuencia del alelo minoritario en el
polimorfismo rs231775, pero dicho aumento no llega a ser significativo. Las frecuencias
del polimorfismo rs5742909 en pacientes de DT1 y controles no presentan diferenciacs.
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En la estratificacion por edad no encontramos diferencias significativas en ninguno de

los tres polimorfismos.

Tabla 12- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs5742909, rs231775 y rs3087243
en pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 afios DT1>16 afos
rs5742909 n % n % p OR n % n % p
433 838 196 192
CcC 354 818 696 8.1 0.6 - 157 80.1 160 833 04
CT 76 176 130 155 0.3 - 38 19.4 30 156 0.3
T 3 0.7 12 1.4 0.2 - 1 0.5 2 1.1 0.6
C 784 905 1522 908 08 B 352 89.8 350 91.1 05
T 82 9.5 154 9.2 : 40 10.2 34 8.9 .
rs231775 n % n % p OR n % n % p
438 861 206 199
GG 202 461 424 492 0.3 -- 98 47.6 89 447 0.6
GT 185 422 359 417 0.9 -- 83 40.3 85 427 06
T 51 116 78 91 0.1 - 25 121 25 126 09
G 589 672 1207 7041 279 67.7 263 66.1
T 287 328 515 299 0.1 1.14(0.961.37) 133 323 135 a9 06
rs3087243 n % n % p OR n % n % p
426 859 201 193
GG 121 284 205 239 0.1 -- 54 26.9 61 316 04
GA 204 479 418 487 0.8 -- 96 47.8 90 466 0.8
AA 101 237 236 239 0.08 0.82(0.62-1.08) 51 25.4 42 218 0.3
G 446 523 828 482 204 50.7 212 54.9
A 406 477 890 51.8 005 085(0721.00) 98 493 174 51 02

Estudiamos también los haplotipos formados, por un lado, por los tres polimorfismos
estudiados y, por otro lado, Unicamente por los polimorfismos rs5742909 (promotor) y
rs3087243 (3' UTR), para estudiar el posible efecto combinado de los polimorfismos en
las regiones 3' y 5' de CTLA4'¢ (tabla 13). En todos los andlisis encontramos un
haplotipo que presenta asociacién o tendencia a la asociacién. Sin embargo, dicho
haplotipo es el Unico que contiene el alelo mayoritario del rs3087243, de modo que
estamos viendo el efecto de dicho alelo (o de su contario, en el caso del segundo
haplotipo mds frecuente formado por rs5742909 vy rs3087243) y no un efecto
haplotipico. Por tanto, no observamos un efecto diferente al que encontramos en el
andlisis de los polimorfismos aislados.

Tabla 13.- Frecuencias de los haplotipos formados por los polimorfismos rs5742909, rs231775 y
rs3087243 en pacientes de DT1 y controles.

o ™

S E S DT1 Controles

§ 5 B OR(C) p
N

"é' [4 ‘Q Frecuencia Haplotipos Frecuencia Haplotipos

C G A 0.477 397 0.517 614 0.85 (0.71-1.02)  0.08

C T G 0.327 272 0.301 358 1.13 (0.93-1.37) 0.22

C G G 0.101 84 0.097 115 1.05 (0.77-1.42) 0.76

T T G 0.095 79 0.081 96 1.19 (0.86-1.65) 0.27

C A 0.475 400 0.518 804 0.84 (0.71-1.00)  0.05

C G 0.430 362 0.389 603 1.19 (1.00-1.41)  0.05

T G 0.094 79 0.091 141 1.04 (0.77-1.40) 0.78
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Varios polimorfismos en la regidén cromosémica que comprende CTLA4 se han
asociado a distintas enfermedades autoinmunes como LES'¢3.164, AR165, EC13, HA vy
EGr81¢, En los estudios disponibles hasta el momento se puede observar que la
magnitud de la asociacién varia de una enfermedad a ofra. En el caso de DT1, uno de
los polimorfismos mds asociado en los distintos estudios es el rs30872433549.58.62.161,
localizado en el extremo 3'UTR y el Unico que encontramos asociado en nuestro
estudio. Este mismo polimorfismo, que se ha descrito asociado a EC con un efecto
similar al observado en DT1 (OR=1.15%), en EGr presenta una asociacién notablemente
mayor (OR=1.45%). La mayor parte de los estudios sobre esta regién en DT1 coinciden
en gue la asociacién con la enfermedad es de pequeina magnitud (OR<1.2058.167.168),
Nuestro estudio tiene menos del 57% de potencia para ver un efecto de este fipo en
cualquiera de los SNPs andlizados en la region, lo cual justifica que observemos
diferencias en las frecuencias alélicas de los polimorfismos rs231775 y rs3087243 pero no
lleguen a ser significativas, como en el caso del primer polimorfismo, o que su
significacion sea ajustada, como ocurre con el rs3087243.

En el caso del polimorfismo situado en la posicién -318 del promotor del gen
(rs5742909), uno de los primeros estudios que describe su asociacién con DTI
encuentra un efecto importante (OR=1.70'¢1). El alelo minoritario de este SNP estd
relacionado con niveles de transcripciéon mds altos de CTLA4, un efecto susceptible de
estar relacionado con la patogenia de la DT1 y de ofras enfermedades autoinmunes.
En nuestro estudio tenemos un 80% de potencia para detectar ORs superiores a 1.46, y
un 97.9% de potencia para la OR concreta descrita por Anjos ef al'é!. Sin embargo, no
observamos diferencias significativas, ni siquiera una tendencia en las frecuencias
alélicas que si observamos en los otros dos polimorfismos. Estudios posteriores, con
mayor nUmero de pacientes, y con potencia suficiente para detectar ORs>1.20, no
han encontrado asociacién de este polimorfismo con DT1354%.62, Por tanto, el efecto
descrito por Anjos et al es con toda probabilidad un falso positivo.

El estudio mds reciente en esta region'®® apunta a que el marcador etioldgico
responsable de la asociacion con DTI se encuentra en el extiremo 3' y localiza la
asociacién mas fuerte de todos los polimorfismos estudiados en el 15231727, que tiene
una correlacion baja con el polimorfismo rs3087243 (D'=1, r2=0.423) y alta con el
polimorfismo rs231775 (D'=1, r2=0.829). A pesar de esta alta equivalencia enfre el
polimorfismo rs231775 y el rs231727, es comprensible que no veamos el efecto del
rs231727 que se pueda reflejar en el rs231775 puesto que el efecto original descrito en
el rs231727 es moderado (OR=1.21) y tfenemos un 52.05% de potencia para detectarlo.
Nuestra potencia para detectar el 83% de ese efecto que se reflejaria por desequilibrio
de ligamiento en el rs231775 es menor del 50%.
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Regiones 427, 10p15y 2213
genes IL2, IL2RA e IL2RB)

Primera asociacién con DT1: Vella et al (2005)3
Replicacion de gen candidato y de estudio GWAS

La primera de estas regiones en encontrarse asociada a DT1 fue 10p15%?, donde se
localiza el gen IL2RA que codifica la subunidad especifica alfa del receptor de la IL2.
Posteriormente, en el ano 2007 y con la publicacion de los primeros estudios de barrido
gendmicoss, ofro estudio encontrd asociacién a DT1 y AR en 49278, En esta region se
localizan dos genes con importancia inmunoldgica, IL2 e IL21, en un bloque de
desequilibrio de ligamiento que dificulta adjudicar las sefales inequivocamente a uno
de los dos. Por Ultimo, en el estudio del WICCC se encontraron sefnales sugerentes de
asociacién de la subunidad beta del receptor de la IL235, comUn a este receptor y al
de la IL15. En nuestro estudio seleccionamos tres marcadores en cada una de las
regiones para replicar las asociaciones previamente encontradas, estudiar en DTI
asociaciones enconfradas en ofras enfermedades autoinmunes relacionadas (EC, AR)
y estudiar la relacién de estos marcadores con la edad de debut de la enfermedad.

- Estudio de 4927 (TENR-IL2-IL21):

En la regidn 4g27 se seleccionaron los siguientes polimorfismos: rs11938795 por su
asociacién con EC'¢?, rs6822844, asociado a EC, DT1 y AR8816%, y 1517388568, la senal
con mayor asociacion a DT1 en el estudio del WTCCC?5,

Encontramos una fendencia a la asociacion en los alelos minoritarios de los
polimorfismos rs17388568 vy rs6822844. En la estratificacién por edad no observamos
diferencias en ninguno de los casos (tabla 14). El polimorfismo rs6822844 se ha visto
asociado también a EC y AR881¢7, |o cual indica que esta regidon constituye un bloque
comun de susceptibilidad para varias enfermedades autoinmunes. En el andlisis por
edad observamos que la regién 4927 estd asociada tanto a la DT1 de debut temprano
como de debut adulto en nuestra poblacion.

En el caso del rs11938795 (previamente asociado a EC, al igual que el rs6822844),
no encontramos asociacién en el caso-control general. Sin embargo, al realizar la
estratificaciéon por edad de debut de la enfermedad observamos una tendencia a la
asociacién, con el alelo minoritario C disminuido en el grupo de debut adulto con
respecto al grupo pedidtrico y al control (tabla 14). Al realizar el andlisis de la edad
como variable continua no observamos diferencias significativas en la edad media de
debut enftre los distintos genotipos, alelos o portadores del alelo de proteccién frente a
homocigotos de riesgo (tabla 15). Por tanfo, es posible que esta tendencia en la
estratificacién por edad se deba al azar y al limite de corte escogido para el andlisis.
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Tabla 14.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs11938795, rs17388568 y
rs6822844 en pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs11938795 n % n % p OR n % n % p
431 795 204 194
T 245 568 427 537 0.3 - 109 534 119 613 0.1
TC 149 346 304 382 0.2 - 73 38 60 309 0.3
cC 37 8.6 64 8.1 0.7 - 22 108 15 7.7 0.3
T 639 741 1158 728 05 B 291 713 298 768 0.08
C 223 259 432 272 : 117 287 90 232 )
rs17388568 n % n % p OR n % n % p
441 808 207 201
GG 216 490 438 542 0.08 0.81(0.64-1.03) 105 507 101 502 0.9
GA 184 417 309 382 0.2 - 79 382 85 423 04
AA 41 9.3 61 7.5 0.3 - 23 111 15 75 0.2
G 616 698 1185 733 289 698 287 714
A 266 302 431 267 008 119099143 on s 145 286 08
rs6822844 n % n % p OR n % n % p
437 828 207 197
GG 349 799 618 746 0.04 135(1.01-1.80) 163 787 157 797 0.8
GT 82 188 200 242 0.08 0.73(0.54-0.98) 41 198 37 188 0.8
TT 6 1.4 10 1.2 0.8 - 3 1.4 3 1.5 1
G 780 892 1436 867 367 886 351 891
T 94 108 220 133 007 079(060-1.02) 47, 43 109 0.8

Tabla 15.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs11938795.

Edad de debut (afios)
rs11938795 Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
TT 228 18.8 (10.4) 17.5 (11.0, 25.0)
TC 133 17.9 (11.6) 15.0 (9.0, 25.0) 0.436
cC 37 17.5 (11.1) 15.0 (9.0, 26.5)
Alelo T 589 18.6 (10.7) 17.0 (11.0, 25.0) 0.191
AleloC 207 17.7 (11.4) 15.0 (9.0, 25.0) :
Portadorde C 228 17.8 (11.4) 15.0 (9.0, 25.0) 0.201
TT 170 18.8 (10.4) 17.5 (11.0, 25.0) )

Seleccionamos el polimorfismo rs11938795 basdndonos en su asociacion previa ala
EC1¢?, enfermedad con una base genética comuin a la DT1'3, y no observamos
asociacién en nuestra poblacion. Este polimorfismo no se incluyd en el estudio original
del WTCCCS35 ni en el follow-up posterior que Todd et al realizaron en DT179. Sin
embargo, se ha incluido en estudios posteriores al nuestro y no se observan indicios de
asociacién. El metaandlisis realizado por Barrett et al4?, que recoge los resultados de los
principales estudios de barido gendmico en DT13549.62, da para este polimorfismo una
p=0.004, una cifra que no alcanza los umbrales de correccidn requeridos para este
tipo de estudios. Por tanto, a la luz de los resultados existentes, podemos concluir que
el polimorfismo rs11938795 no parece estar asociado a DT1.

El bloque de desequilibrio de ligamiento que comprende el gen IL2 incluye
también el gen de ofra citoquina de la misma familia, IL21. Debido al desequilibrio de
ligamiento en la regién, mediante estudios de asociacién no se puede concluir cual
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de los dos genes es el causante de la asociacidén que se observa en 4g27. En DTI,
varios indicios apoyan al gen IL2 como el responsable de esta asociacion:

- En experimentos en ratones NOD se ha observado que los alelos asociados al
progreso de la enfermedad influyen en los niveles de expresion de IL-2 pero no de IL-
2] 170'

- La IL-2 fiene un papel importante en el mantenimiento de las Tregs, que son una
poblacién linfocitaria clave en el control de la autoinmunidad!3¢,

- En experimentos en el ratén NOD se ha visto que las Tregs que se encuentran en
los focos de inflamacién son mds sensibles a la apoptosis, y se ha observado que en
estos mismos focos existe una expresion disminuida de IL2. Si estos niveles disminuidos se
corrigen, se retrasa la aparicién de la enfermedad en los ratones!?!.

- El primer gen de la ruta IL-2 que se encontrd asociado a DT1 fue IL2RA, que
codifica la subunidad alfa del receptor de IL-2%9. Esta subunidad es especifica del
receptor de la IL-2, a diferencia de las subunidades beta y gamma, y se expresa de
forma constitutiva en las Tregs, que a su vez dependen de la IL-2 para su
mantenimiento!ss,

Sin embargo, a pesar de todas estas pruebas a favor de la IL2, seria recomendable
realizar estudios para descartar que el gen IL21 tenga alguna participacién en DTI,
pues se ha visto que la interleucina que codifica este gen podria tener un papel en
otras enfermedades autoinmunes como LES'72, EC173 y Ell'74, Del mismo modo, queda
por determinar si la asociacion de esta region con otras enfermedades autoinmunes
(AR, EC) es la misma o afecta a un gen en un grupo de enfermedades y a ofro gen en
otras. En un estudio reciente, se ha observado mediante andlisis de expresion de ARNm
gue en EC la asociacion podria apuntar al gen IL21¢4, Por tanto, seria interesante
readlizar nuevos estudios de expresidn y funcionales que permitan determinar los
polimorfismos etioldégicos en esta regidon y el efecto que tienen a la hora de
desencadenar la DTl en humanos, asi como establecer si las asociaciones
enconfradas tienen el mismo efecto que las asociaciones vistas en ofras

enfermedades.

- Estudio de 10p15 (IL2RA):

Estudios previos han encontrado tres grupos de senales independientes asociados

a DT1 en esta regidnés¢¢, Para nuestro estudio, seleccionamos los fres polimorfismos
representativos de estos tres grupos de senales: rs2104286, rs41295061 y rs11594656.

Replicamos la asociacidn mds fuerte detectada en DT1, marcada por rs41295061.
En la estratificacién por edad no observamos diferencias (tabla 16), con lo cual
proponemos que la asociacién detectada en esta regidén afecta por igual al debut
temprano y al debut tardio de la DT1.
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Tabla 16.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs2104286, rs41295061 y
rs11594656 en pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs2104286 n % n % P OR n % n % P
430 798 204 193
T 277 644 488 612 0.3 - 136 667 121 627 0.7
TC 135 314 268 336 04 - 58 284 66 342 0.2
CcC 18 4.2 42 5.3 0.4 - 10 4.9 6 3.1 0.4
T 689 801 1244 779 0.2 B 330 809 308 79.8 0.7
C 171 199 352 221 ' 78 191 78 202 )
rs41295061 n % n % p OR n % n % p
431 811 204 194
CcC 393 912 704 88 0.02 1.57 (1.05-2.37) 187 917 176 9.7 0.7
CA 35 8.1 105 129 0.01 0.59 (0.39-0.90) 15 7.4 17 88 0.6
AA 3 0.7 2 0.2 0.3 -- 2 0.9 1 0.5 1
C 821 952 1513 933 389 953 369 95.1
A 41 a8 109 67 005 0890047102 g o g 4y 09
rs11594656 n % n % [ OR n % n % p
430 791 203 194
T 205 477 375 474 09 -- 101 498 92 474 0.6
TA 179 416 330 4.7 09 - 77 379 84 433 0.3
AA 46 107 86 109 0.9 -- 25 123 18 93 0.6
T 589 685 1080 683 09 N 279 687 268 697 0.9
A 271 315 502 317 ) 127 313 120 309

En cuanto a las senales rs2104286 y rs11594656, que marcan los otros dos grupos de
senales en 10p15, no observamos diferencias significativas ni en el estudio caso-control
ni en la estrafificacion por edad (tabla 16).

