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RESUMEN

Las enfermedades autoinmunes son enfermedades multifactoriales donde la genética, el
sistema inmune y factores ambientales se encuentran relacionados. En muchas de ellas el
Sistema Principal de Histocompatibilidad o HLA juega un papel importante. El HLA es un sistema
molecular constituido por un conjunto de proteinas de membrana que son extraordinariamente
polimérficas y que, debido a que se encuentran en una misma localizacion cromosdmica con
alto desequilibrio de ligamiento, se heredan en haplotipos. Su funcidn principal es la
presentacion de péptidos a los linfocitos T, definiendo por ello el rechazo en el trasplante
alogénico.

Como consecuencia de estas caracteristicas la determinacion del polimorfismo HLA (tipificacién
HLA) es util en diferentes campos biomédicos.

Hay diferentes técnicas que permiten la definicidén de estos antigenos HLA a diferentes niveles
de resolucién. Por un lado se encuentran las técnicas de baja-media resolucién como son las
técnicas seroldgicas (microlinfocitotoxicidad) u otras basadas en la amplificacion de DNA (PCR-
SSP, PCR-SSO) y por otro las de alta resolucién cuyo gold standard es la secuenciaciéon (PCR-SBT).
Esta aproximacion junto con las nuevas metodologias de secuenciacién (deep sequencing) ha
hecho posible resolver los problemas de ambigliedades en la alta resolucidon. No obstante, en
algunas ocasiones no es necesaria una tipificacion HLA de alta resolucidn y por ello no esta
justificado el uso de una metodologia tan costosa, sin embargo las técnicas de baja-media
resolucién, ampliamente utilizadas en los laboratorios de HLA, también presentan ciertas
limitaciones.

Este trabajo pretende abordar la complejidad del sistema HLA desde dos puntos de vista;
primero explorando la asociacion HLA (y otros genes no HLA) y enfermedad, concretamente en
el caso de la celiaquia y de la enfermedad de Graves-Basedow y segundo definiendo una
metodologia de tipificacién de baja resolucién del locus A del sistema HLA mediante PCR a
tiempo real. Para ello, se han puesto a punto técnicas de tipificacion de familias de alelos HLA
concretos como son HLA-DQ2/DQS8 para el estudio de la celiaquia y HLA-B*08/44 y HLA-
C*03/07/16 en el caso de la enfermedad de Graves-Basedow, y en este Ultimo ademas se han
estudiado polimorfismos en otros genes no HLA como son CTLA4 (una molécula de
coestimulaciéon inhibidora) y PTPN22 (una fosfatasa con funciones también inhibidoras). Con
esto se ha pretendido desarrollar un conjunto de pruebas que nos permitan predecir mejor la
susceptibilidad a padecer estas enfermedades y ver la correlacién con otros parametros clinicos
post-diagnéstico.
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INTRODUCCION
ENFERMEDADES AUTOINMUNES
¢Queé son las enfermedades autoinmunes?

Las enfermedades autoinmunes (AID) (OMIM 109100) constituyen un amplio grupo de
enfermedades crénicas cuya patogénesis estd mediada por la pérdida de tolerancia
inmunoldgica frente a antigenos (Ag) propios. Tolerancia es el proceso por el cual se eliminan o
neutralizan células auto-reactivas y un fallo, a nivel central o periférico, en el funcionamiento de
este sistema desencadena una respuesta inmune anormal frente a Ag propios, lo que se conoce
como autoinmunidad [1, 2]. Estas enfermedades, que afectan aproximadamente a un 5% de la
poblaciéon mundial, representan un grupo heterogéneo de desérdenes que pueden afectar a
organos o tejidos especificos como en el caso de la diabetes tipo 1 (T1D) (OMIM 222100) o las
enfermedades autoinmunes tiroideas (AITD) o a multiples sistemas, como el lupus eritematoso
sistémico (SLE) (OMIM 152700) o la artritis reumatoide (RA) (OMIM 180300) [3, 4].

Introduccion a la Enfermedad Celiaca

La Enfermedad Celiaca (CD) (OMIM 212750) es un desorden inflamatorio sistémico con un
componente autoinmune que es desencadenado por la ingesta de gluten y prolaminas
relacionadas, en individuos genéticamente susceptibles [5]. Aunque los sintomas y signos de la
enfermedad se conocen desde hace mas de 100 afios, fue en 1940 cuando un pediatra holandés,
Dicke, establecio la asociacidon entre la exposicidn al gluten y la CD [6].

Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de una combinacién variable de
manifestaciones clinicas, dependientes de la ingesta de gluten, que incluyen manifestaciones
gastro-intestinales, como son diarrea, distensién o dolor abdominal y retraso en el crecimiento,
pero ademds alrededor de un 50% de pacientes presentan también manifestaciones extra-
intestinales, como dermatitis herpetiforme, anemia, sintomas neurolégicos u osteoporosis [7,
8]. La enfermedad puede comenzar a cualquier edad, sin embargo la presentacidn clinica puede
variar entre nifios y adultos, siendo el dolor abdominal muy frecuente en nifios, mientras que la
anemia, osteoporosis e hipertransaminasemia es un modo de presentacion mas frecuente en
adultos [9].

La prevalencia de la CD en Europa y EEUU es de un 1-3% [10]. Sin embargo esta prevalencia se
encuentra incrementada en familiares de primer grado de pacientes con CD (10-15%), en
pacientes con otras AID, como T1D (3-12%), AITD (5%) y enfermedad hepatica autoinmune, en
pacientes con desérdenes causados por aberraciones cromosdémicas, como el sindrome de
Turner (3%) o el sindrome de Down (5%), y en pacientes con déficit selectivo de
Inmunoglobulina A (IgA) (9%) [11, 12].

La ingesta de gluten produce una respuesta inflamatoria crénica, mediada por los linfocitos T
(LT) CD4+ de la lamina propia intestinal, que puede llegar a producir atrofia intestinal, siendo
ésta la lesidén extrema de un espectro de lesiones. Segun la clasificacion de Marsh (1992) la
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lesion preinfiltrativa (Marsh 0) corresponde a individuos genéticamente susceptibles con biopsia
intestinal normal y a partir de aqui podemos encontrar desde un infiltrado linfocitario de la
mucosa, sin cambios estructurales (Marsh 1) o con hiperplasia de las criptas (Marsh 2) hasta una
atrofia parcial, subtotal o total de las vellosidades intestinales (Marsh 3A, 3B o 3C
respectivamente) [13]. Estos cambios se evaluan mediante una biopsia intestinal, no obstante,
existen biomarcadores serolégicos para el diagndstico de esta enfermedad, que se explicaran
mas adelante.

La asociacion de los genes HLA (Human Leukocyte Antigen), responsables de la presentacion
antigénica como se comentara posteriormente, con las AID es bien conocida. En concreto, los
genes HLA de clase Il son responsables de aproximadamente un 40% del riesgo genético para la
CD, el otro 60% de la susceptibilidad genética a esta enfermedad viene dado por un nimero
desconocido de genes no HLA (se han identificado en torno a 40), muchos de los cuales codifican
proteinas con funciones en el sistema inmune y son comunes a varias AID (CTLA4, IL-2, IL-21,
CCR3, IL-12A, IL-18RAP, RGS1, etc [14]. Tabla 1). A pesar de ello, su contribucién al riesgo de
desarrollar la CD es menor que la de los genes HLA [15, 16].

Introduccion a la Enfermedad de Graves

Dentro de las AID, las mas comunes son aquellas en las que la respuesta inmune, humoral y
celular, va dirigida contra la glandula tiroides y dentro de las cuales se incluyen la Tiroiditis de
Hashimoto (HT) (OMIM 140300) y la enfermedad de Graves-Basedow (GD) (OMIM 275000) [17].
Ambas se caracterizan por la presencia de un infiltrado linfocitario en el érgano diana que en el
caso de la HT desencadena en apoptosis de las células tiroideas e hipotiroidismo y en el caso de
la GD provoca la formacion de anticuerpos (Ac) anti-Receptor de la hormona estimulante del
tiroides (TSHR) que estimulan este receptor, induciendo la secrecidon de un exceso de hormonay
causando hipertiroidismo [18]. La presencia de auto Ac contra Ag tiroideos, como la
tiroglobulina (Tg), la peroxidasa tiroidal (TPO) y TSHR se utiliza como biomarcador en estas
enfermedades, ya que reflejan actividad y progresion de la enfermedad [19].

La GD se describié por primera vez en 1825 por Caleb Parry, aunque debe su nombre a Robert
Graves debido a la publicacién de 4 casos en 1835. Basedow fue el primero en poner de
manifiesto la asociacién de esta enfermedad con la exoftalmia en 1840. Es la causa mas
frecuente de hipertiroidismo, representa entre un 60-80% de los casos y la prevalencia de esta
enfermedad se encuentra en torno al 1% en mujeres con una edad comprendida entre 35-60
afios mientras que la frecuencia en hombres es entre 5-10 veces menor [20].

El cuadro clinico se caracteriza por hipertiroidismo, bocio difuso y oftalmopatia. A esta triada
diagndstica cabria afiadir un cuarto elemento, de aparicion poco frecuente, que es la
dermopatia infiltrativa. No obstante, la enfermedad se presenta a menudo con una forma clinica
incompleta.

Como hemos comentado anteriormente, el principal mecanismo efector de la GD es la
produccidn de Ac circulantes dirigidos contra el TSHR produciendo la activacion de éste, ya que
son capaces de simular el efecto del ligando natural, la TSH. No obstante, los niveles de estos Ac
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no correlacionan con el nivel de hormonas tiroideas o con la severidad de la enfermedad,

debido a otros factores que pueden ocurrir de manera simultanea como son por ejemplo la

respuesta frente a otros auto Ag o la produccién de Ac blogueantes que actdan reduciendo los

efectos de los Ac estimulantes.

La GD es una enfermedad compleja cuya etiologia incluye la interaccién de componentes

genéticos y factores ambientales [21]. Han sido identificados diferentes genes de susceptibilidad

a la GD (Tabla 1), dentro de los cuales se encuentran genes especificos de tejido (Tg y TSHR) o
genes inmuno-reguladores (HLA-DR, CTLA4, PTPN22 y CD40) [21-23].

6p21 HLA Presentacidn antigénica 6-20 2.0-4.0
Receptor para CD80 y CD86
2923 CTLA4 ) L, . . X 1.5-2.2
Regulador negativo de la activacién de linfocitos T
IL2: factor de crecimiento para linfocitos T
4927 IL2, IL21 o ) 1.41 -
IL21: promueve la funcidn de células T, By NK
1931 RGS1 Expresada por linfocitos intraepiteliales 1.41 -
IL1R1: activacion de NF-kB dependiente de IL1
2912 | IL1R1,IL18R1, IL18RAP IL18R1 y ILI8RAP codifican para el receptor de la IL18 1.27 -
IL18 promueve la produccion de IFN-y
CCR1, CCR2, CCR3, L
3p21 Receptores de quimiocinas 1.21 -
CCR5
3q25 IL12A Favorece la diferenciacién de linfocitos Th1 1.21 -
LIM domain containing preferred translocation partner in
3028 LPP . ., . . 1.21 -
lipoma. Funcién no bien conocida
Se expresa en linfocitos T, modula cambios a nivel del
6025 TAGAP ) 1.21 -
citoesqueleto
12g23 SH2B3 Involucrado en la sefializacion en linfocitos 1.19 -
Tirosin fosfatasa de linfocitos T; regulador negativo de la
18p11 PTPN2 . L, X -
inflamacion
Proteina dedos de zinc que inhibe |a actividad de NF-kB;
6023 TNFAIP3 . . 1.25 -
procesos de apoptosis mediada por TNF
2p13 REL Componente del complejo NF-kB X -
Molécula coestimuladora, participa en la activacion de los
20q11 CD40 . . - 1.3-1.8
linfocitos B
10p15 IL2RA (CD25) Componente del receptor de la IL2 - 1.1-1.4
1923 FCRL3 Fc Receptor-like protein 3 - 1.1-1.3
8q24 Tg Tiroglobulina - 1.3-1.6
14931 TSHR Receptor de la hormona estimulante del tiroides - 1.4-2.6
1p13 PTPN22 Regulador de la activacidn de linfocitos T X 1.4-1.9

Tabla 1: loci de susceptibilidad para la CD y para las AITD (aquellos marcados con una X no hay datos de

OR a pesar de que se ha visto cierta asociacion)
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BIOMARCADORES

El diagndstico, monitorizacién y tratamiento de pacientes con AID continda siendo hoy en dia un
reto para los clinicos que siguen estos pacientes, por ello la busqueda de mejores
biomarcadores capaces de caracterizar mejor este tipo de enfermedades sigue siendo necesaria
[24, 25].