Un estudio reciente en poblacién finlandesa con debut adulto (15-40 aios)
describe la asociaciéon de los polimorfismos rs11594656 y rs41295061 con la edad de
debut de la DT18. Los autores estudian varios polimorfismos cldsicos (CTLA4, IFIHI,
PTPN22) en una poblacién con DT1 de debut adulto y encuentran asociacion de todos
ellos en los pacientes estudiados, pero no encuentran asociacién de los polimorfismos
en IL2RA. Al redlizar un andlisis de la influencia de ambos polimorfismos en la edad de
debut, los autores encuentran diferencias significativas para ambas senales, lo cual
indica que no observan asociacién en el grupo total estudiado porque dichos
polimorfismos solo se encuentran asociados a los individuos con un debut mds
temprano de la enfermedad, una asociacion que queda diluida en el estudio caso-
control. Por tanto, seria interesante estudiar si dicha asociacion con la edad de debut
de los polimorfismos rs11594656 y rs41295061 existe y nuestro frabajo no tiene potencia
suficiente para detectarla, o si la influencia en la edad de debut pudiera deberse a
diferencias poblacionales.

- Estudio de 22g13 (IL2RB):
En la regién 22913, el estudio del WICCC? destacd un marcador, rs3218253, con

una asociacion a DT1 no significativa segun los esténdares de correccién del estudio
de barrido gendmico, pero susceptible de ser replicada para confirmar si se trataba
de una verdadera asociacion (OR=0.83 [0.76-0.92]; p=1.59x10-4). En el mismo estudio se
encontré una sefal dentro de la regién 22913 asociada a AR (rs743777), que en DTI

72



Resultados y discusion

mostraba una asociacién moderada semejante a la detectada en el rs3218253
(OR=0.85 [0.78-0.93]; p=2.7x104). Mds tarde, el polimorfismo rs9622555 se incluyd en el
estudio de barrido gendmico realizado por Cooper et alé2 en DT1 y, aunque no mostrd
evidencias de asociacion (p=0.096), en metandlisis posteriores este SNP muestra una
asociacién a DT1 al limite de la significacion para los estndares de los GWAS4,

Para nuestro andlisis seleccionamos los tres polimorfisimos mencionados
anteriormente: rs3218253 (posiblemente asociado a DT1), rs743777 (asociado a AR) y
rs9622555 (posiblemente asociado a DT1).

En el andlisis caso-control no encontramos diferencias significativas en las
distribuciones genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs3218253, rs743777 y 159622555
(tabla 17 y tabla 17, continuacién). En las estratificaciones por edad de los
polimorfismos rs3218253 y rs743777 encontramos sendas asociaciones nominales
(p=0.05, tabla 17). Sin embargo, al comparar los pacientes con debut pedidtrico o
adulto a la poblacién control, no encontramos diferencias significativas en ninguno de
los dos casos (p>0.079). Aunque diferentes entre si, ninguna poblacién se diferencia
significativamente del grupo control. No podemos decir que la significacion que
observamos en la estratificacion por edad se deba al punto de corfe elegido, puesto
que el andlisis continuo de la edad de debut también muestra diferencias significativas
(fabla 18). Sin embargo, nuestros resulfados no son claros, puesto que encontramos
una significacion ajustada en la estratificacion por edad, pero no observamos
diferencias significativas en la comparacién de cada grupo de edad con controles.
Ademds, los estudios previos en la bibliografiass49.6279 no encuentran asociaciones con
DT1 en esta regién, a pesar de que las diferencias mds grandes que observamos entre
pacientes y controles se dan en el grupo pedidtrico, ampliamente analizado en los
grandes estudios genéticos. Por tanto, consideramos que se deberia realizar un andlisis
en una muestra mds amplia para descartar que las diferencias que vemos en la

distribucion por edad de debut sean un falso positivo.

Tabla 17.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs3218253 y rs743777 en
pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afos
rs3218253 n % n % p OR n % n % p
438 813 206 199
GG 222 507 416 512 0.9 - 115 558 90 452 0.03
GA 185 422 321 395 0.3 - 79 383 94 472 0.07
AA 31 7.1 76 9.3 0.2 - 12 58 15 7.5 0.5
G 629 718 1153 709 06 B 309 750 274 688 0.05
A 247 282 473 291 . 103 250 124 312 )
rs743777 n % n % p OR n % n % p
434 787 204 197
AA 181 417 336 427 0.7 - 94 461 72 365 0.05
AG 206 475 338 429 0.1 1.20 (0.94-1.53) 93 456 102 518 0.2
GG 47 108 113 144 0.08 0.72 (0.50-1.06) 17 8.3 23 117 0.3
A 568 654 1010 642 05 B 281 689 246 624 0.05
G 300 346 564 358 : 127 311 148 376 )
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Tabla 17 (continuacién).- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs9622555 en pacientes
de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs9622555 n % n % P OR n % n % p
432 797 205 194

GG 205 475 370 464 0.7 - 106 517 83 428 0.07
GT 189 438 335 421 0.6 - 82 400 94 485 0.09
TT 38 88 92 15 0.1 0.74 (0.49-1.12) 17 8.3 17 8.8 0.9
G 599 693 1075 674 03 B 294 717 260 67.0 0.2

T 265 307 519 326 ) 116 283 128 33.0 i

Tabla 18.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario de los polimorfismos rs3218253 y rs743777.

Edad de debut (afios)
n Media y desviacion Mediana y rango P
rs3218253 estandar intercuartilico
GG 205 17.2 (10.7) 15.0 (10.0, 24.0)
GA 173 19.3 (10.7) 18.0 (11.0, 26.5) 0.038
AA 27 23.3 (14.8) 20.0 (12.0, 31.0)
G 583 20.3 (11.8) 19.0 (11.0, 28.0) 0.013
A 227 17.9 (10.7) 16.0 (11.0, 25.0) :
Portadorde A 200 19.9 (11.4) 18.5 (11.0, 27.8) 0.019
GG 205 17.2 (10.7) 15.0 (10.0, 24.0) :
rs743777
AA 166 17.1 (10.9) 15.0 (8.8, 24.0)
AG 195 19.1 (10.6) 18.0 (11.0, 27.0) 0.031
GG 40 22.2 (13.5) 21.0(12.3, 30.8)
A 527 17.8 (10.8) 16.0 (10.0, 25.0) 0.011
G 275 20.0 (11.5) 18.0 (11.0, 28.0) :
Portadorde G~ 235 19.6 (11.2) 18.0 (11.0, 27.0) 0.019
AA 166 17.1 (10.9) 15.0 (8.8, 24.0) :

Dentro de la ruta IL-2/IL-2R, la subunidad beta del receptor de la IL-2 es la regidn
gue menos interés ha atraido y en la que se encuentran resultados mds controvertidos.
Los tres polimorfismos recogidos en nuestro estudio se han analizado al menos en uno
de los grandes grupos de poblacidon que se incluyen en los GWAS desde 2007354962 y,
aungue en algunos casos se observa asociacién con DT1, ninguno alcanza la
significacién estadistica requerida para este tipo de estudios. Todd et al’? analizan el
marcador rs3218253 en el estudio follow-up que siguidé a los resultados del WICCC y no
encuentran asociacion significativa, sugiriendo que la seial encontrada en el WICCC
era un falso positivo y recalcando que, probablemente, toda asociacion detectada
en un estudio de barrido gendmico con una significacién menor de p=10-¢ sea un falso
positivo. En los diferentes estudios de barrido gendmico en los que se han estudiado
marcadores de IL2RB4:62 no se ha encontrado ninguna asociacién que supere este
umbral de significacién sugerido por Todd et al, pero se han observado asociaciones
cercanas a este umbral (p<10¢). A diferencia de las regiones 4927 (IL2-IL21) y 10p15
(IL2RA), la regidn 22913 no ha sido objeto de estudios independientes de mapeo fino o
secuenciacion y busqueda de nuevos polimorfismos, algo que quizds seria necesario
para descartar que estos marcadores que no alcanzan los umbrales de significacion
estén marcando una asociacién de 22g13 a DT1 aun no descubierta.
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Andlisis de asociaciones descritas
en la era GWAS

En este capitulo presentamos el andlisis de asociaciones con DTl descubiertas en
los Ultimos cinco anos, que incluyen estudios de replicacion de asociaciones
descubiertas en GWAS de DT1, y andlisis de genes candidatos seleccionados en base

a su funcidn o aresultados obtenidos en otras enfermedades autoinmunes.

Region 5p13 (CAPSL-IL7R) 2006

Regién 7932 (IRF5)
Region 12p13 (KLRB1-CLEC2D)
Regidn 1213 (ERBB3) 2007
Region 16p13 (CLECIT6A)
Region 18p11 (PTPN2)

Region 2924 (G6PC2)
Region 2932 (STAT4)

Region 6923 (TNFAIP3-OLIG3)
Region 1721 (STAT3)

009

Region 9933 (TRAFI1-C5) 2010
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Region 5p13 (genes CAPSL-IL7R)

Primer estudio en DT1: Smyth et al (2006)%°
Replicacion de GWAS

La regidn 5p13 se asocid por primera vez a DT1 en un estudio de barrido gendmico
de SNPs no sindbnimos? en el que fue la segunda sefal nueva mds asociada a la
enfermedad fras la helicasa IFIHT. La senal descrita era el rs1445898 (Arg75Gin) situado
en el exdn 3 del gen CAPSL, de funcién desconocida. Este gen se encuentra en el
mismo bloque de desequilibrio de ligamiento que el gen de la subunidad alfa
especifica del receptor de la interleucina IL-7 (IL7R), que constituye un interesante
candidato a gen causal de la asociacién de dicha regidén a la patogenia de la DT1,
dada la importancia del eje IL7-IL7R en el desarrollo de los linfocitos T175,
Posteriormente, Todd et al3% enconfraron una asociacion moderada en otro marcador
(también SNP no sinénimo) dentro del gen IL7R, el polimorfismo rs6897932 (Thr244lle).
Este estudio no incluyd la senal previamente descrita por Smyth et al?© en el gen CAPSL.

Para el estudio de replicacidon hemos seleccionado los polimorfismos del gen CAPSL
rs1010601 vy rs1445898 (primera senal asociada a DT1 en la regién) y los polimorfismos
del gen IL7R 156897932 (previamente asociado a DT1), rs3194051 y rs987106 (asociados
a EM en un estudio previo'7¢).

Entre los polimorfismos analizados en la regidn CAPSL, en el rs1445898 encontramos
una disminucién del homocigoto minoritario TT en enfermos que bordea la significacion
estadistica (tabla 19). En la estratificacién por edad de dicho polimorfismo,
observamos una disminucion de la frecuencia del alelo T con una significacién nominal
(p=0.05) y de nuevo se repite la tendencia a la disminucién de los homocigotos TT en
pacientes con debut pedidtrico con respecto a los pacientes con debut adulto. Si se
comparan ambas poblaciones con el grupo control, la Unica que mantiene
diferencias estadisticamente significativas es la poblacion con debut pedidtrico
(homocigoto TT, debut pedidtrico vs controles: OR=0.52 [0.29-0.90], p=0.01). En el
andlisis de la edad de debut como variable continua no encontramos resultados
significativos (tabla 20), pero se observan diferencias en la edad media de debut entre
genotipos, alelos y homocigotos TT frente a resto de genotipos. En este Ultimo caso, se
observa gque los homocigotos TT debutan entre dos y tres afos mds tarde (segin se
mire la media o la mediana de la distribucién) que los pacientes con ofro genotipo. La
falta de significacion se debe probablemente a una falta de potencia estadistica del
estudio.
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Tabla 19.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos del gen CAPSL rs1010601 vy
1445898 en pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afos
rs1010601 n % N % p OR n % n % p
304 646 149 129
T 92 303 218 337 0.3 - 43 289 39 302 0.8
TC 159 523 328 507 0.7 - 79 530 71 55.0 0.7
cC 53 174 100 155 04 - 27 181 19 147 0.4
T 343 564 764 591 03 B 165 554 149 578 0.6
(o] 265 436 528 409 : 133 446 109 422 )
rs1445898 n % N % p OR n % n_ % p
312 646 154 131
cC 90 288 190 294 0.9 - 50 325 32 244 0.1
CT 174 558 324 502 0.1 1.25 (0.95-1.66) 86 558 73 557 1
TT 48 154 132 204 0.06 0.71 (0.48-1.03) 18 117 26 198 0.06
C 354 567 704 545 04 B 186 604 137 523 0.05
T 270 433 588 455 . 122 396 125 477 )

Tabla 20.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs1445898.

Edad de debut (afios)
rs1445898 N Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
cC 82 16.3 (10.2) 14.0 (8.0, 23.0)
CT 159 17.1 (10.6) 15.0 (9.0, 24.0) 0.291
TT 44 19.1 (10.0) 17.5 (12.0, 24.8)
AleloC 323 16.7 (10.4) 14.0 (8.0, 24.0) 0.166
Alelo T 247 17.8 (10.4) 17.0 (10.0, 24.0) :
Portadorde C 241 16.8 (10.5) 14.0 (8.5, 24.0) 0.149
TT 44 19.1 (10.0) 17.5 (12.0, 24.8) :

Para aumentar la potencia del estudio, se realizé una colaboracién con el grupo
del doctor Behrooz . Alizadeh, del departamento de Genética Médica de la
Universidad de Utrecht (Holanda). Se estudiaron las frecuencias del polimorfismo
rs1445898 en un grupo de pacientes de DTl con edad de debut igual o inferior a 16
anos y controles (419 y 714 individuos respectivamente). En esta poblacién se replica la
tendencia a la disminucién en las frecuencias del alelo T y del homocigoto TT en
enfermos con debut pedidtrico (tabla 21).

Tabla 21.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo del gen CAPSL 1445898 en pacientes
de DT1 y controles. Poblacién holandesa.

DT1
(Pedidtricos)  Controles
rs1445898 n % n % p OR
419 714

cC 149 355 236 331 0.4

CT 201 480 330 462 0.6 -

T 69 16.5 148 207 0.08 0.75 (0.54-1.05)
Cc 499 595 802 56.2

T 339 405 626 s O 087 (0.73-1.04)
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A confinuacién, realizamos un meta-andlisis de los datos de la poblacion
holandesa con nuestros resultados. Comprobamos que nuestra poblacidén general y la
de Holanda son homogéneas para las frecuencias alélicas que queremos analizar
(12=0%; p=0.72). El andlisis conjunto de las frecuencias alélicas de ambas poblaciones
revela una tendencia a la disminucion del alelo T (OR=0.89 [0.78-1.01]; p=0.07). Si
realizamos este andlisis dividiendo nuestra poblacién en debut pedidtrico y adulto
(figura 4), observamos ademds un dato interesante a favor de la asociacion de este
polimorfisimo con la edad de debut de la enfermedad: nuestras poblaciones
pedidtrica y adulta son heterogéneas entre si (12=68%; p=0.08) y, cuando se comparan
con la poblacién pedidtrica holandesa, nuestra poblacién pedidtrica es homogénea
(12=0%; p=0.51) mientras que la poblacion adulta tiene una heterogeneidad moderada
con la poblacion pedidtrica holandesa (12=49%; p=0.16;). Con estos datos, analizamos
conjuntamente nuestra poblacién pedidtrica con la poblacién pedidtrica holandesa y
observamos una asociacion significativa del alelo T (OR=0.84 [0.73-0.97]; p=0.02).

Figura 5.- Forest Plot correspondiente al meta-andlisis de las frecuencias alélicas del rs1445898 en
nuestras poblaciones pediatrica y adulta, y en poblacién holandesa (pediatrica).

DT1 Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
HCSC adultos, 2008 125 262 588 1292 201% 1.09 [0.84, 1.43]
HCSC pediatricos, 2008 122 308 588 1282 26.5% 0.79 [0.61, 1.01)
Holanda pediatricos 2008 339 838 626 1428 53.4% 0.87 [0.73, 1.03]
Total (95% Cl) 1408 4012 100.0%  0.89[0.79,1.01]
Total events 586 1802

| ) ) )
001 01 1 10 100
Favours experimental Favours control

Heterogeneity: Chi* = 3.28, df =2 (P =0.19); # = 39%

Para finalizar el estudio del rs1445898, analizamos las frecuencias del homocigoto TT
en conjunto con la poblacidén holandesa. El andlisis de homogeneidad revela que
tanto nuestra poblacién como los subgrupos de debut pedidtrico y adulto son
homogéneos con dicha poblacion (12<33%, p>0.20; figura 5). El andlisis de nuestra
poblacién general con la poblacion holandesa revela una disminucion significativa en
las frecuencias del homocigoto TT en pacientes de DT1 (OR=0.74 [0.58-0.93]; p=0.01). Si
realizamos el mismo andlisis Unicamente con nuestra poblacion pedidtrica o adulta y
la poblacién holandesa, solo el meta-andlisis con el grupo de debut pedidtrico es
estadisticamente significativo (poblacién pedidtrica y poblaciéon holandesa: OR=0.68
[0.52-0.88]; p=0.004).

79



Resultados y discusion

Figura 6.- Forest Plot correspondiente al meta-analisis de las frecuencias del homocigoto TT del
rs1445898 en nuestras poblaciones pediatrica y adulta, y en poblacién holandesa (pediatrica).