é¢Qué es un biomarcador?

Definicidon

Es una caracteristica biolégica que puede ser medida de forma objetiva y evaluada como un
indicador de un proceso bioldgico normal, de un proceso patoldgico o de respuesta
farmacoldgica a una intervencion terapéutica [26]. En la practica los biomarcadores incluyen las
herramientas y tecnologias que ayudan a entender la causa, progresidn, prediccion, respuesta al

tratamiento, etc, de una enfermedad.

Tipos de biomarcadores

Se pueden clasificar en dos principales tipos: biomarcadores de exposicién, los cuales se usan
para predecir el riesgo de padecer una determinada enfermedad o biomarcadores de
enfermedad usados en el diagndstico y monitorizacidon de una enfermedad [27].

e Biomarcadores de exposicion: modifican (incrementan o disminuyen) el riesgo de
padecer una determinada enfermedad.

Dentro de estos se encuentra, por ejemplo, la susceptibilidad genética. Variantes
genéticas que son necesarias aunque no suficientes para padecer una enfermedad,
como ocurre con algunos polimorfismos de genes HLA de clase | y Il y ciertas AID [3].

e Biomarcadores de enfermedad: son indicadores de un factor biolégico que representa
una manifestacion subclinica o no de la enfermedad.

Se utilizan para identificar individuos que se encuentran en estadios pre-clinicos, para
reducir la variabilidad dentro de la enfermedad en estudios clinicos o epidemioldgicos o
como reflejo de la historia natural de la enfermedad (fases de induccién, latencia, ...)
[27].

Evaluar la validez de un biomarcador en el diagndstico, evaluacién y prondstico del paciente es
un proceso complejo, se deben tener en cuenta diferentes aspectos, como son el grado en el
que el biomarcador refleja el fenédmeno bioldgico estudiado o manifestaciones de la
enfermedad, asi como la correlacién del biomarcador con una enfermedad de forma especifica
[28]. Esto u
y especificidad y los valores predictivos, positivo (VPP) y negativo (VPN):

timo se puede evaluar mediante el uso de unos indicadores como son la sensibilidad



Introduccion

e Sensibilidad y especificidad describen las propiedades de un biomarcador para

discriminar entre sujetos enfermos y sanos.

o Sensibilidad: probabilidad de que un sujeto enfermo tenga el biomarcador en
cuestién positivo. Aquellos biomarcadores que se utilizan para el cribaje de una
enfermedad, es necesario que tengan una buena sensibilidad.

o Especificidad: probabilidad de que un sujeto sano tenga el biomarcador en
cuestién negativo. Aquellos biomarcadores que se utilizan para confirmar un
diagnéstico, es necesario que tengan una buena especificidad.

e Los valores predictivos dan idea de la probabilidad de tener o no la enfermedad
teniendo un resultado positivo (VPP) o negativo (VPN) para el biomarcador en cuestion.
Estos valores predictivos responden a la cuestion que los clinicos se plantean delante de
un paciente con un biomarcador positivo o negativo écual es la probabilidad de estar

enfermo o no?

La utilidad de los valores predictivos se ve limitada por la dependencia que estos tienen
segln la prevalencia de la enfermedad en cuestidn en la poblacién en estudio [29, 30].

Estos indicadores se calculan utilizando tablas de contingencia 2x2 teniendo en cuenta la

presencia o no del biomarcador en individuos enfermos y en sujetos sanos (Tabla 2):

SENSIBILIDAD
ESPECIFICIDAD +(g)

- (h)

VPP y VPN

+(e) (a)

(b)

+(g)

- (h)

+(e)

-(f) ()

(d)

(a)

(b)

-(f)

Sensibilidad = a/g
Especificidad = d/h

(c)

(d)

VPP = a/e
VPN = d/f

Tabla 2: célculo de indicadores para el andlisis de un biomarcador; sensibilidad, especificidad, VPP y VPN

Debido su utilidad en la préctica clinica, la busqueda y descubrimiento de nuevos biomarcadores

es un area importante de trabajo en la investigacion traslacional.

Biomarcadores serolégicos

En el caso de las AID, una de las consecuencias de la respuesta inmune que tiene lugar con la
activacion de LT y LB es la produccion de Ac dirigidos contra Ag propios. Estos Ac pueden ser
detectados en el suero del paciente y usados como guia en el diagndstico y/o seguimiento de
éste. Hay Ac que pueden ser usados como marcadores de actividad o severidad de la
enfermedad, otros que sirven para clasificar estas enfermedades o que se utilizan como

predictores [19].

Por ello, ahora revisaremos los diferentes Ac que se utilizan como biomarcadores en la CD y en

la GD.
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Enfermedad Celiaca

A pesar de que la confirmacidn histoldgica sigue siendo el método gold standard para confirmar
el diagndstico de CD, la presencia de Ac especificos de esta enfermedad sirve para apoyar este
diagnéstico y permite a los clinicos valorar la necesidad de realizar una biopsia [31, 32] (Figura
1).