DT1 Control 0Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI

HCSC adultos, 2008 26 131 132 646 20.7% 0.96 [0.60, 1.54]

HCSC pediatricos, 2008 18 154 132 646 26.1% 0.52 [0.30, 0.87] -

Holanda pediatricos 2008 69 419 148 714 53.2% 0.75 [0.55, 1.03]

Total (95% CI) 704 2006 100.0%  0.74 [0.58, 0.93] L 2

Total events 113 412
| ) ) )
001 04 1 10 100

Favours experimental Favours control

Enfre los polimorfismos analizados en el gen IL7R (tabla 22), encontramos en el
rs6897932 un efecto parecido al observado en el polimorfismo rs1445898 del gen
CAPSL. No detectamos asociacion en el estudio caso-control, pero cuando realizamos
la estratificacion por edad observamos una tendencia a la disminucion del alelo T en
pacientes pedidtricos (p=0.06) y una clara disminucién de la frecuencia del
homocigoto TT (p=0.01). Cuando comparamos ambos grupos a controles, las
diferencias en la frecuencia del homocigoto TT solo son significativas para el grupo de
debut pedidtrico (homocigoto TT, debut pedidtrico vs controles: OR=0.32 [0.06-1.02],
p=0.047; debut adulto vs controles: p=0.3). Mediante el andlisis de la edad de debut
como variable continua (tabla 23), observamos que los individuos homocigotos TT
debutan aproximadamente cinco anos mds tarde que los portadores del alelo C, vy
que esta diferencia es estadisticamente significativa (p=0.026). Ademds, se observan
diferencias cercanas a la significacion en los andlisis de la edad media de debut en
genotipos y alelos, y se puede apreciar que el refraso en la edad de debut solo se
produce en el grupo de individuos con el alelo de protecciéon T en homocigosis.

Dentro del gen IL7R, estudiamos los marcadores rs987106 (tabla 22) y rs3194051
(tabla 22, continuacién), seleccionados en base a un estudio previo realizado en EM176,
No observamos diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los dos
polimorfismos. El estudio de haplotipos formados por los tres polimorfismos en IL7R y los
dos polimorfismos en CAPSL no aporta informacién adicional (datos no mostrados).

Tabla 22.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos del gen IL7R rs6897932 vy
rs987106 en pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1=<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs6897932 n % n % p OR n % n % p
305 646 150 130
cC 169 554 352 545 0.8 - 88 587 67 515 0.2
CT 119 390 255 395 0.9 - 59 393 52 400 0.9
T 17 56 39 60 0.8 - 3 2.0 11 8.5 0.01
C 457 749 959 742 0.7 B 235 783 186 715 0.06
T 153 251 333 258 ) 65 21.7 74 285 )
rs987106 n % n % p OR n % n % p
310 646 152 132
AA 104 335 193 299 0.3 - 46 303 50 379 0.2
AT 138 445 301 466 0.5 - 72 47.4 54 409 0.3
T 68 219 152 235 0.6 - 34 224 28 212 0.8
A 346 558 687 532 03 B 164 539 154 583 03
T 274 442 605 468 ) 140 4641 110 417 )
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Tabla 22 (continuacién).- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos del gen IL7R
rs3194051 en pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs3194051 n % n % p OR n % n % p
309 646 152 131

AA 146 473 310 480 0.8 - 65 42.8 66 504 0.2
AG 141 456 288 446 0.8 - 76 500 56 427 0.2
GG 22 7.1 48 74 0.9 - 11 7.2 9 6.9 0.9
A 433 701 908 703 0.9 3 206 678 188 718 03

G 185 299 384 297 ) 98 322 74 282 )

Tabla 23.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs6897932.

Edad de debut (afios)
rs6897932 N Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
CC 155 16.9 (11.2) 14.0 (8.0, 23.0)
CT 111 17.2 (9.3) 16.0 (10.0, 24.0) 0.061
TT 14 22.5(8.3) 21.0 (16.8, 27.5)
AleloC 421 16.9 (10.7) 15.0 (9.0, 24.0) 0.06
AleloT 139 18.3 (9.3) 17.0 (12.0, 25.0) :
Portadorde C 266 17.0 (10.5) 15.0 (9.0, 24.0) 0.026
TT 14 22.5(8.3) 21.0 (16.8, 27.5) ;

Nuestro estudio supone la primera replicacion independiente de los polimorfismos
no sindnimos rs1445898 (CAPSL) y rs6897932 (IL7R), que se han encontfrado asociados
previamente a DT1. Ademds, como novedad en este trabajo, encontramos una
asociacién con la edad de debut de DTl en estos dos marcadores, con una
disminucidén del alelo minoritario en pacientes con debut temprano de la enfermedad.
La magnitud de la asociacion es mayor en el polimorfismo situado en el gen IL7R
(homocigoto TT: OR=0.32), lo cual indicaria que dicho polimorfismo es un mejor
marcador de la variante etiolégica situada en esta regidn. Sin embargo, debido al alto
desequilibrio de ligamiento en el bloque que comprende los genes CAPSL e IL7R, serdn
necesarios nuevos estudios para determinar cudl es el gen responsable de la
asociacién de 5p13.

El Ultimo trabajo que aborda el andlisis de esta regién estudia el polimorfismo del
CAPSL 151445898 y no encuentra evidencias de asociacions2, Sin embargo, los propios
autores admiten que su estudio fiene menor potencia estadistica (un mdéximo del 80%
para ORs=1.20 y MAF=0.25) que el estudio de Todd et al’? en el que se replica la senal
original descrita por Smyth ef al®®. Todd et al encuentran una OR=0.89. El estudio de
Howson et al® tiene menos del 60% de potencia para replicar este efecto con los
estdndares de correccion que ellos mismos fijan en su estudio (asociaciones
significativas con p=0.0024).
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Region 732 (gen IRF5)

Primer estudio en DT1: Qu et al (2007)%4
Estudio de gen candidato

El gen IRF5 se encontré asociado por primera vez a LES?2177 mediante el estudio de
dos polimorfismos funcionales: rs2280714 (extremo 5’ del gen, influye en los niveles de
ARNmM) y rs2004640 (intrénico, modula el splicing alternativo del ARNm). Estos mismos
polimorfismos se estudiaron en DT1, sin que se enconfrasen asociaciones significativas?4.
Sin embargo, el gen IRF5 es un candidato interesante en la patologia de las
enfermedades autoinmunes por sus funciones en la induccién de IFNs tipo 1 (o y B).
importantes en la respuesta conftra virus, y de citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-12,
TNF-o)110111 - Diversos estudios apoyan la participacién de virus (especialmente
enterovirus) en el desencadenamiento de DT1'8178, Ademds, la presencia de
citoquinas proinflamatorias estd directamente relacionada con la destruccion de las
células beta pancredticas'?’.

Estudios posteriores a los efectuados en LES han encontrado asociacion de nuevos
polimorfismos dentro del gen IRF5 con EM179, AR180, ECh? y enfermedad de Sjogren’s!,
De los polimorfismos descritos, seleccionamos rs4728142 y rs3807306, asociados a EM,
para su estudio en DT1. El polimorfismo rs3807306 se analizé previamente en DT1 como
parte del estudio del WICCC pero se excluyd del andlisis final porque no alcanzaba el
porcentaje de éxito de genotipado requeridos. Por ofra parte, la correlacién de estos
polimorfismos con los asociados previaomente a LES y ya estudiados en DTl es
moderada (r2 entre 0.48 y 0.72) y no descarta que exista asociacion de rs4728142 y
rs3807306 a la enfermedad. Por tanto, analizamos estos dos polimorfismos basdndonos
en las asociaciones previas descritas en EM?1.179,

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas entre DT1 y confroles
en el andlisis de los polimorfismos rs4728142 (tabla 24) y rs3807306 (tabla 24,
continuacién). Tampoco observamos diferencias en la estratificacién por edad de
debut de la enfermedad. En el estudio caso-control tenemos una potencia de 80%
para detectar ORs superiores a 1.29. Por tanto, podemos descartar un efecto mayor
de ambos polimorfismos en nuestra muestra.

Tabla 24.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs4728142 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs4728142 n % n % P OR n % n % P
413 685 193 188
GG 113 274 198 289 0.6 - 48 24.9 53 28.2 0.5
GA 201 486 332 485 0.9 - 101 52.3 86 45.7 0.2
AA 99 240 155 226 0.6 - 44 22.8 49 26.1 0.5
G 427 517 728 531 05 B 197 51.0 192 511 1
A 399 483 642 469 ) 189 49.0 184 489
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Tabla 24 (continuacién).- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs3807306 en pacientes
de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs3807306 n % n % p OR n % n % p
409 649 192 186

T 116 284 178 274 0.7 - 55 28.6 54 29.0 0.9

TG 200 489 310 478 0.7 -- 99 51.6 88 47.3 0.4

GG 93 227 161 =248 0.4 -- 38 19.8 44 23.7 0.4

T 432 528 666 51.3 05 3 209 54.4 196 527 06

G 386 472 632 487 ) 175 45.6 176 47.3 ’

Posteriormente a nuestros resultados, en el metandlisis realizado por Barrett et al en
20094 se incluyd el genotipado del polimorfismo rs4728142 y un reandlisis de los datos
del polimorfismo rs3807306, y no se encontrd asociacion a DT1 en ninguno de ellos. Por
tanto, con todos los estudios hasta la fecha no hay evidencias de asociacién del gen
IRF5 a DTI.

Un estudio reciente analiza la funcién de IRF5 en ratones knockout para el gen y
encuentra que podria tener un papel importante en el desarrollo de los linfocitos B y su
evoluciéon a célula plasmdtica'e?, y no solo en la ruta de induccidén de IFNs tipo I.
Ademds, los autores también encuentran indicios de que IRF5 puede tener
importancia en la respuesta Th2 de los linfocitos T, una ruta a priori poco importante en
el desarrollo de la DT1135, Aunque seria interesante un estudio mds profundo para
descartar la existencia de polimorfismos asociados a DT1, cabe la posibilidad de que la
influencia de IRF5 en las rutas que determinan el desencadenamiento de la
enfermedad no sea tan importante como en ofras enfermedades autoinmunes a las
que si se ha visto asociado. A modo de ejemplo, en los Ultimos afos se ha visto tanto
en LES'8 como en EM'8 yn incremento de la importancia de los linfocitos B en la
patogenia de dichas enfermedades, mientras que la contribucién de los linfocitos B a
la DT1 parece restringirse mds a una presentacion antigénica defectuosa (explicada
por los alelos HLA) que activa a las poblaciones linfocitarias realmente responsables
del dafo en células beta'?.
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Regidon 12p13 (genes KLRB1-CLEC2D)

Primer estudio en DT1: Wellcome Trust Case-Control Consortium (2007)35
Replicacion de GWAS

La region 12p13 se asocid por primera vez a DT1 en el estudio del WICCCSS. En
dicho estudio, se analizaron varios polimorfismos y se encontré que el mds asociado a
DT1 era el rs11052552, situado en la regién 3' del gen CLEC2D. Un estudio posterior en
EMSs8 identificd ofra senal, rs4763655, en el gen KLRBI en esta misma regién. Estudiamos
estas dos sefales en nuestros pacientes de DT1: rs11052552 para replicar la asociacion
previomente descrita en el WICCC vy rs4763655 para analizar ofra variante en esta
regiéon relacionada con enfermedades autoinmunes.

Encontramos una tendencia a la asociacién en el polimorfismo rs11052552 (tabla
25), con el alelo minoritario disminuido en pacientes de DT1 con respecto a controles
(OR=0.85 [0.71-1.01]; p=0.06). En la estratificacién por edad no observamos diferencias
significatfivas. En el caso del polimorfismo rs4763655 (tabla 25), asociado a EM, no
encontramos diferencias significativas en el estudio caso-control ni en la estratificacion
por edad de debut de la enfermedad.

Tabla 25.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs11052552 y rs4763655 en
pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 DT1>16
afos afios
rs11052552 n % n % p OR n % n %
367 789 175 162
GG 108 294 202 256 0.2 - 50 28.6 50 30.9 0.6
GT 179 488 379 480 0.8 - 85 48.6 75 46.3 0.7
TT 80 218 208 264 0.09 0.78 (0.57-1.06) 40 229 37 22.8 1
G 395 538 783 496 185 52.9 175 54.0
T 339 462 795 soa 006 OBSQO7ION - ges oy 449 a0 08
rs4763655 n % n % p OR n % n %
373 797 178 164
GG 156 418 318 399 0.5 - 72 40.4 68 415 0.8
GA 166 445 380 477 0.3 - 83 46.6 73 445 0.7
AA 51 137 99 124 0.6 - 23 12.9 23 14.0 0.8
G 478 641 1016 637 09 B 227 63.8 209 63.7 1
A 268 359 578 363 ) 129 36.2 119 36.3

La tendencia a la asociacién del alelo minoritario del polimorfismo rs11052552 estd
en consonancia con la asociacidon previamente descrita en el estudio del WICCC33,
como se puede observar en el andlisis de heterogeneidad de ambas poblaciones
presentado en la figura é (12=0%; p=0.94). En este estudio, dicha sefal fue la mds
asociada a DT1 en la regidon 12p13. Todd et al”? andlizaron posteriormente otra sefal
(rs3764021) prdcticamente equivalente a la descrita por el WICCC (D'=1, r2=0.95) y
encontraron asociacién en la regién, pero de menor magnitud que la descrita por
primera vez. Por Ultimo, Barrett et al4’ retoman el estudio de 12p13 en DT1 y encuentran
otra senal mds asociada, rs4763879 (D'=1, r2=0.5 con rs11052552), que se encuentra
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situada en el gen CD69, un marcador temprano de activacién de células del sistema

inmunitario.

Figura 7.- Forest Plot correspondiente al meta-andlisis de las frecuencias alélicas del rs11052552 en
nuestras poblaciones pediatrica y adulta, y en la poblacién del estudio WTCCC (pediétrica).

DT1 Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
HCSC 2009 339 734 795 1578 17.7% 0.85[0.71, 1.01]
WTCCC 2007 1751 3924 2853 5868 82.3% 0.85[0.79, 0.92]
Total (95% CI) 4658 7446 100.0% 0.85[0.79, 0.92] }
Total events 2090 3648

001 0.1 1 10 100
Favours experimental Favours control

Heterogeneity: Chi2=0.01, df =1 (P =0.94); 1> = 0%

La region 12p13 incluye numerosos genes, y una parte de ellos tienen funciones en
el sistema inmunitario. El gen KLRBI (también conocido como CDI61 o NKR-PIA)
codifica un receptor de funcién desconocida miembro de la superfamilia de lectinas
tipo C que se expresa sobre todo en células NK, en linfocitos T CD4 de memoria vy
efectores, en linfocitos T CD8 y en mds de la mitad de los repertorios de células NKT12¢,
Curiosamente, el gen CLEC2D, en el que se locdliza la segunda sefal mds fuerte
asociada a DT1 en la region 12p13, codifica LLT1, que es ligando de KLRB1 y se expresa
en monocitos, CDs vy linfocitos B'26. Estudios funcionales sugieren que la unidn de
NKRPTA y LLT1 inhibe la citotoxicidad mediada por células NK. A falta de estudios que
determinen el efecto de los marcadores asociados a DT1 en la region, estos hallazgos
podrian apuntar a una implicacién de las células NK en la patogenia de la
enfermedad, algo que ya se describe en algunos estudios funcionales22.123.185,

86



Resultados y discusion

Regidén 12q13 (gen ERBB3)

Primer estudio en DT1: Wellcome Trust Case-Control Consortium (2007)35
Replicacion GWAS

La regidn 12913 se asocié por primera vez a DT1 en el estudio del WICCC3s. La
senal mds asociada, rs2292239, se encuentra en el intfrébn 7 del gen ERBB3, pero el
elevado desequilibrio de ligamiento a lo largo de una regién en la que se localizan
mds de diez genes dificulta la tarea de determinar si ERBB3 es el gen causal asociado
ala enfermedad.

Tras el descubrimiento de la primera senal en 12q13 en el estudio del WTCCC, el
follow-up de Todd et al”? analizd otra senal, rs11171739, que presentaba una
asociacién menor que rs2292239 y una alta equivalencia con el mismo (D'=1, r2=0.71).
Posteriormente, Hakonarson et al®! abordaron un estudio de replicacion de 24
marcadores moderadamente asociados a DT1 en un estudio de barrido gendmico
realizado previamente por el grupo®. Las fres sehales con mayor asociacion en este
estudio de replicacién se encontraban localizadas en fres genes a lo largo de 12g13:
RAB5B (member RAS oncogene family, rs773107), SUOX (sulfite oxidase, rs10876864) e
IKZF4 (ICARQS family zinc finger 4, rs17017704), y las tres presentaban una correlaciéon
moderada (rs10876864, r2=0.57) o alta (r2>0.80) con el polimorfismo rs2292239. Ademds,
en este estudio describen por primera vez una tendencia a la asociacion de 12g13
con la edad de debut de DT1. Mediante un andlisis de la edad de debut de cada
genotipo en los tres polimorfismos, los autores encuentran que los individuos que portan
los genotipos de riesgo tienen una edad de debut un ano menor que los que portan el
genotipo de proteccién. Esta diferencia es estadisticamente significativa en el estudio
del polimorfismo rs773107 (0=0.047) y bordea la significacion en los ofros dos
polimorfismos8!. Aunque estas fres senales se encuentran alejadas del gen ERBB3, la
correlacién entre los polimorfismos descritos por Hakonarson et al y el 1s2292239 es alta,
lo que dificulta determinar cudl o cudles son los polimorfismos causales de la
asociacién y, por extension, qué genes estdn implicados.