En la actualidad, existen 3 biomarcadores serolégicos: los Ac anti-transglutaminasa 2 (Tg2), Ac
anti-endomisio (EMA) y Ac anti-formas deaminadas de la gliadina (DGP) [33]. Los Ac
relacionados con la CD son de tipo IgA, sin embargo, en individuos con bajos niveles séricos de
IgA (<20 mg/dl), lo cual es mas frecuente en pacientes con CD que en la poblacién general, los
biomarcadores utilizados son de tipo IgG, con el objetivo de evitar resultados falsos negativos.
La determinacién de Ac anti-Tg2 y anti-DGP se realiza mediante enzimoinmunoensayo (ELISA)
mientras que la determinacion de Ac anti-EMA se realiza por inmunofluorescencia indirecta (IFl)
sobre eséfago de mono. A pesar de que la evaluacién de los Ac anti-EMA, mediante microscopia,
requiere de personal especializado y puede haber cierta variacion inter-observador, sigue siendo
el método de referencia para la determinacién de Ac especificos de esta enfermedad.

Valores elevados de Ac anti-Tg2 y Ac anti-EMA tienen una elevada sensibilidad y especificidad
(>90%) mayor que la de los Ac anti-DGP. Los VPP y VPN de los Ac anti-Tg2 y anti-EMA también
son realmente elevados (>90%) [8]. En nifios y adolescentes con sintomas sugestivos de CD y
niveles de Ac anti-Tg2 superiores a 10 veces el limite de normalidad, la probabilidad de
presentar una atrofia de las vellosidades intestinales de grado Marsh 3 es elevada, por ello, en
estos casos se evalla la posibilidad de hacer el diagnéstico sin realizar biopsia al paciente [11].
Los niveles de Ac anti-Tg2 también se utilizan en el seguimiento y monitorizacion de la
enfermedad, ya que se ha visto que disminuyen tras 6-24 meses con una dieta libre de gluten
(GFD), el uUnico tratamiento efectivo conocido hasta el momento.

Si HLA-DQ2 / DQS8 - 2>
no CD

Si Ac- >
g Valorar estudio
HLA-DQ2 / DQ8

Si HLA-DQ2 / DQ8 + >
Valoracién de pruebas
1gA <20 mg/dl 2> complementarias segin

TG Estudio 18G Ac 1gG / IgA anti-Tg2 sospecha
Determinacion :
niveles de IgA Ac IgG / IgA anti-DGP
IgA >20 mg/dl > Ac IgG / IgA anti-EMA TR

Estudio 1gA Revision del caso; presencia
de HLA-DQB1*02??

SiActD Valoracién de biopsia

o Valorar estudio
HLA-DQ2 / DQ8

Si HLA-DQ2 / DQS8 + =2

cD
Valoracién de biopsia para
confirmar diagndstico

Figura 1: algoritmo diagndstico utilizado para el diagndstico de la CD
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Otros biomarcadores

En esta busqueda de nuevos biomarcadores, miembros de nuestro laboratorio han estudiado el
papel de la proteina REG 1A como auto Ag y biomarcador en la T1D [34, 35] y la CD. REG 1A
pertenece a una familia de genes, REG, que a su vez forma parte de una superfamilia de genes
con un dominio lectina dependiente de calcio (C-type lectin). Estos genes codifican un grupo de
proteinas secretoras involucradas en fendmenos de regeneracion tisular. Es una familia de
proteinas con caracteristicas estructurales y funcionales comunes [36] que actuan como
reactantes de fase aguda, factores anti-apoptdticos, factores de crecimiento para células beta-
pancreaticas, células epiteliales del sistema digestivo, etc.

Recientemente, se ha descrito un incremento significativo de los niveles de REG 1A en el suero
de pacientes celiacos en el momento del diagndstico de la enfermedad disminuyendo tras 6
meses con una GFD, al igual que ocurre con los Ac anti-Tg2. Por eso, se ha postulado que los
niveles de REG 1A pueden ser usados como biomarcador para el diagndstico y monitorizacién de
laCD [37, 38].

Enfermedad de Graves

En el estudio de la GD se utiliza la determinacion de los niveles de TSH, y si estos son bajos se
miden también los niveles de tiroxina (T4) y triyodotironina libre (T3), estos ultimos
normalmente se encuentran elevados.

No obstante, también hay Ac que pueden ser detectados por ELISA y utilizados como
biomarcadores de esta enfermedad. Los mas especificos son los Ac anti-TSHR que pueden ser
detectados en mds del 95% de los pacientes con GD y confirman este diagndstico. Ademas
resultan especialmente Utiles en el diagndstico diferencial con otras formas de hipertiroidismo,
como criterio de remisién de la enfermedad, en el diagndstico de la oftalmopatia de Graves o a
la hora de evaluar el riesgo de GD neonatal en mujeres embarazadas con GD.

Estos pacientes ademas pueden presentar niveles elevados de Ac dirigidos contra la Tg y TPO
aunque estos no son especificos de la GD, ya que pueden aparecer también en pacientes con
HT, T1D, y con una frecuencia entre el 5-25% en la poblacién general [39]. Como ya ha sido
descrito también en otras enfermedades, estos Ac pueden aparecer afios antes del debut clinico
de la enfermedad y como era de esperar los Ac anti-TPO y Tg aparecen mas tempranamente que
los Ac anti-TSHR [40].

Biomarcadores genéticos

Dentro de los biomarcadores genéticos de susceptibilidad a las AID, ya hemos comentado que el
sistema HLA juega un papel muy relevante. Polimorfismos en los genes HLA de clase | y Il
constituyen los factores genéticos de susceptibilidad a estas enfermedades mas fuertes de todo
el genoma [3]. Por ello, este sistema merece una mencién especial.
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Sistema HLA

El andlisis del sistema HLA se inicid, por parte de Peter Medawar, con experimentos sobre los
procesos inmunolégicos responsables del rechazo de trasplantes, donde mostraba que Ia
estructura antigénica reconocida por el receptor como extrafia no sélo se encontraba en tejido
trasplantado, sino también en otras células como los leucocitos. Observaciones posteriores en el
hombre, llevaron a que en 1952 Jean Dausset descubriera que después de recibir diversas
transfusiones sanguineas se desarrollaban Ac contra leucocitos, los cuales reaccionaban
selectivamente contra las células de los individuos donadores. Posteriormente de estos estudios
surgio la descripcién de la primera especificidad antigénica del sistema HLA, identificada como
MAC que ahora se conoce con el nombre de HLA-A2. Debido a estos descubrimientos Medawar
y Dausset fueron galardonados con el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1960 y 1980,
respectivamente [41, 42].

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) es un complejo genético que contiene loci
altamente polimdrficos que codifican para unas glicoproteinas de membrana cuya funcién es la
de presentar péptidos antigénicos a los LT con el fin de iniciar la respuesta inmune. En humanos
dichas proteinas también se conocen con el nombre de moléculas HLA. La agrupacién de los loci
HLA en un complejo génico es una caracteristica que comparten todos los vertebrados
gnatostomados [43].

e Regiones HLA y caracteristicas genéticas
El sistema HLA esta ubicado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.3) y comprende unos 3.6

Mpb que contienen genes que codifican para mds de 160 proteinas. Esta dividido en 3 grandes
regiones génicas: clase |, clase Il y clase Il (Figura 2).
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Y HLARegion Mhb DR Haplotypes
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L0 o4
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Figura 2: situacion de la region HLA en el cromosoma 6; dbMHC Home (Graphic View)
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La region de clase | es la mas telomérica y contiene los loci codificantes para las moléculas HLA
de clase |, la de clase Il, la mas cercana al centromero, contiene los loci codificantes para las
moléculas HLA de clase Il (Figura 3). Ademas dentro de la region de clase Il también
encontramos los loci de un grupo de genes que codifican proteinas necesarias para la
presentacion de Ag, algunos de la via de clase | (TAP-1, TAP-2, LMP-2 y LMP-7) y otros de la via
de clase Il (DOA, DOB, DMA y DMB), que se explicard mas adelante [44].

TSI « o T & OB
& FEFFFFE § 5§53 5§ 5§55 &8
T I e ) N T T T T T T S 3§
—{—viHHHHHHP 1 HH1-  class!
Class Hike L ) L ] —
Fe uptake Co-receptors? Antigen Innate
presentation  response
o ~ ~ ~ ~ o~
T Q0 Q2 TS Q Q 5 A 4 ST Q
o O 9 o
g §8§8 §§ § 8.8. 55 § §§& @
E 555 g3 & s £S5 5 22 $
g ¥ ¥ 2 ¥ 2 &S PR LR ¥y 2 ¥ g
T HHH— - obse
| ] — ) | I—
Antigen presentation Antigen processing Antigen presentation

Figura 3: regiones HLA de clase | y clase Il [45]

La region de clase Il (Figura 4) se encuentra situada entre la region de clase | y la region de clase
'y a pesar de que los genes contenidos en esta region no codifican para moléculas
presentadoras de Ag, su localizacién gendmica hace que sea necesario al menos citar su
existencia. En dicha regién se encuentran genes que codifican moléculas con funciones muy
diversas, algunas de ellas relacionadas con el sistema inmune. Se encuentran desde diversos
componentes del sistema del complemento (C2, C4 y factor Bf) hasta genes como los que
codifican para diversas citocinas que tienen un papel en vias inflamatorias, como el TNF (Tumor
Necrosis Factor) y las linfotoxinas a y B [46].

AID como por ejemplo el SLE o la GD se han visto asociadas a polimorfismos o variacion en el
numero de copias de los genes contenidos en esta region [47].
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Figura 4: region HLA de clase Il [45]

El sistema HLA tiene unas caracteristicas génicas que lo diferencian del resto del genoma y son
fundamentales para garantizar la funcidon de las moléculas que codifica [48, 49]. Se trata de un
sistema poligénico, donde cada uno de los genes es a su vez polimdrfico y sus alelos son
codominantes.
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e Polimorfismo: el sistema HLA es un sistema altamente polimodrfico (son los genes
mas polimdrficos de todo el genoma humano) [50] como se puede comprobar por el
gran numero de alelos que se ha descrito y se encuentran clasificados en la base de
datos IMGT/HLA (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/; Figura 5). A principios de 2013 el
numero de alelos HLA estaba situado en torno a 8.800 (6.920 HLA de clase | y 1.880
HLA de clase Il).

En cada locus, el polimorfismo de los loci HLA se ha generado por fendmenos de
conversion génica, mutacion puntual, insercidn, delecidén y recombinacion. Esto hace
gue alelos de un mismo locus a pesar de pertenecer a especificidades seroldgicas
diferentes tengan gran parte de su secuencia similar, pero ademds estas semejanzas
también ocurren entre distintos loci, por ejemplo entre HLA-A, HLA-B y HLA-C.

o Desequilibrio de ligamiento: es la asociacion alélica que se observa en una
determinada region génica y que hace que las frecuencias de los alelos en Ia
poblacién no sean las esperadas si los alelos estuvieran en equilibrio de Hardy-
Weinberg [51].

En el caso de los loci HLA se observd que en determinadas poblaciones algunos
alelos HLA (tanto de clase | como de clase Il) eran mas frecuentes que otros y que en
poblaciones diferentes no eran los mismos los alelos predominantes.

Este hecho se explica por la presencia de desequilibrio de ligamiento entre los loci
HLA. Asi, la mayor parte de los alelos que se presentan habitualmente junto a otros
en concreto son determinados por una herencia en haplotipos [52], esto es, la
combinacion de alelos de cada locus HLA en un cromosoma, este término se utilizd
por primera vez en 1967. Cada individuo hereda un haplotipo paterno y otro
materno [53].

e Ademads los genes de ambos cromosomas se expresan de manera simultanea: lo que
se conoce con el nombre de codominancia [51].
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Figura 5: nimero de alelos HLA de clase | y clase Il nombrados desde 1968 (fecha de creacién de HLA
Nomenclature Committee) hasta Marzo del 2013. IMGT/HLA Database

e Moléculas HLA, diversidad y funcién

Las principales moléculas codificadas en el MHC son las glicoproteinas HLA, estan implicadas en
la definicidn de lo propio y permiten al sistema inmune discriminar entre lo que pertenece al
individuo y lo extrafio a él. Por ello juegan un papel muy importante en los trasplantes, de hecho
se descubrieron debido a que son las moléculas responsables de los fendmenos de rechazo que
ocurrian en estos, tal y como he comentado anteriormente.