La asociacidon de 12g13 con la edad de debut de la DT1 se ha explorado en dos
estudios mds: el primero, realizado por Awata et al'8é en poblacién japonesa, analiza la
asociacién descrita por el WICCC (rs2292239) en un grupo de enfermos con edad de
debut pedidtrica y adulta, parte de ellos complicados con enfermedades tiroideas. El
segundo estudio, llevado a cabo por Wang et a4 en poblacién estadounidense de
origen mayoritariamente caucdsico, analiza 19 polimorfismos a lo largo de la region
12913, incluidos los cinco citados anteriormente, en un grupo de enfermos con debut
pedidtrico y adulto. Tanto el estudio de Awata et al como el de Wang et al analizan la
asociacién de cada SNP en poblaciones de debut pedidtrico y adulto por separado,
para lo cual dividen los grupos totales de enfermos por 20 y 17 anos respectivamente.
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Finalmente, juntan ambos grupos y evaltan la asociacién de los polimorfismos en el
grupo total de enfermos. Ninguno de los estudios encuentra diferencias por edad en la
asociacién de los polimorfismos analizados.

Con el objetivo de clarificar estos resultados divergentes, seleccionamos tres
polimorfismos a lo largo de 12g13: la senal original detectada en el WTCCC (rs2292239),
el polimorfismo que presenta una mayor asociacion con la edad de debut de DT1 en
el estudio de Hakonarson ef al (rs773107) y el SNP en este mismo estudio que tiene una
menor correlaciéon con la sefal original detectada en el WICCC (rs10876864, r2=0.58
con rs2292239).

En el estudio caso-control encontramos diferencias estadisticamente significativas
en los polimorfismos rs773107 y rs2292239 (tabla 26). En ambos casos, el alelo minoritario
se encuenira elevado en enfermos con respecto a controles. Cuando realizamos la
estratificacién por edad, observamos diferencias significativas en el rs773107 y, aunque
en el rs2292239 las frecuencias alélicas no son significativamente diferentes entre el
grupo pedidtrico y el adulto (p=0.1), en ambos polimorfismos el homocigoto para el
adlelo de riesgo estd significativamente aumentado en pacientes pedidtricos con
respecto a los adultos, lo cual sugiere que también existen diferencias en la distribucion
del 152292239 segun la edad de debut. Si comparamos cada grupo de edad de debut
por separado con controles, en los dos polimorfismos observamos que Unicamente el
grupo pedidtrico es estadisticamente diferente del grupo control (comparacién de
frecuencias alélicas, rs773107: OR=1.55 (1.24-1.94), p=8x10-5; rs2292239: OR=1.40 (1.12-
1.75); p=0.002) mientras que en la comparacién entre pacientes con debut adulto y
controles no existen diferencias estadisticamente significativas (frecuencias alélicas,
rs773107: p=0.33; rs2292239: p=0.27).

Con estos datos, analizamos en ambos polimorfismos Ias diferencias en edad de
debut entre los genotipos, alelos y homocigotos de riesgo frente al resto de genotipos
(tabla 27). En ambos casos, encontramos diferencias estadisticamente significativas en
todas las categorias y observamos que los homocigotos de riesgo para cualquiera de
los dos polimorfismos debutan casi cinco anos antes que los que portan otro genotipo,
algo que se puede ver claramente si comparamos la edad de debut mediante curvas
de supervivencia de Kaplan-Meier (figuras 7 y 8).

88



Resultados y discusion

Tabla 26.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs773107 y rs2292239 en
pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs773107 n % n % p OR n % n % p
433 832 202 199
AA 132 305 314 377 0.01 0.72 (0.56-0.93) 54 26.7 61 30.7 0.4
AG 223 515 399 480 0.2 - 98 485 113 5638 0.1
GG 78 180 119 143 0.08 1.32(0.95-1.82) 50 24.8 25 126  0.002
A 487 562 1027 617 206 510 235 590
G 379 438 637 383 0.008 125(1.06-149) 498 490 163 410 0.02
rs2292239 n % n % p OR n % n % p
434 846 202 200
CC 127 293 304 359 0.02 0.74 (0.57-0.95) 56 27.7 56 280 0.9
CA 225 518 403 476 0.2 - 96 475 115 575 0.05
AA 82 189 139 164 0.3 - 50 24.8 29 145  0.009
C 479 552 1011 5938 208 515 227 568
A 389 448 681 40.2 0.03 1.21 (1.02-1.43) 196 485 173 432 0.1

Tabla 27.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario de los polimorfismos rs773107 y rs2292239.

Edad de debut (afios)
Media y .
n
desviacion Mectilana yrtr,?ngo P
rs773107 estandar intercuartifico

AA 115 19.5 (9.9) 18.0 (12.0, 26.0)
AG 211 19.4 (11.4) 17.0 (11.0, 27.0) 0.002
GG 75 15.0 (11.4) 13.0 (6.0, 23.0)

A 441 19.5 (10.6) 18.0 (12.0, 26.0) 0.003

G 361 17.6 (11.5) 15.0 (8.0, 25.0) :

Portadorde A 326 19.4 (10.9) 17.5 (12.0, 26.3) 0.0004
GG 75 15.0 (11.4) 13.0 (6.0, 23.0) :
rs2292239

cc 112 18.9 (10.0) 16.5 (12.0, 25.0)
AC 211 19.9 (11.4) 18.0 (12.0, 28.0) 0.001
AA 79 14.8 (10.8) 13.0 (6.0, 23.0)

C 435 19.4 (10.7) 17.0 (12.0, 26.0) 0.013

A 369 17.7 (11.4) 15.0 (9.0, 25.0) :

Portadorde C 323 19.6 (11.0) 18.0 (12.0, 27.0) 0.0002

AA 79 14.8 (10.8) 13.0 (6.0, 23.0) :

89



Resultados y discusion

Figura 8.- Polimorfismo rs773107: curvas de Kaplan-Meier para los portadores del alelo A (/inea
continua) y homocigotos GG (linea punteada). Se puede observar que los homocigotos GG tienen un
debut mas temprano y, por tanto, su curva estd mas desplazada hacia la izquierda. Log-rank p=0.01.

0,57

Proporcion de individuos libres de DT1

0,0

0 10 20 30 40 50 60 70
Edad de diagnéstico

Figura 9.- Polimorfismo rs2292239: curvas de Kaplan-Meier para los portadores del alelo C (linea
continua) y homocigotos AA (linea punteada). Se puede observar que los homocigotos AA tienen un
debut méas temprano y, por tanto, su curva estd mas desplazada hacia la izquierda. Log-rank p=0.002.
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Respecto al rs10876864, encontramos también diferencias en las frecuencias
alélicas aunque éstas no llegan a ser significativas (p=0.06, tabla 28). En la
estratificacion por edad observamos una tendencia a la diferencia entre el grupo de
debut pedidtrico y adulto, con un incremento del alelo minoritario G en pacientes
pedidatricos (p=0.08). Al igual que ocurre con los polimorfismos anteriores, si se
comparan los grupos de edad con el grupo control, solo el grupo pedidtrico difiere
significativamente de la poblacion sana (frecuencias alélicas pedidtricos vs controles:
OR=1.37 [1.09-1.71], p=0.005; adultos vs controles: p=0.59). En el andlisis de la edad
como variable continua (tabla 29), las diferencias en la edad media de debut en
alelos y portadores del genotipo GG frenfe a resto de genoftipos bordean la
significacién. En este Ultimo caso, observamos que aquellos pacientes que portan el
alelo de susceptibilidad (G) en homocigosis tienen una edad media de debut casi tres
anos menor que los portadores del alelo A.

El estudio de los haplotipos formados por los fres polimorfismos no aporta

informacion adicional (datos no mostrados).

Tabla 28.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs10876864 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afos afios
rs10876864 n % n % P OR n % n % p
427 842 201 194
AA 96 225 234 278 0.04 0.76 (0.57-1.00) 38 19.0 47 242 0.2
AG 218 512 408 485 0.3 -- 101 505 102 526 0.7
GG 112 263 200 238 0.3 - 61 30.5 45 232 0.1
A 410 481 876 520 177 442 196 505
G 442 519 808 4o 08 117099138 5ng oo qgp 495 008

Tabla 29.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs10876864.

Edad de debut (afios)
rs10876864 n Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
GG 106 16.7 (10.4) 15.0 (8.8, 24.0)
GA 203 19.0 (11.6) 17.0 (11.0, 26.0) 0.127
AA 85 19.7 (10.3) 19.0 (12.0, 26.0)
AleloG 415 17.8 (11.0) 15.0 (10.0, 25.0) 0.051
Alelo A 373 19.3 (11.0) 18.0 (12.0, 26.0) :
Portador A 288 19.2 (11.2) 17.0 (11.3, 26.0) 0.058
GG 106 16.7 (10.4) 15.0 (8.8, 24.0) :

En el estudio caso-control de los tres polimorfismos analizados en DT1, replicamos la
asociacién descrita por el WICCC3 en el rs2292239 y la asociacién descrita en el
rs773107 por Hakonarson et alt!. Ademds, enconframos asociaciones significativas con
la edad de debut de la enfermedad, siendo las mds fuertes la sefial original descrita
por el WTICCC (rs2292239) y el marcador del estudio de Hakonarson et al que
presentaba una mayor asociacién a la edad de debut de la DT1 (rs773107). En su
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trabagjo, Hakonarson et al analizaron un polimorfismo que, segin se observa en la
poblacién caucdsica (CEU) del Proyecto HapMap'4, tiene una alta correlacién con el
rs2292239 (rs1701704, r2=0.88). Por tanto, aunque en el estudio de Hakonarson no se
incluyé el marcador original, es presumible que si hubieran analizado el rs2292239
habrian encontrado efectos sobre la edad de debut de una magnitud semejante a los
que observaron en el rs1701704. Por ofra parte, en nuestro estudio replicamos la
asociaciéon mds fuerte con la edad de debut descrita en el estudio de Hakonarson et
al (rs773107). Curiosamente, en poblacién espanola encontramos una correlacién
entre los polimorfismos rs2292239 y rs773107 (r2=0.66) ligeramente menor que la descrita
en el Proyecto HapMap (r2=0.81), y sin embargo observamos la misma influencia en la
edad de debut en ambos polimorfismos: un adelanto del comienzo de la enfermedad
en cinco anos para los homocigotos de riesgo. Este dato parece sugerir que ambos
polimorfismos estén en un desequilibrio de ligamiento similar con la variante
responsable de este efecto en la edad de debut.

Hakonarson et al®! incluyeron en su grupo de estudio a pacientes con edad de
debut de hasta 35 anos. En los datos del andlisis por edad, los autores proporcionan la
mediana y el rango intercuartilico de los grupos de pacientes que portan cada
genotipo, y en esos datos se puede observar que la mediana de su poblacién oscila
entre 8 y 9 anos y que el tercer cuartil se corresponde a los 13 anos en todos los casos,
con lo cual el 75% de la poblacién estudiada tiene una edad de debut inferior a 13
anos. En nuestro caso, la mediana de nuestra poblacién de estudio es 16 afos y el 75%
de la poblacién tiene una edad de debut inferior a 25 afos. Por tanto, disponemos de
un rango de edades mds amplio, que nos permite discriminar mejor las diferencias
observadas previamente.

Posteriormente al estudio de Hakonarson et al®!, dos estudios mds analizan el
efecto de polimorfismos en 12913 en la edad de debut de la DT1. El primer estudio’8s se
centra en el 152292239 y estudia la asociacion de este polimorfismo en una muestra de
poblacién japonesa con edad media de debut de 30 afos y un 25.7% de pacientes
complicados con EAIT (EGr o HA). Awata et al'8¢ estudian la influencia del polimorfismo
en la edad de debut dividiendo la poblacién en debut temprano (menor o igual de 20
anos) y debut tardio (mayor de 20 afos), y comparan ambos grupos sin enconfrar
diferencias significativas. En el estudio caso-control del rs2292239, los autores solo
encuentran asociaciones significativas en el grupo total de enfermos o en aquellos
complicados con EAIT, pero no en el subgrupo mayoritario de enfermos de DT1 sin
complicaciones firoideas, algo que no se ha observado en ninguna poblacion
caucdsica. Esta diferencia entre los resultados de los autores y la asociacién descrita
anteriormente nos lleva a tomar con precaucién un estudio en una poblacidon que,
como se ha visto anteriormente, guarda ciertas diferencias genéticas con la poblacién
caucdsicq'sr.1es,

El segundo estudiod4 se llevd a cabo en poblacion norteamericana de origen
caucdsico. Wang et alt4 estudiaron 19 polimorfismos, entre los que se incluyeron los
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seleccionados en nuestro estudio, y analizaron la asociacién de dichos polimorfismos
con la edad de debut dividiendo la poblacion en debut pedidtrico (menor o igual a
17 anos, 62% del grupo total de pacientes) y debut adulto (mayor o igual a 18 anos,
38%). Los autores estudiaron las asociaciones en cada grupo por separado y en el total
de enfermos, y no encontraron diferencias significativas para el rs2292239 o el rs773107.
Aunqgue los autores no lo desarrollan en el articulo, en el caso del rs10876864 se puede
observar una pequena diferencia entre los resultados en poblacién pedidtrica
(OR=1.3, p=2x10%) y adulta (OR=1.2, p=0.03), y el andlisis de heterogeneidad entre
ambas poblaciones bordea la significacién (p=0.10). Los autores analizan la edad de
debut mediante la divisién de la poblacién en dos grupos. Seria interesante analizar la
edad como variable continua en esta poblacidén y observar si no hay diferencias
significativas en la edad media de debut segin la dotacidn genética que se porte.

La regién 12913 es una zona densamente poblada de genes, y algunos se han
vinculado con un posible papel en la patogenia de la DT1. Wang et alt4 aportan
pruebas de la alteracion de la expresion del gen ERBB3 en pacientes de DT, con un
aumento de la expresion de ARNm en enfermos. Ademds, en experimentos funcionales
incluidos en el mismo trabajo, los autores describieron una menor expresién de ERBB3
en la membrana celular en monocitos y células dendriticas estimulados con
lipopolisacdrido, disminucion asociada al homocigoto para el alelo de susceptibilidad
de rs2292239. Al mismo tiempo, observaron que estos menores niveles de ERBB3 se
correlacionaban con una menor activacién de linfocitos T cuando se cultivaban en
contacto con los monocitos estimuladosg4. AUn queda por determinar como ERBB3, un
receptor de membrana relacionado con la regulacién de la supervivencia celular y el
tréfico vesiculard!, influye en la activacion de linfocitos T por monocitos y células
dendriticas. Dentro de la regidon 12g13, otro buen candidato por su relacién con las
Tregs es IKZF418%. Debido al alto desequilibrio de ligamiento en toda la zona es dificil
determinar qué SNPs y qué genes son los causantes de la asociacién de 12913 a la DT1
y no es descartable que todas las sefales detectadas en la regién apunten a la
vinculacién de mds de un gen con la enfermedad. Es posible que en esta regién
coexistan un gen que influye en la edad de debut de la enfermedad con ofro u ofros
que afecten a todos los pacientes porigual.
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Region 16p13 (gen CLEC16A)

Primer estudio en DT1: Wellcome Trust Case-Control Consortium (2007)35
Replicacion de GWAS

El estudio del WTICCCS35 encontré asociacion de 16p13 a DT1. La asociaciéon se
localizaba en un bloque de desequilibrio de ligamiento que se extiende mds de 200 kb
y en el que solo se encuentra un gen de funcidn desconocida, CLECI6A.
Posteriormente esta regidon se ha asociado también a EMe.190.191 E| gen CLECI16A se
encuentra flanqueado por otros dos genes con funcién inmunoldgica: el
transactivador de clase Il (MHCIITA) y SOCSI (suppressor of cytokine signalling 1), que
codifica un inhibidor de los factores de transcripcion STAT.

En nuestro estudio seleccionamos los polimorfismos 152903692 (asociado
previamente a DT180), rs6498169 (asociado a EMS8) y rs11074956, cercano al gen
SOCSI, con el objetivo de explorar la variabilidad de este gen cercano.

En el estudio del rs2903692 replicamos la asociaciéon del alelo minoritario
previamente descrita (tabla 30). Ademds, no observamos ninguna diferencia en el
andlisis estratificado por la edad de debut ni en el andlisis de la edad como variable
continua, con lo cual concluimos que este factor estd asociado a la DT1 en nuestra
poblacién independientemente de la edad de debut de la enfermedad.