Moléculas HLA de clase |

Los principales representantes de estas moléculas son HLA-A, HLA-B y HLA-C y vienen
codificados por los loci de clase | A, B y C correspondientes. Estas moléculas estan presentes en
la superficie de todas las células (excepto eritrocitos) y son las responsables de presentar Ag,
provenientes de patégenos intracelulares, a los LT CD8+ [54].

Estructuralmente estdn formadas por una cadena a (polimérfica) de unos 45 kDa, anclada a
membrana (codificada en el cromosoma 6) y unida de forma no covalente a una cadena 2
microglobulina (invariante) de 12 kDa (que esta codificada en el cromosoma 15 fuera de la
region MHC). La cadena a contiene aproximadamente 340 aminodcidos organizados en 3
regiones; una extracelular dividida en 3 dominios globulares: al, a2 y a3 cada uno de los cuales
contiene aproximadamente 90 aminodacidos, otra transmembrana y otra intracelular. El
polimorfismo de la cadena a esta localizado principalmente en los dominios al y a2, que forman
parte de la zona de unidn al péptido (Figura 6); a nivel génico, estos dominios vienen codificados
en los exones 2 y 3. El dominio a3 es el que define la interacciéon con la molécula CD8 de los LT
citotdxicos (los que reconocen los Ag presentados por estas moléculas HLA de clase I).
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Existen otras moléculas de HLA | denominadas “no clasicas”, como son: HLA-E, HLA-F y HLA-G.
Son moléculas menos polimdrficas y tienen una expresién mas restringida de tejido [55].
Ademas también existen otras moléculas relacionadas con clase | (MHC class | chain related =
MIC) como son MICA y MICB y un gran numero de pseudogenes y genes truncados (HLA-X,
MICC,...) similares a los genes de clase I.

Moléculas HLA de clase Il

Las principales moléculas de clase Il son: DP, DQ y DR. Estas moléculas estdn presentes de forma
constitutiva en la superficie de las células presentadoras de Ag (APC): linfocitos B (LB),
macrofagos y células dendriticas. También pueden encontrarse en LT activados y otras células
(endoteliales o epiteliales, especialmente activadas). Son las responsables de presentar Ag,
provenientes de patégenos extracelulares, a los LT CD4+ [56].

Estdn formadas por dos cadenas, una cadena a de 34 kDa y una cadena B de 29 kDa, unidas a
membrana y asociadas entre si de manera no covalente. En este caso, es la cadena B la mas
polimérfica. Cada cadena esta compuesta de 230 aminoacidos que estan organizados en region
extracelular (que comprende los dominios al y a2 y Bl y B2, cada uno de los cuales tiene
aproximadamente 90 aminodcidos), transmembrana e intracelular. El polimorfismo de las
moléculas HLA de clase Il esta localizado principalmente en los dominios al y B1 (en DQ, DP y
DR), que forman parte de la zona de unién al péptido (Figura 6); a nivel génico, estos dominios
vienen codificados en los exones 2 de cada locus.

Class | Class I
Peptide-binding
" groove
\I A (D l/\
& ‘ [ ek
\3_?_;{\/—;;;{?}
I i)
| a2 “ B2
e
Plasma
H . A membrane 2
Figura 6: estructura de las moléculas Chioplbemmia Cymflg,lsmuc
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Conviene recordar aqui que para realizar la funcidn de presentacién antigénica, ademas de las
moléculas HLA muchas otras moléculas son también fundamentales y algunas, como se ha
citado anteriormente, estdn también codificadas por locus génicos situados en la region de clase
II. Asi:

e Via de clase I: moléculas TAP-1y TAP-2, son transportadores de membrana que forman
un complejo encargado de translocar péptidos del citoplasma hacia el lumen del reticulo
endoplasmatico (RE), para que puedan ser presentados via clase |. Moléculas LMP-2 y
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LMP-7, forman parte del proteasoma, un complejo implicado en la digestidn proteolitica
de un elevado nimero de proteinas citoplasmaticas.

Deficiencias en la expresion de estas moléculas tienen como consecuencia una
ineficiente presentacién antigénica y en algunos casos de neoplasias puede suponer un
mecanismo de escape del sistema inmune [59]. También se han descrito mutaciones en
TAP1y TAP2 causantes de una rara enfermedad conocida como déficit de HLA de clase |
o Sindrome del linfocito desnudo tipo | (Bare lymphocyte syndrome type I; OMIM
604571) [60, 61].

e Via de clase Il: se encuentran los loci DOA, DOB, DMA y DMB, que codifican las
moléculas HLA-DO y HLA-DM respectivamente, moléculas no clasicas de clase I,
relacionadas con el transito intracelular y la carga de péptidos a las moléculas de clase .

Existe una interesante unién entre las 2 vias llamada “cross-presentacion” donde Ag exdégenos
pueden ser presentados por moléculas HLA de clase | y Ag enddgenos por moléculas HLA de
clase Il. Es una propiedad atipica pero sin embargo esencial en el inicio de la respuesta inmune
frente a virus que no infectan APC [62].

¢ Nomenclatura

Debido al gran nimero de alelos existentes, en 1968 se cred el comité para la nomenclatura de
los diferentes alelos HLA “WHO Nomenclature Comittee for factors of the HLA System”.

Segun las directrices de este comité, cada alelo HLA se denomina por el nombre del locus
seguido de un asterisco (para indicar que se trata de informacién alélica) y después seguido de
una cifra numérica que puede contener de 1 a 4 campos de digitos. Todos los alelos tienen un
nombre de como minimo 2 campos de digitos y los nombres de 3 y 4 campos son sdélo asignados
cuando es necesario diferenciar [63] (Tabla 3).