Tabla 30.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2903692 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1=<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs2903692 n % n % p OR n % n % p
306 532 149 132

GG 128 418 187 352 0.05 1.33 (0.98-1.79) 62 416 54 409 09
GA 131 428 247 464 0.3 - 67 40 52 394 0.3
AA 47 154 98 18.4 0.3 - 20 134 26 19.7 0.2

G 387 632 621 584 191 641 160 606

A 205 368 443 a1e 004 0.82 (0.66-1.01) 107 359 104 asea 04

En el caso-control general no enconframos asociacién del polimorfismo rs6498169
(tabla 31). En la estratificacién por edad encontramos una gran diferencia en las
distribuciones de los genotipos que portan el alelo mayoritario A entre individuos con
debut pedidtrico y debut adulto. Sin embargo, si comparamos las frecuencias alélicas
no encontramos diferencias significativas (p=0.2). Al readlizar el andlisis de la edad de
debut como variable continua (tabla 32), las diferencias se mantienen en la
comparaciéon por genotipos y por portadores del alelo A frente a no portadores. En
cambio, la edad de debut en funcién de cada alelo es prdcticamente idéntica
(p=0.971) y se da la confradiccion de que el alelo mds aumentado en poblacién
pedidtrica (G) es el que, en homocigosis, produce un mayor retraso en la edad de
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debut de la enfermedad. Con estas inconsistencias, consideramos que la asociacion
gue se ve en el andlisis estratificado por edad es probablemente un falso positivo.

Tabla 31.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs6498169 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 DT1>16
afios ahos
rs6498169 n % n % P OR n % n % p
303 548 - 148 130
AA 130 429 258 471 0.2 - 53 358 67 51.5 0.008
AG 139 459 227 414 0.2 - 82 554 45 34.6 0.005
GG 34 112 B3 115 0.9 - 13 8.8 18 13.8 0.2
A 399 658 743 678 0.4 3 188 635 179 688 0.2
G 207 342 353 322 ) 108 365 81 31.2 )

Tabla 32.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs6498169.

Edad de debut (afios)
rs6498169 N Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
AA 120 18.3 (10.8) 18.0 (10.3, 25.0)
AG 127 15.4 (9.7) 15.4 (8.0, 21.0) 0.004
GG 31 21.2 (10.4) 23.0 (12.0, 31.0)
Alelo A 367 17.3 (10.5) 16.0 (9.0, 24.0) 0.971
AleloG 189 17.3 (10.3) 15.0 (10.0, 25.0) :
Portador A 247 16.8 (10.4) 15.0 (9.0, 23.0) 0.017
GG 31 21.2(10.4) 23.0 (12.0, 31.0) ;

Por Ultimo, el polimorfismo rs11074956 (tabla 33), cercano al gen SOCSI1, no muestra
diferencias significativas en el andlisis caso-control ni en la estratificacion por edad de
debut de la enfermedad.

Tabla 33.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs11074956 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afos
rs11074956 n % n % p OR n % n % p
298 757 145 128

GG 108 362 295 390 0.4 - 50 345 46 36.0 0.8
GT 138 463 337 445 0.6 - 71 490 57 44.5 0.5
T 52 174 125 165 0.7 - 24 166 25 19.5 0.5
G 354 594 927 612 0.4 B 171 590 149 582 0.9

T 242 406 587 388 i 119 410 107 418 .

En nuestro estudio replicamos la asociacién del polimorfismo rs2903692 con DT
encontrada en estudios previos en 16p1380 y observamos que la asociacién se
extiende a los individuos con edad de debut superior a 17 anos. No encontramos
asociacién del polimorfismo rs6498169 (asociado a EMs8). Por Ultimo, la sefal estudiada
en SOCSI no muestra ninguna asociacién significativa, en consonancia con el estudio
de Todd et al”? que explora la regidon de SOCST mds préxima a CLECT6A sin encontrar

asociacién a DT1. Por tanto, los resultados de los andlisis en esta regidn parecen
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centrarse en el gen CLEC16A como responsable de la asociacién a DT1. Estudios en la
secuencia de dicho gen lo han catalogado como una proteina con un dominio
lectina tipo C y ofro dominio ITAM de activacion. Asimismo, se ha observado que se
expresa Unicamente en células del sistema inmunitario (células dendriticas, linfocitos B
y células NK). Un estudio reciente en EM'"2 agpunta a la posibilidad de que los
polimorfismos en CLEC16A alteren la proporcién en el timo de dos trdnscritos del gen. El
mismo estudio no encuentra estas alteraciones en sangre periférica, un hecho que
apuntaria a que la importancia de CLECI16A en el desencadenamiento de EM y DT
reside en su papel (aun desconocido) en la regulacion de los multiples procesos que
ocurren en el fimo.
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Regién 18p11 (gen PTPN2)

Primer estudio en DT1: Wellcome Trust Case-Control Consortium (2007)35
Replicacion de GWAS

La regién 18p11 es una de las cuatro regiones que presentaron mayor asociacion
en el estudio del WTICCCS35 y que posteriormente fueron replicadas en el follow-up de
Todd ef al’?. Los marcadores encontrados apuntaban a un bloque de desequilibrio de
ligamiento que se extiende a lo largo de 114 kilobases y en el que Unicamente se
encuentra el gen PTPN2, una ftirosin-fosfatasa con funcién supresora de la actividad
inflamatoria.

Los estudios anteriores han hecho hincapié principalmente en tres polimorfismos
dentro de esta regidén: rs2542151, originalmente descubierto en el estudio del WTICCC35
y situado en laregién 5' del gen; rs1893217, un polimorfismo equivalente al descubierto
en el WICCC (D’=1, r2=1) y situado en el intron 7 de PTPN27%; y rs478582, situado en el
intron 3 y que constituye una sefal independiente de la anterior??.

Para nuestro estudio seleccionamos los polimorfismos rs2542151 y rs478582, senales
independientes asociadas previomente a DT1, con el objetivo de replicar dichas
asociaciones y estudiar el posible efecto sobre la edad de debut de la enfermedad.

En el caso del polimorfismo rs2542151 (tabla 34), no encontramos asociaciéon en el
estudio caso-control (frecuencias alélicas, p=0.2). Sin embargo, en la estratificacion
por edad observamos una tendencia a la significacion en la comparacién de las
frecuencias alélicas, con un incremento del alelo minoritario G en los pacientes con
debut pedidatrico (p=0.07). Debido a la baja frecuencia del alelo G en poblacion
caucdsica (14%), decidimos realizar el estudio de los portadores del alelo G, para el
gue tenemos una mayor potencia estadistica, y en este caso la diferencia entre
pacientes con debut pedidtrico y adulto si que es significativa (portadores de G, debut
pedidtrico vs adulto, p=0.023). Si comparamos las frecuencias de portadores de G en
ambos grupos con controles, solo los pacientes con debut pedidtrico se diferencian
significativamente de la poblacion sana (portadores de G, debut pedidtrico vs
controles: OR=1.61 [1.14-2.26], p=0.005; debut adulto vs controles: p=0.84). Con estos
resultados, realizamos el andlisis de la edad de debut como variable continua (tabla
35) y encontramos una tendencia a la significacién (p=0.064) en la edad media de
debut de los portadores del alelo de susceptibilidad G frente a los homocigotos TT, con
los portadores del alelo de susceptibilidad debutando casi fres anos antes.
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Tabla 34.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2542151 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afos
rs2542151 n % n % p OR n % n % P
419 861 197 189

T 295 704 641 745 0.1 0.82 (0.62-1.07) 127 645 142 751 0.02
TG 116 277 199 231 0.07 1.27 (0.97-1.68) 67 340 42 223 0.01
GG 8 1.9 21 2.4 0.6 - 3 1.5 5 26 0.5

T 706 842 1481 86.0 0.2 B 321 815 326 86.2 0.07
G 132 158 241 14.0 i 73 185 52 138 )

Tabla 35.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el

alelo minoritario del polimorfismo rs2542151.

Edad de debut (afios)
rs2542151 N Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
TT 269 19.1 (11.4) 17.0 (11.0, 27.0)
TG 109 16.3 (9.5) 15.0 (10.0, 22.5) 0.096
GG 8 20.5 (13.7) 24.0 (5.3, 33.3)
Alelo T 647 18.6 (11.1) 17.0 (11.0, 26.0) 0.148
AleloG 125 16.9 (10.1) 15.0 (10.0, 23.5) )
Portador G 269 16.6 (9.9) 15.0 (10.0, 23.0) 0.064
TT 117 19.1 (11.4) 17.0 (11.0, 27.0) :

Debido a lo agjustado de la significaciéon mediante los test no paramétricos de
comparaciéon de medias, probamos a andlizar la edad de debut mediante la
construccion de curvas de supervivencia de Kaplan-Meier para estudiar si se mantiene
esta tendencia a la asociacién del rs2542151 con la edad de debut (figura 9).
Construimos una curva para la edad de comienzo de la enfermedad de los
portadores del alelo G y otfra curva para los homocigotos TT y observamos que ambas
curvas son estadisticamente diferentes (log-rank p=0.034).
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Figura 10.- Polimorfismo rs2542151: curvas de Kaplan-Meier para los portadores del alelo G (/inea
continua) y homocigotos TT (/linea punteada). Se puede observar que los homocigotos TT tienen un debut
mas tardio y, por tanto, su curva estd mas desplazada hacia la derecha. Log-rank p=0.034
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Para explorar esta diferencia entre las poblaciones con debut pedidtrico y adulto,
realizamos un andlisis de homogeneidad con los datos de la poblaciéon del WTICCC35
(figura 10), con edad de debut inferior a 17 anos, que seria equivalente a nuestra
poblacién con debut pedidtrico. Observamos que nuestra poblacion con debut
adulto mostraba tendencia a la heterogeneidad tanto con nuestra poblacion de
debut pedidatrico (12=61%, p=0.11) como con la poblacién de enfermos del WICCC
(12=60%, p=0.11), mientras que nuestra poblaciéon pedidtrica y la del estudio WTCCC
eran homogéneas (12=0%, p=0.60), lo cual refuerza la idea de que nuestra poblacién
adulta se diferencia de la pedidtrica en la distribucidn del rs2542151 y que existe algun
efecto de este polimorfismo en la edad de debut de la enfermedad.

Figura 11.- Forest Plot correspondiente al meta-andlisis de las frecuencias alélicas del rs2542151 en
nuestras poblaciones pediatrica y adulta, y en la poblacién del estudio WTCCC (pediétrica).

DT1 Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI

HCSC adultos, 2009 52 378 241 1722 9.8% 0.98[0.71, 1.35]

HCSC pediatricos, 2009 73 394 241 1722 96% 1.40 [1.05, 1.86]

WTCCC 2007 787 3924 957 5870 80.6% 1.29 [1.16, 1.43]

Total (95% CI) 4696 9314 100.0% 1.27 [1.15, 1.39] (]

Tolal evenls 912 1439
| | I |
0.01 0.1 1 10 100

Favours experimental Favours control
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En el caso del rs478582 (tabla 36), encontramos una disminuciéon del alelo
minoritario en el estudio caso-control que no llega a ser estadisticamente significativa,
aunque muestra una tendencia (p=0.1). En el andlisis estratificado por edad de debut
no encontramos diferencias (p=0.9). Estudiamos la homogeneidad de nuestra
poblacién con los datos disponibles de la replicaciéon que Smyth et al'3 realizan sobre
el follow-up de Todd et al”? (ambos con poblacidon pedidtrica) y observamos que,
aunque en nuestro estudio no llegamos a ver diferencias significativas, nuestras
poblaciones pedidtrica y adulta son homogéneas con la poblacién pedidtrica del
citado estudio (figura 11). Ademds, en el estudio caso-control detectamos una OR
semejante a la descrita anteriormente’3’?, Por tanto, la falta de significaciéon se debe
con toda probabilidad a la baja potencia estadistica de nuestro estudio.

El estudio de los haplotipos formados por los dos polimorfismos estudiados no
aporta informacién adicional (datos no mostrados).

Tabla 36.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2542151 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1=16 DT1>16

DT1 Controles afos afios
rs478582 n % n % p OR n % n % p
432 858 203 196

TT 134 310 238 =278 0.2 - 68 335 59 3041 0.5
TC 222 514 443 516 0.9 - 96 473 107 546 0.1
cC 76 176 177 206 0.2 - 39 192 30 153 0.3

T 490 567 919 536 232 571 225 574

c 374 433 797 44 01 088074104 o4 o9 167 a6 09

Figura 12.- Forest Plot correspondiente al meta-analisis de las frecuencias alélicas del rs478582 en
nuestras poblaciones pediatrica y adulta, y en la poblacion del estudio de Smyth et al (pediatrica).

DT1 Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
HCSC adultos, 2009 167 392 797 1716 3.4% 0.86 [0.69, 1.07]
HCSC pediatricos, 2009 174 408 797 1716 3.5% 0.86 [0.70, 1.08]
Smyth 2008 6580 16128 8386 18678 93.0% 0.85[0.81, 0.88]
Total (95% CI) 16926 22110 100.0% 0.85 [0.81, 0.88] |
Total events 6921 9980

ity: Chi® = = = c 12 =08 | } t } |
Heterogeneity: Chi* = 0.05, df = 2 (P = 0.98); I = 0% 0.01 o 7 Py 300

Favours experimental Favours control

En nuestro estudio, replicamos la asociacién del rs2542151 descrita previamente en
DT1 y proponemos que el alelo minoritario no estd asociado al debut tardio de la
enfermedad, un hecho que no se ha descrito anteriormente. No replicamos la
asociaciéon descrita por Todd et al”? para el rs478582, con toda probabilidad por un
problema de falta de potencia estadistica, ya que observamos una tendencia a la
significacién (p=0.1) y detectamos una OR comparable a la de estudios previos
(OR=0.88). En el estudio por edad no observamos ningUn indicio de diferencia entre
poblaciones pedidtrica y adulta (frecuencias alélicas, p=0.9).

Segun Todd et al’”?, los polimorfismos rs2542151 y rs478582 marcan efectos
independientes, con lo cual es posible que uno de ellos marque una variante
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etioldgica que influya en la edad de debut mientras que el ofro esté relacionado con
otfra variante asociada a la enfermedad que afecte a cualquier grupo de edad. Lo
interesante en este caso es que ambas variantes se encuentran en un bloque de
desequilibrio de ligamiento en el que solo hay un gen, PTPN2. Nuestros resultados
apuntarian a que existen dos variantes que influyen sobre el mismo gen con efectos
distintos para el desencadenamiento de la DT1, algo que es probable si fenemos en
cuenta las multiples funciones de PTPN2 y las mulfiples vias por las que puede influir en
la patogenia de la enfermedad: PTPN2 es una firosin-fosfatasa que inhibe la
produccién de IFN-y bloqueando la accién del factor de transcripcion STAT1. Los
ratones deficientes en PTPN2 tienen una serie de defectos sistémicos que afectan
sobre todo al sistema inmunitario, a la hematopoyesis, el sistema digestivo y el control
de la inflamacién'2. Esta tirosin-fosfatasa también se expresa en los islotes
pancredticos, donde protege a las células B de la apoptosis mediada por citoquinas
proinflamatorias''3. Ademds, PTPN2 se expresa en las células del epitelio intestinal y
contribuye a mantener la integridad de la barrera intestinal'?3, que se ha observado
alterada en enfermos de DT1194,
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Regidon 2q24 (gen G6PC2)

No estudios de asociacion en DTI

Asociado a los niveles basales de glucosa en sangre: Bouatia-Naji et al (2008)8¢
Estudio de gen candidato

El alelo minoritario del polimorfismo rs560887, situado en el intron 3 del gen G6PC2,
estd asociado a una ligera disminucion de los niveles basales de glucosags. Este gen
codifica una variante de la glucosa-é-fosfatasa que solo se expresa en los islotes
pancredticos. Por esta funcidn y por la especificidad en la localizacién de su expresion,
resulta un buen gen candidato a estar asociado a la patogenia de la DTI.

Redalizamos un estudio de replicacién de un tagging disenado por el doctor
Beehroz 7. Alizadeh, del departamento de Genética Médica de la Universidad de
Utrecht (Holanda), y para ello genotipamos cuatro polimorfismos a lo largo del gen
G6PC2: 151402837 (situado en el promotor del gen), rs16856159 (intrénico), rs560887
(infrénico) y rs17539351 (situado en 3'). No encontramos asociacion en ninguno de
ellos, ni en el estudio caso-control ni en la estratificacion por edad (tabla 37). El estudio
de haplotipos no aporta informacién adicional (datos no mostrados).

Tabla 37.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos del gen G6PC2 rs1402837,
rs16856159, rs560887 y rs17539351 en pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad
de debut. Poblacién espafiola.