HLA Prefijo

HLA-A Un locus particular del sistema HLA

HLA-A*01 Familia alélica a la que pertenece el alelo. Baja resolucién [64]
HLA-A*01:01 Variante alélica dentro de la misma familia. Alta resolucién

Este alelo presenta diversas variantes nucleotidicas que no provocan cambios
HLA-A*02:01:01 . ,
de aminodcidos en la proteina

HLA-A*02:01:01:01  Se han descrito polimorfismos en zonas no codificantes del alelo en cuestion
HLA-A*24:09N Alelo nulo, que no presenta expresién
HLA-A*24:02:01:02L  Alelo que codifica una proteina con expresion de superficie reducida

HLA-B*44:02:01:02S  Alelo que codifica una proteina que sélo presenta forma soluble

Tabla 3: estructura de la nomenclatura de alelos HLA
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Cuando se habla de especificidades seroldgicas el nombre de los loci no va seguido de un
asterisco y sélo continda con los digitos indicativos de la familia alélica a la que pertenece.

Para alelos HLA de clase |, la descripcidn del locus indica el gen que codifica para la cadena a
mientras que en el caso de los alelos HLA de clase Il ambos genes (el que codifica para la cadena
ay el que lo hace para la B) deben informarse, por ejemplo DQA y DQB.

Todos los alelos descritos por laboratorios de diferentes partes del mundo se encuentran
recogidos en la base de datos IMGT/HLA [65].

e Técnicas de tipificacion del sistema HLA

La tolerancia del injerto por el receptor en los trasplantes depende en gran medida de que
ambos compartan el mayor nimero posible de alelos HLA en sus genes. La necesidad de
determinar la identidad HLA de donante y receptor para optimizar la eficacia de los trasplantes y
evitar, en la medida de lo posible, el rechazo del érgano trasplantado ha conllevado el desarrollo
de diversas generaciones de técnicas de tipificacion [66]. Los métodos para la identificacion de
los alelos HLA han cambiado significativamente desde que este grupo de proteinas altamente
polimérficas fueron caracterizadas por primera vez mediante métodos seroldgicos en los afios
60y 70 [67].

Clasicamente se habla de una tipificacién de baja resolucién para referirnos a familia alélica y
cuando decimos alta resolucion hacemos referencia a variante alélica dentro de una misma
familia [64, 68].

Aungque tradicionalmente se utilizaban tanto técnicas serolégicas como moleculares, hoy en dia
la mayor parte de los laboratorios realizan estas determinaciones a nivel molecular y, debido a
la gran complejidad polimdrfica que tiene el sistema HLA, la técnica de referencia es la
secuenciacién. No obstante, las técnicas seroldgicas pueden ser interesantes a la hora de
investigar la expresién de las moléculas HLA [67].

Técnicas de tipificacidon seroldgicas

e Linfocitotoxicidad

Tradicionalmente, los Ag HLA fueron definidos usando técnicas serolégicas [69, 70]. La
implementacion del complemento junto a la optimizacidon de pequefios volimenes permitié
definir el estandar de serotipificacion a través de lo que conocemos como
microlinfocitotoxicidad [71, 72].

Esta técnica parte de la obtencién de preparaciones viables de linfocitos de la persona a tipificar
y enfrenta estas células a diferentes sueros que contengan Ac especificos contra un HLA
concreto. El problema de la utilizacion de estos sueros es que pueden tener mas de una
especificidad y por ello se ha de utilizar un amplio panel bien caracterizado. La reactividad se
evalia mirando la citotoxicidad que se produce al afiadir el complemento. Las fuentes
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principales de Ac utilizadas en la microlinfocitotoxicidad proceden de sueros
descomplementados de personas sensibilizadas (mujeres multiparas, pacientes transfundidos y
trasplantados), aunque también existen Ac monoclonales que permiten evitar la limitacion de
disponibilidad de los sueros. Por su parte el complemento a utilizar suele provenir de suero de
conejo. Con esta metodologia los alelos nulos (alelos que no se expresan) quedan
enmascarados.

Técnicas de tipificacién moleculares

Con el tiempo, han sido las técnicas de tipificacion basadas en el andlisis del DNA las que han
substituido a las técnicas seroldgicas en la mayoria de laboratorios HLA, ya que desde los inicios
de su utilizacién se vio que los métodos basados en la PCR presentaban una serie de ventajas
respecto a la serologia [73-75]. Las mas destacadas son las que permiten obtener una resolucién
mas elevada, evitan las reacciones cruzadas de los Ac y tienen un alto nivel de precision y
reproducibilidad. Ademas la obtencién de los reactivos a utilizar es mas sencilla y se pueden
actualizar mds facilmente en funcién de los nuevos alelos que se van descubriendo. Por todo
ello, los métodos de tipificacion basados en la PCR han experimentado un importante
crecimiento.

Actualmente en los laboratorios HLA la tipificacion se realiza mediante una combinacién de
técnicas siendo comun, en general, partir de una amplificacién (PCR) y consiguiendo la
especificidad de la tipificacion ya sea gracias a la especificidad de los cebadores o primers (PCR-
SSP) o por los oligonucleétidos con los que se hibridan los fragmentos de DNA amplificados
(PCR-SSO). En todo caso, en muchas ocasiones estas técnicas necesitan continuarse mediante
secuenciacién (PCR-SBT), gold standard, para resolver ambigliedades que no pueden definirse
s6lo con técnicas precedentes [76].

e PCR-SSO

Fue el primer método molecular de tipificacion que se desarrollé inicialmente para detectar
alelos HLA de clase Il. Se basa en la hibridacién de DNA, amplificado previamente de forma
genérica por PCR, con sondas oligonucleotidicas especificas de una regién polimarfica, sobre una
membrana de hibridacion.

Cada sonda especifica utilizada tiene una secuencia que puede ser compartida por diferentes
alelos. Es necesario tener en cuenta este hecho a la hora de dar una tipificacion, asi, se analizan
patrones de sondas unidas que corresponden a patrones de secuencias polimérficas que definen
cada alelo [77].