DT1=16 DT1>16

DT1 Controles afios afios
rs1402837 n % n % p OR n % n % p
375 727 179 165
cC 246 656 469 645 0.7 - 123 687 103 624 0.2
CT 114 304 223 307 0.9 - 50 279 53 321 0.4
T 15 4.0 35 48 0.5 - 6 3.4 9 55 0.3
C 606 808 1161 798 06 B 296 827 259 785 0.2
T 144 192 293 202 ) 62 173 71 21.5 )
rs16856159 n % n % p OR n % n % p
377 716 180 166
GG 279 740 549 767 0.3 - 134 744 127 765 0.7
GA 87 231 150 209 04 -- 39 217 36 217 1
AA 11 29 17 24 0.6 -- 7 3.9 3 1.8 0.2
G 645 855 1248 872 03 B 307 853 290 873 04
A 109 145 184 128 ) 53 147 42 127 )
rs560887 n_ % n % P OR n % n % p
379 775 181 167
CcC 200 528 427 551 0.5 - 87 481 91 54.5 0.2
CT 150 396 285 368 0.4 - 79 436 62 371 0.2
TT 29 7.7 63 81 0.8 -- 15 8.3 14 84 1
C 550 726 1139 735 06 3 253 699 244 731 0.4
T 208 274 411 265 ) 109 301 90 269 )
rs17539351 n % n % p OR n % n % p
378 743 182 165
cC 310 820 627 844 0.3 -- 150 824 133 806 0.7
CT 63 167 110 148 04 -- 29 159 30 182 0.6
TT 5 1.3 6 08 0.5 -- 3 1.7 2 1.2 1
C 683 903 1364 918 03 - 329 904 296 897 0.8
T 73 9.7 122 8.2 ) 35 9.6 34 103 '
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En el estudio holandés, los autores encuentran asociacion a la enfermedad para
los alelos minoritarios de los polimorfismos rs16856159 (OR=1.39 [1.02-1.89]; p=0.03) y
rs17539351 (OR=0.58 [0.39-0.85]; p=0.003), por tanto decidimos hacer un andlisis
conjunto por si nuestra falta de asociacion se debiera a un problema de potencia
estadistica. Para el polimorfismo rs16856159, nuestra poblacidén general y la poblacion
pedidtrica de Holanda son homogéneas (12=0%, p=0.34, figura 12). Al realizar el meto-
andlisis, se mantiene la asociacién observada en la poblaciéon holandesa (OR=1.24
[1.02-1.51]; p=0.03, figura 12). En el caso del polimorfismo rs17539351, en un andlisis
preliminar observamos que el grupo de controles holandés no cumple con los criterios
del equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0.03) y que nuestra poblacion y la de dicho
estudio son claramente heterogéneas (12=89%, p=0.003, figura 13). Por tanto, debemos

descartar su andlisis desde un principio.

Figura 13.- Forest Plot correspondiente al meta-andlisis de las frecuencias del alelo minoritario del
rs16856159 en nuestra poblacién general y en poblacién holandesa (pediatrica).

DT1 Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% Cl M-H, Fixed, 95% CI
HCSC global 2009 109 754 184 1432 61.2% 1.15[0.89, 1.48]
Holanda 2008 73 628 137 1582 38.8% 1.39[1.03, 1.87]
Total (95% CI) 1382 3014 100.0% 1.24 [1.02, 1.51]
Total events 182 k¥

Heterogeneity: Chi* =0.90, df =1 (P =0.34); I* = 0%

1 1 1 |
I T T T 1
Test for overall effect: Z = 2.16 (P = 0.03) LA a1 1 4 200

Favours experimental Favours control

Figura 14.- Forest Plot correspondiente al meta-analisis de las frecuencias del alelo minoritario del
rs17539351 en nuestra poblacién general y en poblacién holandesa (pediatrica).

DT1 Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
HCSC global 2009 73 756 122 1486 46.9% 1.19[0.88, 1.62]
Holanda 2008 38 640 156 1588 53.1% 0.58 [0.40, 0.84] L 3
Total (95% Cl) 1396 3074 100.0% 0.87 [0.69, 1.09]
Total events 1M 278

I ] ] |

r T T T 1

0.01 0.1 1 10 100
Favours experimental Favours control

Heterogeneity: Chi* = 8.90, df = 1 (P = 0.003); I* = 89%
Test for overall effect: Z=1.20 (P = 0.23)

El polimorfismo mds estudiado en esta regién es el rs560887. Situado en la frontera
del tercer intfrén de G6PC2, se cree que puede estar relacionado con alteraciones en
el proceso de splicing del ARNm y el alelo minoritario se ha encontrado asociado a un
menor nivel de glucosa basal en sangregé, Este polimorfismo se ha estudiado en DT2,
pero no se han encontrado pruebas concluyentes de su asociacidn con la
enfermedad?”.195, De los polimorfismos estudiados en este trabajo, solo dos (rs1402837 y
rs560887) se han incluido en un estudio de barrido gendmico centrado en DT14, y no
se ha encontrado asociacién a la enfermedad en ninguno de ellos. Igualmente, en el
estudio original del WTCCCS35 se analizé un polimorfismo que mantenia una alta
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equivalencia con el rs560887 (r2=0.72, D'=1, rs563694) sin que se encontrase asociacion
con DTI.

El estudio holandés encuentra una asociacion del alelo minoritario del polimorfismo
rs16856159 en sus pacientes de DT1 (OR=1.39 [1.03-1.87]; p=0.03). Esta asociacion se
mantiene, aungque con una OR menor, cuando realizamos un meta-andlisis con
nuestra poblacién general (OR=1.24 [1.02-1.51]; p=0.03, figura 12). Sin embargo, en el
andlisis en nuestra poblacién (en el que tenemos mds potencia estadistica que el
grupo holandés que encuentra originalmente la sefal), no observamos diferencias
significativas, lo cual podria indicar que el resultado encontrado en poblacién
holandesa es un falso positivo. En estudios de barrido gendmico se han incluido
polimorfismos que tienen una equivalencia total (r2=1) con el rs16856159. El GWAS de
Cooper et alé2 encuentra una p=0.05, que no supera los limites de correccién exigidos
al estudio. A la vista de todos los estudios previos y de los resultados encontrados en
nuestra poblacién, la senal observada en poblacién holandesa es probablemente un
falso positivo. Sin embargo, seria interesante realizar un estudio mds extenso para
descartar que estos indicios de asociacidon que no superan la correccién estadistica
estén marcando senales asociadas a la DT1 con bajo efecto en la regién.
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Regidn 2q32 (gen STAT4)

Primer estudio en DT1: Martinez et al (2008)%5
Estudio de gen candidato

El factor de franscripcidon STAT4 forma parte de la ruta de sendlizacion Thi,
importante en el desarrollo de la patologia de la DT1. En experimentos en ratones NOD
deficientes en Stat4 se ha visto que la ausencia del factor de tfranscripcidn protege de
la enfermedad!32, Por ello, STAT4 constituye un buen gen candidato para la DTI.
Estudiamos dos polimorfismos dentro de este gen: el rs7574865, asociado previamente
a ARSS, y el 159967792, que presentaba una asociaciéon al borde de la significaciéon en
los estudios de barrido gendmico realizados en DT1 desde 20073549.62,

En el estudio del polimorfismo rs7574865 (tabla 38), encontramos un aumento del
alelo minoritario en enfermos con respecto a confroles (OR=1.33 (1.05-1.68); p=0.01). No
encontramos diferencias en el andlisis por edad, con lo cual proponemos que el
efecto observado no influye en la edad de debut de la enfermedad.

Tabla 38.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs7574865 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afos afios
rs7574865 n % n % p OR n % n % p
308 723 150 132

GG 177 575 472 653 0.02 0.72 (0.54-0.95) 88 58.7 73 553 0.6
GT 114 370 224 310 0.06 1.31 (0.98-1.75) 53 35.3 52 394 05
T 17 55 27 37 0.2 -- 9 6.0 7 5.3 0.8
G 468 760 1168 8038 229 76.3 198 750

T 148 240 278 19 001 13005188 L5 7 66 250 07

En el caso del rs9967792, con una asociacion que no alcanza los estdndares de
correccion requeridos en los dos GWAS en los que se ha incluido®4?, no observamos
asociacién en el caso-control (tabla 39). Encontramos una tendencia a la asociacion
en la estratificacion por edad, con el alelo minoritario aumentado en el grupo con
debut adulto. Sin embargo, cuando analizamos la edad como variable continua
(tabla 40) no encontramos diferencias significativas en la edad de debut entre
genotipos, alelos o portadores del alelo T frente a homocigotos CC. Por tanto, la
tendencia a la asociacidn que vemos en la estratificacion por edad es un falso
positivo, derivado de la arbifrariedad del corte escogido para definir los grupos de
edad.
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Tabla 39.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs9967792 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 afios DT1>16 afos
rs9967792 n % n % p OR n % n % P
306 648 149 131
cC 109 36 235 363 0.8 - 46 30.9 55 42.0 0.05
CT 142 464 312 481 0.6 -- 75 50.3 56 427 0.2
T 55 180 101 156 0.4 - 28 18.8 20 15.3 0.4
C 360 588 782 603 05 B 167 56.0 166 63.4 0.08
T 252 412 514 397 ) 131 44.0 96 36.6 :

Tabla 40.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs9967792.

Edad de debut (afios)
rs9967792 n Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
CC 101 18.4 (10.8) 18.0 (11.0, 25.0)
CT 131 16.3 (10.2) 14.0 (8.0, 23.0) 0.254
TT 48 17.9 (10.1) 15.0 (10.3, 26.5)
AleloC 333 17.6 (10.6) 16.0 (10.0, 25.0) 0577
Alelo T 227 17.0 (10.2) 15.0 (9.0, 24.0) )
Portadorde T 179 16.8 (10.2) 15.0 (9.0, 24.0) 0.208
CC 101 18.4 (10.8) 18.0 (11.0, 25.0) )

En nuestro estudio describimos por primera vez la asociacidon del polimorfismo
s7574865 en DT195. Dicho polimorfismo se describid por primera vez asociado a una
enfermedad autoinmune en un mapeo fino de la regién que comprende los genes
STATI y STAT4 y que se redlizd en pacientes de AR y LESSS. Nuestro grupo replicé la
asociacién encontrada en AR y describid la asociacidon de dicho polimorfismo en ofras
enfermedades autoinmunes, entre ellas DT1.

El polimorfismo 159967792, independiente de rs7574865 (D'=0.223, r2=0.027), se
analizd por primera vez en el estudio del WICCC35, en el que se encontrd una seial
sugerente de asociacion (p=10°) que hacia interesante la inclusibn de este
polimorfismo en nuevos estudios genéticos. Sin embargo, estudios sucesivos4-62 no han
mejorado estos resultados, algo que apunta a que esta senal es un falso positivo. En
nuestro estudio no observamos asociacién, pero tenemos menos del 50% de la
potencia estadistica requerida para replicar la OR descrita en el WICCCS35. Con estos
datos, nuestros resultados no son concluyentes. Esta sefal deberia ser estudiada en
mayor profundidad para descartar que se trate de un falso positivo.
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Region 6q23 (genes TNFAIP3-OLIG3)

Primer estudio en DT1: Fung et al (2009)%4
Asociado previomente a artritis reumatoide
Estudio de gen candidato

Dentro de esta regioén, el polimorfismo rs6920220 se ha encontrado asociado a AR,
EC?7 y LES?, siendo AR y EC dos enfermedades con las que DT1 comparte una base
genética comun'319, Este polimorfismo se encuentra en una amplia region intergénica
situada entre los genes OLIG3 y TNFAIP3. Por su funcién, TNFAIP3 parece el gen mds
adecuado para justificar la asociacién a las tres enfermedades autoinmunes citadas
anteriormente. Este gen codifica la proteina A20, un inhibidor del factor de
transcripcién NF-xB. La estimulacién con TNF-a (un estimulo proinflamatorio) activa la
transcripciéon de A20, que a su vez inhibe NF-xB. De este modo, A20 contrarresta el
potencial inflamatorio de TNF-a y NF-xB''4. En este senfido, se ha observado en
experimentos con ratones knock-out para TNFAIP3 que dichos ratones sufren
inflamacién multiorgdnica espontdnea debido a la ausencia de A20'7. Ademds, A20
tiene un papel protector frente a la apoptosis en las células beta de los islotes
pancredticos!’s. En cambio, OLIG3 codifica un factor que contribuye al desarrollo y
migracién de las neuronas!?81%?, y su asociaciéon con enfermedades autoinmunes e
inflamatorias, como AR y EC, es mds dudosa.

En nuestro estudio seleccionamos el polimorfismo rs6920220 por su asociacion a tres
enfermedades autoinmunes (AR, EC y LES) y el polimorfismo rs10499194. Este Ultimo,
localizado en el mismo desierto intergénico que el rs6920220, también se ha
encontrado asociado a AR200,

En el caso del polimorfismo rs6920220 no encontramos diferencias significativas ni
en el estudio caso-control ni en la estratificacion por edad de debut (tabla 41). Sin
embargo, en el andlisis del polimorfismo rs10499194 (tabla 41, continuacién)
observamos una disminucidén del alelo minoritario en enfermos con respecto a
controles, con una significacion nominal (p=0.05). En la estratificacién por edad no
enconframos diferencias significativas.

El estudio de los haplotipos formados por rs6920220 y rs10499194 no aporta

informacion adicional (datos no mostrados).

Tabla 41.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs6920220 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 aflos DT1>16 afos
rs6920220 n % n % p OR n % n % p
358 646 176 154

GG 240 670 422 653 0.6 - 120 68.2 102 662 0.7
GA 102 285 200 310 0.4 - 46 26.1 47 305 0.4
AA 16 45 24 37 0.6 - 10 5.7 5 3.2 0.3
G 582 813 1044 808 08 B 286 81.3 251 81.5 09

A 134 187 248 192 ) 66 18.7 57 18.5 i
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Tabla 41 (continuacién).- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs10499194 en
pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs10499194 n % n % p OR n % n % p
399 776 187 181
CcC 206 516 357 460 0.07 1.25 (0.98-1.61) 92 49.2 96 530 0.5
CT 161 404 340 438 0.3 - 79 422 72 398 0.6
TT 32 8.0 79 102 0.2 - 16 8.6 13 7.2 0.6
71.8 67.9 70.3 72.9
_(r: ggg 082 1409584 391 0.05 0.83 (0.69-1.01) ‘12?:13 297 253; 271 0.4

Dentro de esta region, el polimorfismo rs6920220 se ha incluido en dos de los
principales GWAS realizados en DTl y, aunque se han observado diferencias en el
estudio caso-control, dichas diferencias no alcanzan el umbral de significacion
requerido para este fipo de estudios3s¢2, En 2009, Fung et al>* ampliaron el estudio de la
region incluyendo el polimorfismo rs10499194. Dicho polimorfismo se habia estudiado
previamente en AR y se habia observado un pequeno efecto protector (OR=0.90).
Fung et al encontraron un efecto protector en este polimorfismo también en DT1, y de
una magnitud comparable a la que se observd previamente en AR. A pesar de que
contamos con menos del 50% de potencia para replicar este efecto, observamos una
disminucién significativa del alelo minoritario del rs10499194 en enfermos con respecto
a confroles, en consonancia con el estudio de Fung et al®4.

El polimorfismo rs6920220 fue incluido también en el estudio de Fung et al5 y se
encontré un débil efecto de susceptibiidad semejante al descrito para AR en
poblacién europea. No llegamos a observar ningin efecto del rs6920220, equivalente
(r>=1) a otro polimorfismo citado en la bibliografia (rs2327832, relacionado co DT132 y
EC?7), probablemente por falta de potencia del estudio (menos del 50%).
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Regidn 17g21 (genes STAT3-PTRF)

Primer estudio en DT1: Fung et al (2009)54
Asociado previamente a enfermedad de Crohn y esclerosis multiple
Estudio de gen candidato

Al igual que STAT4, la molécula STAT3 es un factor de transcripcidon citopldsmico
que, al fosforilarse, dimeriza y se transloca al ndcleo celular donde activa diversos
genes. En el caso de STAT3, se ha visto que participa en varias rutas, desde la apoptosis
hasta la activacion de respuestas del sistema inmunitario o la diferenciaciéon de
linfocitos T a Th17133. Para explicar la patogenia de la DTl se ha estudiado
principalmente la contribucién de las Tregs!3620! y de la via Th1132135, La participacion
de los linfocitos Th17 en el desencadenamiento de ciertas enfermedades autoinmunes
como ElI133.202 o EC203204, est§ menos estudiada en DT1. Se han descrito alteraciones de
este subgrupo de linfocitos T en DT1, pero adn no se entiende bien su implicacién en la
enfermedad205.206,

Estudios previos han encontrado polimorfismos en STAT3 vinculados a ECh3545 y a
EM??. En nuestro estudio, seleccionamos cuatro polimorfismos en la regidén 17921,
situados en los genes STAT3 y PTRF, basdndonos en las asociaciones previas de esta
region con enfermedades autoinmunes con las que DTl comparte otros genes de
susceptibilidad (PTPN235 y PTPN22207 en ECh; IL2RA%, IL28 e IL7R% en EM) y bajo la
hipdtesis de que la via Th17 pudiera estar implicada en la patogénesis de la
enfermedad del mismo modo que en ECh y EM. Para ello seleccionamos el
polimorfismo que se ha asociado en estudios previos a ECh4 y EM?? (rs744166) y otros
tres polimorfismos a lo largo de la regién: rs1026916, un polimorfismo equivalente a una
variante estudiada en EM% (5957970, r2=1) y prdcticamente equivalente a un
polimorfismo  débilmente asociado en DT154 (rs3816769, r2=0.96), y ofros dos
polimorfismos (rs3809758 y rs12948909) para ampliar la variabilidad del estudio.

En el andlisis caso-control no encontramos diferencias estadisticamente
significativas en los cuatro polimorfismos analizados, aunque observamos una
disminucién del alelo minoritario del polimorfismo rs1026916 en enfermos con respecto
a controles que muestra una tendencia a la significacion (p=0.1, tabla 42). En la
estratificacion por edad encontramos grandes diferencias en la distribuciéon de los
genotipos en los polimorfismos rs744166 y rs1026916, unas diferencias que no se reflejan
en la distribucién alélica de ambos polimorfismos. Es posible que una influencia de los
polimorfismos en la edad de debut no se vea en el andlisis estratificado por grupos de
edad por una incorrecta seleccién del punto de corte. Por ello, realizamos también el
andlisis de la edad de debut como variable continua en los distintos genotipos, alelos y
portadores de cada alelo de ambos polimorfismos (tabla 43). No enconftramos
diferencias significativas en dicho andlisis. Por tanto, las diferencias que observamos en
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las frecuencias genotipicas en la estratificacion por edad son probablemente fruto del
azar.

El estudio de los haplotipos formados por los cuatro polimorfismos estudiados no
aporta informacién adicional (datos no mostrados).

Tabla 42.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos de los genes STAT3 (rs3809758,
rs744166 y rs1026916) y PTRF (rs12948909) en pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados
por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afios afios
rs3809758 n_ % n % P OR n % n % P
382 779 184 167
TT 237 620 487 625 0.9 - 113 614 103 617 0.9
CT 133 348 256 329 05 - 66 359 59 353 0.9
cC 12 3.1 36 46 0.2 - 5 27 5 3.0 1
T 607 795 1230 789 0.8 B 292 793 265 793 1
C 157 205 328 211 : 76 207 69 207
rs744166 n_ % n % p OR n % n % P
379 795 181 167
AA 133 351 274 345 0.8 - 54 298 67  40.1 0.04
AG 191 504 372 468 0.2 - 105 580 70 419  0.003
GG 55 145 149 187 0.07 0.74 (0.52-1.04) 22 122 30 180 0.1
A 457 603 920 579 03 N 213 588 204 61.1 05
G 301 397 670 421 . 149 412 130 389 )
rs1026916 n % n % p OR N % n % p
373 790 179 164
GG 155 416 303 384 0.3 - 64 358 77 470 0.04
GA 180 483 382 484 1 - 1083 575 63 384 0.0004
AA 38 102 105 133 0.1 0.74 (0.49-1.12) 12 6.7 24 148 0.02
G 490 657 988 625 231 645 217 662
A 256 343 592 ars O 087072108 Yoo age 411 sms O
rs12948909 n % n % p OR N % n % p
382 786 183 168
AA 192 503 397 505 0.9 -- 88 481 91 54.2 0.3
AC 154 403 324 412 0.8 - 79 432 59 351 0.1
cC 36 9.4 65 8.3 0.5 - 16 8.7 18 107 0.5
A 538 704 1118 711 0.7 _ 255 697 241 717 0.6
C 226 296 454 289 ) 111 303 95 283 )
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Tabla 43.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario de los polimorfismos rs744166 y rs1026916.

Edad de debut (afios)
n Media y desviacion Mediana y rango P
rs744166 estandar intercuartilico
AA 121 18.6 (9.8) 18.0 (11.0, 24.5)
AG 175 17.5 (11.8) 14.0 (8.0, 24.0) 0.210
GG 52 18.3 (9.5) 18.0 (12.0, 25.0)
A 417 18.1 (10.7) 16.0 (10.0, 24.0) 0570
G 279 17.8 (11.0) 15.0 (10.0, 25.0) :
Portadorde A 457 17.9 (11.0) 16.0 (10.0, 24.0) 0.492
GG 52 18.3 (9.5) 18.0 (12.0, 25.0) :
Portadorde G = 227 17.7 (11.3) 15.0 (9.0, 25.0) 0.181
AA 121 18.6 (9.8) 18.0 (11.0, 24.5) :
rs1026916
GG 141 18.7 (10.5) 18.0 (11.0, 25.0)
GA 166 17.1 (14.0) 14.0 (8.8, 24.0) 0.097
AA 36 18.8 (7.9) 18.5 (13.3, 25.0)
G 448 18.1 (10.9) 16.0 (10.0, 24.0) 0.628
A 238 17.6 (10.6) 15.0 (10.0, 25.0) :
Portador de A 202 17.4 (11.0) 15.0 (9.0, 24.3) 0.162
GG 141 18.7 (10.5) 18.0 (11.0, 25.0) :
Portadorde G = 307 17.9 (11.1) 15.0 (10.0, 24.0) 0.239
AA 36 18.8 (7.9) 18.5 (13.3, 25.0) :

En este estudio tenemos un 80% de potencia para detectar ORs superiores a 1.29.
Por tanto, podemos descartar un efecto mayor de cada polimorfismo. La asociacion
del polimorfismo rs744166 encontrada previaomente en EM es pequena (OR=0.87), un
efecto para el que nuestro estudio tiene una potencia estadistica inferior al 50%. Con
nuestro andlisis no podemos descartar efectos de esta magnitud en la regién.

Salvo el polimorfismo rs3809758, los demds polimorfismos se han incluido al menos
en el estudio del WICCC y en el frabajo de Cooper et alé?2 en poblacion americana. En
el estudio del WTCCC los polimorfismos rs744166, rs1026916 y rs12948909 presentan
diferencias entre enfermos y conftroles (p=103), pero dichas diferencias no alcanzan el
limite de significacién exigido al estudio y por tanto, probablemente se trata de falsos
positivos.

Recientemente, el estudio de Fung et al4, en el que analizaban 17 polimorfismos
en DT1 seleccionados por su asociacidn con varias enfermedades autoinmunes,
encontré evidencias de asociacién del rs3816769 (r2=0.96 con rs1026916) con la
enfermedad, con un débil efecto protector (OR=0.93). En nuestro estudio,
encontramos una OR=0.87. Aungue la comparacidn no es estadisticamente
significativa, observamos una ligera tendencia a la significacion  (p=0.1).
Probablemente no detectamos una asociacién estadisticamente significativa por falta
de potencia, ya que tenemos menos del 50% para replicar el estudio previo de Fung et
al®4. Este estudio apuntaria a una implicacién de STAT3 en la patogenia de la DT1. De
confirmarse los datos observados por Fung et al, la asociacién de este gen a DT1 es
mds débil (OR=0.93) que la observada para otro polimorfismo en ECh (rs744166,
OR=1.184) y en EM (rs744166, OR=0.87%7).
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Region 9g33 (genes TRAF1-C5)

Primer estudio en DT1: Kurreeman et al (2010)5¢
Estudio de gen candidato

La regidon 9933, que comprende los genes TRAFI y C5, se ha estudiado
principalmente en AR. Mediante GWAS y estudios de mapeo fino de la regién se acotd
la asociacién a un marcador, rs1081848810, Nuestro grupo ha participado, en
colaboracién con el grupo del doctor Javier Martin del Instituto de Biomedicina Lopez-
Neyra (Granada), en un estudio multicéntrico que andaliza la asociacién de dicho
polimorfismo con varias enfermedades autoinmunes, entre ellas DT1%. En dicho
estudio, el andlisis conjunto de los datos de dos poblaciones (holandesa y nuestra
poblacién espanola) mostraba una asociacién moderada a DT1 (OR=1.16 [1.03-1.30];
p=0.013). La poblacién holandesa estaba compuesta por pacientes con debut
pedidtrico (16 anos o menos), mientras que nuestra poblacion incluia 303 pacientes
con debut pedidatrico y adulto.

Un andlisis mds detallado de los resultados del marcador rs10818488 en nuestra
poblacién aportdé datos que hacian interesante ampliar el estudio en esta region.
Encontramos un aumento del alelo de susceptibilidad A en enfermos con respecto a
controles. Dicha asociacidén no es estadisticamente significativa (OR=1.14 [0.93-1.41];
p=0.2), pero detectamos una OR similar a la observada en la poblacion holandesa,
donde la asociacién presenta una significacién nominal (OR=1.16 [1.00-1.34]; p=0.05).
Con nuestros datos del estudio del rs10818488 tenemos menos del 50% de potencia
para detectar la OR que se observa en poblacién holandesa.

En el estudio estrafificado por edad (tabla 44) observamos una tendencia a la
significacién en la comparacién entre pacientes pedidtricos y adultos (p=0.06), y si
enfrentamos ambas poblaciones al grupo control, la poblacidn pedidtrica no presenta
diferencias (p=0.9), mientras que si lo hace la poblacién adulta (OR=1.37 [1.03-1.82];
p=0.02, andlisis de homogeneidad en la figura 14). Por los resultados de este andlisis,
parece que el aumento del alelo de susceptibilidad A en nuestra poblacién solo
ocurre en los pacientes con debut adulto. Si analizamos la edad de debut como
variable continua (tabla 45), observamos que los individuos que son homocigotos para
el alelo de riesgo A debutan entre cinco y ocho afos mds tarde que los que portan el
alelo G, segun se tome como referencia la media o la mediana de la distribucion, y
que dicha diferencia es claramente significativa. Por tanto, el andlisis mds detallado de
los datos del rs10818488 en nuestra poblacién sugiere que el alelo minoritario estd
asociado Unicamente ala DT1 de debut adulto.
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Tabla 44.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs10818488 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1<16 DT1>16
DT1 Controles afos afos
rs10818488 n % n % p OR n % n % p
303 547 147 131

GG 111 36 230 420 0.1 0.80 (0.59-1.07) 57 388 44 336 0.4
GA 147 485 240 439 0.2 - 75 510 60 458 0.4
AA 45 149 77 141 0.8 - 15 10.2 27 206 0.02
G 369 609 700 64.0 0.2 B 189 643 148 565 0.06

A 237 391 394 36.0 ) 105 357 114 435 )

Figura 15.- Forest Plot correspondiente al meta-analisis de las frecuencias alélicas del rs10818488 en
nuestras poblaciones pediatrica y adulta, y en poblacién holandesa (pediatrica).

DT1 Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI

HCSC adultos, 2008 114 262 1001 2792 17.6% 1.38 [1.07,1.78]

HCSC pediatricos, 2008 105 294 1001 2792 22.2% 0.99[0.77, 1.28]

Holanda, 2008 517 1112 897 2092 60.3% 1.16 [1.00, 1.34]

Total (95% CI) 1668 7676 100.0% 1.16 [1.04, 1.30]

Total evenls 736 2899
| , , |
0.01 0.1 1 10 100

Favours experimental Favours control

Tabla 45.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs10818488.

Edad de debut (afios)
rs10818488 N Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
GG 101 16.9 (10.7) 14.0 (8.0, 24.5)
GA 135 16.6 (10.1) 15.0 (10.0, 22.0) 0.033
AA 42 21.0 (10.6) 23.5(12.8,27.3)
Alelo G 337 16.8 (10.4) 15.0 (9.0, 23.0) 0.063
Alelo A 219 18.3 (10.4) 17.0 (11.0, 25.0) )
Portadorde G 236 16.7 (10.3) 15.0 (9.0, 23.0) 0.009
AA 42 21.0 (10.6) 23.5(12.8,27.3) )

Para estudiar la asociaciéon en 9933 con mds profundidad, seleccionamos un
grupo de cuatro polimorfismos que cubren la variabilidad del gen TRAFI vy los
estudiamos en una muestra de DT1 aumentada en 140 pacientes con respecto al
estudio original. Dentro de los marcadores seleccionados, estudiamos un polimorfismo
prdcticamente equivalente al rs10818488, (rs3761847, r2=0.95), que se ha utilizado en
algunos estudios para analizar la asociacién de esta region a AR28, y otros tres
marcadores (rs13440146, rs2269059 y rs2416806) que tienen una equivalencia baja o
moderada (r2<0.66) con el marcador previamente estudiado.
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- Reandilisis de la asociacion enconfrada en rs10818488 a través de
rs3761847:

Analizamos de nuevo la asociacidn que habiamos observado en el polimorfismo
rs10818488 con la DT1 de debut adulto, en este caso con 123 pacientes nuevos en el
estudio. En el andlisis de las frecuencias alélicas del rs3761847 (tabla 46), se mantienen
los resultados que habiamos observado en el andlisis del rs10818488, tanto en el estudio
caso-confrol como en la estratificacion por edad: no observamos asociacion
estadisticamente significativa en el estudio caso-control, mientras que en la
estratificacion por edad vemos que el alelo minoritario estd elevado Unicamente en
los pacientes con debut adulto, aunque la diferencia no llega a ser estadisticamente
significativa (p=0.07). Si comparamos las poblaciones de debut pedidtrico y adulto,
solo la poblacion adulta mantiene la tendencia a la significacion al compararla con la
poblacién control (frecuencias alélicas, debut pedidtrico vs controles: p=0.7; debut
adulto vs controles OR= 1.24 [0.98-1.59]; p=0.07).

Tabla 46.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs3761847 en pacientes de DT1,

controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 afios DT1>16 afos
rs3761847 n % n % p OR n % N % p
428 526 198 198
AA 165 386 219 416 0.3 - 82 41.4 72 36.4 0.3
AG 196 458 233 443 0.6 - 93 47.0 88 44.4 0.6
GG 67 157 74 141 0.5 - 23 11.6 38 192 0.04
A 526 614 671 638 03 N 257 64.9 232 586 07
G 330 386 381 36.2 i 139 35.1 164 41.4 )

Al analizar la edad de debut como variable continua (tabla 47), observamos que
las diferencias que veiamos en el estudio del rs10818488 se han reducido con el
aumento del nUmero de pacientes. Solo el andlisis de portadores del alelo A bordea la
significacién, mostrando unas diferencias en la edad de debut de dos a seis anos,
segun se utilice la media o la mediana de la distribucién.

Tabla 47.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs3761847.

Edad de debut (afios)
rs3761847 N Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
AA 154 18.5 (11.2) 15.5 (10.0, 28.0)
AG 181 18.3 (11.3) 16.0 (11.0, 24.5) 0.149
GG 61 20.6 (9.9) 22.0 (13.5, 26.5)
A 489 18.4 (11.2) 16.0 (10.0, 25.0) 0.140
G 303 19.2 (10.8) 18.0 (12.0, 26.0) )
Portador A 335 18.4 (11.2) 16.0 (11.0, 25.0) 0.051
GG 61 20.6 (9.9) 22.0 (13.5, 26.5) )
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- Andlisis de nuevos marcadores en la region 9933:

Dentro de los tres marcadores adicionales estudiados, encontramos indicios de
asociaciéon del rs2269059 con los pacientes de DT1 de debut adulto (tabla 48). Al igual
que en los polimorfismos rs3761847 y rs10818488, el estudio caso-control no revela
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo total de pacientes DT1 vy
conftroles. Sin embargo, en la estratificacién por edad observamos un aumento del
alelo minoritario A estadisticamente significativo en los pacientes con debut adulto de
la enfermedad. Al comparar ambas poblaciones con controles, la poblaciéon
pedidtrica no se diferencia de la poblacién sana general (p=0.6) mientras que si lo
hace la poblacién adulta (OR=1.52 [1.00-2.31]; p=0.04). En el andlisis de la edad de
debut como variable continua (tabla 49), encontramos diferencias significativas tanfo
en los genotipos como en los alelos y portadores del alelo minoritario, de forma que los
individuos que portan el alelo A tienen una edad de debut entre tres y cinco anos
mayor que aquéllos que portan el alelo comun.

Tabla 48.- Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfismo rs2269059 en pacientes de DT1,
controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 afios DT1>16 afos
rs2269059 n % N % p OR n % N % p
428 544 199 197
AA 3 0.7 2 04 0.5 - 2 1.0 1 0.5 0.6
AT 67 157 73 134 0.3 - 21 10.6 39 19.8 0.01
T 358 836 469 82 0.3 - 176 88.4 157 79.7 0.02
A 73 85 77 7.1 0.2 B 25 6.3 41 10.4 0.04
T 783 915 1011 929 i 373 93.7 353 89.6 )

Tabla 49.- Diferencias en la edad de debut de DT1 entre genotipos, alelos y homocigotos para el
alelo minoritario del polimorfismo rs2269059.

Edad de debut (afios)
rs2269059 N Media y desviacion Mediana y rango P
estandar intercuartilico
AA 3 15.0 (7.6) 16.0 (7.0, 22.0)
AT 60 21.9 (10.6) 22.0 (14.3, 28.0) 0.021
TT 333 18.1 (11.1) 16.0 (10.0, 25.0)
A 66 21.2 (10.5) 21.0 (14.0, 27.3)
T 726 18.4 (11.1) 16.0 (11.0, 25.0) 0.020
Portador de A 63 21.5(10.5) 21.0 (14.0, 28.0) 0.010
TT 333 18.1 (11.1) 16.0 (10.0, 25.0) :

Cabe resaltar que, dado que la asociacién descrita en 152269059 supone una
nueva descripcion en DT1 y no una replicacién de una asociacién previa, se deberia
aplicar algun tfipo de correccién estadistica por multiples comparaciones. Los datos
gue obtenemos no soportan la correccién estadistica requerida. Sin embargo, nos
parece interesante resaltar este resultado, con la precaucion de que pueda ser un
falso positivo, debido a que podria tratarse de la primera asociacion de un gen a la
DT1 de debut adulto. Ademds, vemos este indicio de asociacidén con dos polimorfismos
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distintos (rs3761847 y rs2269059) que fienen una equivalencia baja (r2=0.12). Por tanto,
nos parece interesante tratar de replicar estos datos en una nueva poblacidén con
debut adulto de la enfermedad para verificar que las diferencias que observamos
constituyen una asociacion veridica y no un falso positivo.

En el estudio de los ofros dos marcadores seleccionados (rs13440146 y rs2416806,
tabla 50) no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los
pacientes de DT1 y confroles. Tampoco encontramos diferencias significativas en la
estratificacion por edad.

El andlisis de los haplotipos formados por los cuatro marcadores no aporta
informacion adicional (datos no mostrados).

Tabla 50.- Frecuencias genotipicas y alélicas de los polimorfismos rs13440146 y rs2416806 en
pacientes de DT1, controles y pacientes estratificados por edad de debut.

DT1 Controles DT1<16 afios DT1>16 afos
rs13440146 n % n % P OR n % n % p
430 544 200 198
GG 388 9.2 476 875 0.2 - 183 91.5 176 889 0.4
GT 42 9.8 66 121 0.2 - 17 8.5 22 111 0.4
TT 0 0.0 2 04 0.2 - 0 0.0 0 0.0 --
G 818 951 1018 936 01 B 383 95.8 374 94.4 04
T 42 4.9 70 6.4 . 17 4.2 22 5.6 )
rs2416806 n % n % P OR n % n % p
431 543 202 197
CcC 206 478 272 501 0.5 - 99 49.0 92 467 0.6
CG 188 436 217 400 0.3 - 88 43.6 86 437 09
GG 37 8.6 54 99 0.5 - 15 7.4 19 9.6 0.4
C 600 696 761 70.1 08 N 286 70.8 270 68.5 05
G 262 304 325 299 : 118 29.2 124 31.5

Hasta la fecha no se ha descrito ninguna regidon que esté asociada exclusivamente
al debut adulto de DTI, principalmente porque los grandes estudios genéticos apenas
han incorporado en sus muestras a pacientes que tuvieran una edad de debut
superior a la edad pedidtrica33572. Con esta restriccion, es comprensible que
sifuaciones como la que observamos en los marcadores rs10818488, rs3761847 y
rs2269059 en nuestra poblacién no se lleguen a detectar en dichos estudios. Ademds,
en una de las pocas grandes poblaciones de DTl que admite pacientes con debut
adulto$? (hasta 30 afos de edad) no se realizaron andlisis para detectar las posibles
diferencias por edad que pudieran presentar los marcadores estudiados.

Aunque los cinco marcadores que hemos incluido en nuestro estudio no se han
analizado en los fres estudios de barrido gendmico realizados hasta la fecha en
DT1354%.62, se han incluido marcadores que tienen una equivalencia total con ellos
(r2=1) y no se ha detectado asociacion con la enfermedad. Sin embargo, esta falta de
asociacién no implica necesariamente que nuestros resultados sean un falso positivo.
En primer lugar, todos los estudios menos unot? han estudiado a pacientes con una
edad de debut inferior a los 17 anos. En nuestro estudio, nosofros tampoco
encontramos asociacion de los marcadores estudiados con la DTl de debut
pedidtrico (diagndéstico a edad inferior a 17 anos). En segundo lugar, el estudio en la
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Unica poblacién con individuos con debut adulto en la que se han genotipado
algunos de estos marcadores (GoKind, Cooper et al, 2008¢2) no realiza un andlisis de la
asociacién de dichos marcadores con la edad de debut de la enfermedad, sino un
andlisis en bloque de todos los pacientes frente a los confroles. En nuestro estudio no
observamos indicios de asociacion hasta que realizamos la estratificacién por edad.
Segun nuestro andlisis, estos marcadores no estdn asociados a la DT1 en general, sino
solo a la DT1 de debut adulto. Con un andlisis general se estd infraestimando esta
posible asociacién.

En esta regién se encuentran dos genes de interés inmunoldgico: TRAF1 y C5. El
primero codifica un miembro de la familia de factores asociados al receptor del TNF
(TRAFs) que forma parte de la ruta del factor de transcripcion NF-kB20?, El segundo
codifica la proteina C5 de la cascada del complemento. Estudios recientes apuntan
hacia TRAF1 como el candidato mds probable a participar en la patologia de la DTI,
puesto que se ha observado que tiene un papel antfiapoptdtico en células beta
pancredticas expuestas a citoquinas proinflamatorias!'6210, En uno de estos estudios se
ha observado que, cuando la exposicion a citoquinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B e
IFN-y) es continua, llega un punto en que la actividad antiapoptdtica de TRAFI y otros
genes como TNFAIP3 no puede confrarrestar el estimulo pro-apoptdtico inducido por
el factor de transcripcion NF-xB'16. Por tanto y segun dicho estudio, TRAF1 actuaria
prolongando la supervivencia de las células beta del pdncreas en un ambiente
inflamatorio. Podria ocurrir que el marcador etiolégico en desequilibrio de ligamiento
con las tres senales estudiadas produzca un efecto antiapoptdtico de TRAFT mds
eficiente y, por tanto, una pérdida mds lenta de células B que conllevaria un retraso en
el debut clinico de la enfermedad y la asociacién de dicho genotipo a un debut mdas
tardio de DT1.
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Los estudios de asociacidon de genes candidatos y el actual abordaje mediante
GWAS han desvelado la mayor parte de las variantes comunes asociadas con la DT1
con un efecto moderado o fuerte (OR>1.2)32, En este estudio abordamos la replicacion
de frece regiones asociadas previamente con la enfermedad, un frabajo necesario
para comprobar que las asociaciones descritas se mantfienen con la misma magnitud
en poblaciones diferentes.

A pesar del gran avance experimentado gracias a los GWAS y de la cantfidad de
asociaciones descubiertas hasta la fecha, adn no se ha conseguido desvelar el 100%
del componente genético de la DT132, Los grandes estudios genéticos buscan ahora la
forma de abordar dos tipos de asociaciones que los GWAS vy los estudios de asociacion
clasicos tienen dificultad en cubrir:

- Variantes comunes con bgjo efecto en la enfermedad: los GWAS realizados

hasta la fecha tienen una potencia suficiente para detectar asociaciones moderadas
(OR>1.20) en variantes comunes en la poblacidn, pero tienen en general baja
potencia para detectar efectos débiles (OR=1.05-1.20)424%, algo que se intenta
solventar mediante el reclutamiento de grandes grupos de pacientes. En estos casos,
el meta-andilisis de GWAS es una herramienta Ufil para detectar asociaciones con
efecto débil. El estudio de Barrett et al4?, que realizaba un barrido gendémico en una
poblacién de 3983 pacientes y 3999 confroles sanos, incluia ademds un meta-andlisis
con los datos de dos GWAS previos3s¢2, incrementando asi la poblacidon de estudio
hasta 7514 casos y 9045 controles. Esta estrategia permitié a los autores describir hasta
cuarenta regiones asociadas a DT1, varias de ellas con efectos pequenos sobre la
enfermedad.

- Variantes raras con gran efecto en la enfermedad: los GWAS no tienen potencia

suficiente para detectar asociaciones en variantes con baja frecuencia en la
poblacién (inferior al 3-5%)42. Algunos estudios estdn abordando estos andilisis mediante
una primera fase de secuenciacion en pocos pacientes, con el objetivo de
caracterizar las variantes raras, y el posterior andlisis de dichas variantes en un grupo
amplio de enfermos y confroles. Un ejemplo de este tipo de estudios es el
descubrimiento de nuevos polimorfismos en el gen IFIHI, publicado en 20092', en el
cual los autores partian de una primera fase en la que secuenciaban éste y ofros
genes en 480 pacientes y 480 confroles en busca de variantes con una frecuencia
alélica menor del 3%. Posteriormente, los polimorfismos encontrados se analizaban en
un estudio caso-control con 8379 pacientes DTl y 10575 confroles. Los autores
identificaron cuatro variantes en el gen con frecuencias del alelo minoritario de entre
1.3 y 4.2% que conferian un efecto protector al desarrollo de DT1 (ORs=0.51-0.74) mds
fuerte que el conferido por la variante comun cldsicamente asociada a la
enfermedad (OR=0.86)%. Estrategias de este fipo permitirdn descubrir variantes raras
que fengan un gran efecto en la susceptibilidad a la DT1.
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En este frabajo encontramos diferencias intferesantes en las asociaciones descritas
en el HLA. No observamos efecto del heterocigoto DRB1*03 / DRB1*04-DQB1*03:02 en
el adelanto de la edad de debut de la DTI, algo que se ha descrito en ofras
poblaciones?! 8152, Ademds, esta combinacién haplotipica estd considerada como la
de mayor riesgo 2531147, pero en nuestro estudio es la tercera en riesgo conferido por
detrds de los homocigotos DRBI1*04-DQB1*03:02 y DRBI1*03. En nuestra poblacion
también encontramos un efecto de susceptibilidad conferido por el haplotipo
DRBI1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02 que no se ha descrito en ofras poblaciones. Estas
discrepancias que observamos podrian deberse a diferencias poblacionales como la
que afecta a los diferentes haplotipos que incluyen DRBI1*03. Dentro del HLA existen
una serie de haplotfipos altfamente conservados que se denominan haplofipos
ancestrales (AH). El alelo DRB1*03 se encuentra en dos AH: B*8-DRB1*03-DQA1*05:01-
DQB1*02:01 (AH8.1) y B*18-DRBI1*03-DQAT1*05:01-DQB1*02:01 (AH18.2). Nuestro grupo
describid en un estudio previo® que el AH18.2 confiere un riesgo mayor a DT1 que el
AH8.1, probablemente por la presencia de una variante genética en el AH18.2 que no
estd presente en el AH8.1. Ambos haplotipos se distribuyen en Europa segun un
gradiente de frecuencia Norte-Sur, de modo que el AH8.1 es mds frecuente en las
poblaciones noérdicas y el AHI8.2 presenta mayor frecuencia en poblaciones
mediterrdneas. Por tanto, esta mayor susceptibilidad conferida por el AH18.2 se ve mds
claramente en poblaciones mediterrdneas que en poblaciones nérdicas, y genera
diferencias en la susceptibilidad conferida por el HLA en estas poblaciones. Esta mayor
abundancia del AH18.2 en poblacion espanola podria estar detrds del mayor riesgo
que describimos en el homocigoto DRB1*03. Por ello, el andlisis de estas diferencias
geogrdficas es interesante, especialmente de cara a establecer el riesgo genético de
un individuo en una poblacién concreta.

El estudio de la influencia de la genética en la edad de debut de la DT1 es un
campo que debe cobrar importancia dentro del estudio general de la genética de la
enfermedad, puesto que puede ayudar a conocer algunos de los factores que
determinan el ritmo al que ocurre la destrucciéon autoinmune de las células beta. Este
es un conocimiento que ayudaria a elaborar estrategias de conservacién de las
células productoras de insulina en los islotes de Langerhans y, por tanto, a retrasar el
desarrollo de la DT1. En este trabajo describimos la asociacion con la edad de debut
de la enfermedad en fres de las diecisiete regiones estudiadas (5p13, 12q13y 18p11) y
encontramos indicios de asociacién de un gen exclusivamente con la DT1 de debut
adulto (9933, TRAF1). En la literatura se han descrito otras asociaciones con la edad de
debut de la enfermedad?8! 83152, Sin embargo, pocos de estos estudios se han replicado
en poblaciones independientes, y existe una heterogeneidad en la metodologia
empleada para abordar el estudio de estas asociaciones que podria ser en parte
responsable de esta falta de replicacién. Algunos estudios analizan la asociacién con
la edad de debut Unicamente en poblaciones con comienzo pedidtrico de la

enfermedad?'2213, Si una asociacién alcanza su mdximo en edad pedidtrica vy
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disminuye con la edad, un estudio exclusivamente en poblacidén pedidtrica podria
infraestimar dicha asociacion. Del mismo modo, un estudio centrado Unicamente en
poblacién pedidtrica no podria detectar asociaciones que se den con mds fuerza o
de forma exclusiva en la DT1 de debut adulto, como seria el caso del gen TRAFI que
describimos en este trabajo. Por ofro lado, falta unidad en la metodologia empleada
para analizar dichas asociaciones enfre los distintos frabajos publicados. Algunos
estudios emplean métodos de andlisis que consideran la edad como variable
continua®!82, mientras que otros optan por la estratificacién del grupo de estudio en
subgrupos segun la edad de debut (pedidtrica o adulta) y analizan la presencia de
asociaciones individualmente en cada estratog4 186, Esta Ultima estrategia define grupos
artificiales con limites que carecen de sentido bioldgico y aumenta la probabilidad de
obtener falsos positivos. En este trabajo hemos redlizado los dos fipos de andlisis
(estratificado y continuo) y en algunas ocasiones observamos indicios de asociacién
en los andlisis estratificados que no se replican en los andlisis continuos (el gen STAT4 en
2032 o el gen STAT3 en 17921), y asociaciones que se detectan débilmente en el
andlisis estrafificado y se ven claramente en el andlisis continuo (el polimorfismo
rs2292239 en el gen ERBB3, 12q13). Presentamos el andlisis estrafificado en todas las
regiones estudiadas con el objefivo de ilustrar la homogeneidad (o falta de ella) entre
una poblacién seleccionada en base a los criterios de los grandes estudios genéticos
(debut en edad pedidtrica) y ofra poblacidn que recogeria a todos aquellos
individuos que quedan excluidos de dichos estudios (debut adulto). Sin embargo,
consideramos que el andlisis continuo es un abordaje mds fiable a la hora de
determinar diferencias, puesto que estudia Unicamente la variante genética de interés
y la edad de debut de todos los pacientes que la portan, evitando la excesiva
fragmentacion de la poblacién. Ademds, es una estrategia con mayor sentido
bioldgico, ya que evita la separacidn en grupos distintos de pacientes con
caracteristicas muy parecidas, como serian aquellos individuos inmediatamente por
encima o por debajo de la edad de corte escogida.

Por Ultimo, dentro de las 17 regiones genéticas incluidas en este trabajo estudiamos
el gen G6PC2, relacionado con el metabolismo de la glucosa, y no encontramos
evidencias claras de asociacidn con la enfermedad. Este resultado estd en
consonancia con los estudios previos sobre esta regién en DT1 y con todos los estudios
de asociacidn que descartan la implicacién de genes relacionados con el
funcionamiento de la célula B y el metabolismo de la glucosa32. Ademds, refuerza la
idea de que la DTl es una enfermedad con una base genética relacionada
principalmente con el sistema inmunitario y con poca o nula participacién de

alteraciones en la célula beta o en el metabolismo de la glucosa.
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Conclusiones

1. Estudio de genes asociados a la DT1 en la era pre-GWAS:

En el estudio de la susceptibilidad o proteccién a DTl conferida por los genes y
haplotipos del HLA de clase Il diferentes a los cldsicamente asociados a la
enfermedad:

. Replicamos las asociaciones previamente descritas en los haplotipos:
DQAT*01:01-DQB1*05:01, DR6-DQAT1*01:03-DQB1*06:03 y DQAT*05:01-DQB1*03:01.

. Encontramos un efecto de susceptibilidad conferido por el haplotipo
DRB1*07-DQA1*02:01-DQB1*02:02, que se habia observado previamente en
nuestra poblacidn y no se ha descrito en otras poblaciones.

En el estudio de genes cldsicos y edad de debut no encontramos diferencias
significativas. Las variantes estudiadas en el HLA de clase Il y los genes INS, CTLA4 e
IL2RA contribuyen de igual manera a la DT1 de debut pedidtrico y adulto en nuestra
poblacién.

2. Asociaciones genéticas descubiertas en la era GWAS:

En el estudio de replicacion de regiones asociadas a DT1 mediante GWAS:
. Enconframos una tendencia a la asociaciéon en polimorfismos de las
regiones 4927 (IL2) y 12p13 (KLRBI-CLEC2D), en consonancia con las

asociaciones previaomente descritas.

. Replicamos las asociaciones encontfradas previomente en las regiones
12913 (ERBB3) y 16p13 (CLECI6A).
o No encontramos asociacién con DT1 en la region 2213 (IL2RB).

En el estudio de genes candidatos seleccionados por su funcionalidad o a partir de
estudios en ofras enfermedades autoinmunes:

. Describimos por primera vez la asociaciéon con DT1 del gen STAT4.
. Replicamos una de las asociaciones descritas en el gen TNFAIP3.
. No encontramos asociacién de los genes IRFS5, G6PC2 y STAT3.

En el andlisis de la influencia de las regiones cromosémicas seleccionadas en la
edad de debut de la DT1:
. Describimos por primera vez un efecto sobre la edad de debut de la DT1
en las regiones 5p13 (CAPSL-IL7R) y 18pl11 (PTPN2), y replicamos un efecto
previomente observado en 12q13 (ERBB3).
. Describimos la asociacidon de polimorfismos en TRAFI con la DT1 de
debut adulto.
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