Hoy en dia existe una variante de esta técnica que se denomina Luminex y se basa en la
citometria de flujo y en la utilizacidn de sondas oligonucleotidicas inmovilizadas en microesferas,
en lugar de la membrana de la descripcién original. Se mide la fluorescencia intrinseca de las
microesferas y la luz emitida por los fluorocromos unidos a los productos de PCR hibridados con
las sondas. El equipo permite el analisis simultaneo de distintas muestras en un Unico test [78,
79].



Introduccion

e PCR-SSP

Se basa en el uso de primers especificos de secuencia. Una amplificacion con primers totalmente
complementarios a la secuencia escogida y que a su vez contengan polimorfismos en su region
3’ con los otros alelos consigue Unicamente la amplificacién de las variantes totalmente
complementarias. Es un método de tipificacion ideal para realizarlo en muestras individuales y
también se utiliza como método confirmatorio o de resolucion de ambigliedades, ya que
permite la deteccién de alelos concretos. También es util para la tipificacion de alelos HLA
asociados a enfermedad. Sin embargo, requiere procesamiento post-PCR y es un método muy
costoso para dar una tipificacién completa [67].

e PCR-SBT

Se basa en la utilizaciéon de primers especificos de un locus situados generalmente en los
intrones o bien en una zona exdnica comun a todos los alelos a amplificar y posteriormente se
realiza la reaccién de secuenciacidon nucleotidica mediante el método de Sanger. Los productos
generados se someten a electroforesis capilar para obtener los electroferogramas, de los cuales
se deduce la secuencia de nucleétidos. Para la tipificacidn de los loci de clase | es imprescindible
la amplificacién y secuenciacién de los exones 2 y 3 y para los loci de clase Il el exdn 2 [80]. Es
recomendable, para la correcta tipificacion, realizar 2 reacciones para cada exén (sentido o
forward y antisentido o reverse).

Dentro de las técnicas basadas en la secuenciacion, actualmente se habla de una secuenciacién
de nueva generacién (Next Generation Sequencing o NGS). Desde que en el afio 2001 se
completé la secuenciacion del genoma humano [81] se han desarrollado una serie de nuevas
tecnologias de secuenciacidn. Algunas de ellas ya estdn comercialmente disponibles mientras
gue otras se encuentran en fase de desarrollo. El objetivo de estas técnicas es una secuenciacion
clonal o de una unica molécula de DNA y para ello el proceso consta de diferentes pasos como
son la fragmentacién al azar del DNA gendmico, posteriormente, la inmovilizacion de los
fragmentos individuales de DNA generados en el paso anterior y su amplificacion clonal
mediante PCR, para después secuenciarlos usando fluorescencia o quimioluminiscencia [67, 82,
83]. Actualmente se esta desarrollando la aplicacidon de esta tecnologia en la tipificacion HLA
[82, 83].

e PCR en tiempo real
Principio:

La PCR en tiempo real (RT-PCR; técnica cinética) permite medir la cantidad de molde inicial, cosa
gue no se puede hacer con las técnicas a punto final. La medicidn se consigue mediante el
analisis del punto de inicio de la curva de reaccidn mientras que en la PCR convencional se mide
el producto final de la reacciéon [84]. Para realizar una medicidon continua de la reaccién es
necesario introducir un componente trazable (fluorocromo). Entre las distintas opciones de
deteccion destacamos aqui la hibridacidon con una sonda fluorescente, un proceso adicional y
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simultaneo a la PCR, que se produce con la amplificacion (y/o al final) y que puede informar
ademas de aspectos de la secuencia que reconoce. La RT-PCR combina la amplificacion y
deteccion en un Unico tubo evitando por ello las manipulaciones post-PCR que pueden
introducir errores especialmente por contaminacidn cruzada de muestras [85].

Hay una alta correlacién entre la sefial y la cantidad de producto presente inicialmente. Durante
los primeros ciclos de la reaccién hay pequefios cambios en la sefial de fluorescencia pero a
medida que la reaccion progresa la sefial de fluorescencia comienza a aumentar con cada ciclo
de manera exponencial, lo que ha permitido utilizar esta técnica para la amplificacidn
cuantitativa de cDNA.

Como se ha apuntado, el uso de sondas de hibridacidon permite también obtener informacién de
las secuencias que hibridan. A menudo se realiza en un paso adicional que permite determinar
lo que se conoce como curva de fusion (o melting) de una sonda. Una curva de fusion es el
cambio de fluorescencia observado cuando el DNA de doble cadena (dsDNA) se disocia en DNA
de cadena simple (ssDNA) al aumentar la temperatura de la reaccion [86].

Sistemas de deteccion usados en RT-PCR:
Intercalante SYBR® Green |

SYBR® Green es un colorante que sélo presenta fluorescencia detectable cuando esta unido a
dsDNA. La intensidad de la sefial depende de la cantidad de dsDNA que estd presente en el
producto de PCR. De este modo la sefial de deteccidn es proporcional a la concentracién de
DNA. Este método no es tan especifico como el uso de sondas ya que el colorante se une
indiscriminadamente a todo el dsDNA formado durante la PCR detectando también DNA
artefactual como, por ejemplo, los dimeros de primers. No obstante, se han desarrollado
sistemas de tipificacion de HLA-DR basados en RT-PCR en combinacion con SYBR® Green | [87].
También hay otros sistemas como el High Resolution Melting (HRM) que utilizan una nueva
generacioén de intercalantes LCGreen® y LCGreen Plus® (Idaho Technology), que pueden unirse
de manera saturante al DNA y permiten ver cambios de una base [88, 89].

Deteccion mediante sondas de hibridacion

Tagman®: este sistema utiliza una sonda oligonucleotidica de 18-22 pb que tiene dos
marcadores conjugados, uno en el extremo 5’ (reportador-reporter) y otro en el
extremo 3’ (apagador-quencher), que hibridara con el fragmento de PCR amplificado.
Mientras la sonda estd intacta, la molécula quencher absorbe la fluorescencia emitida
por el fluorocromo reporter. Durante la amplificacidn, la actividad 5’ exonucleasa de la
Taq DNA polimerasa degrada la sonda hibridada, liberando el reporter correspondiente.
Cuando esto ocurre, se registra un aumento en la emisién de fluorescencia que es
proporcional a la cantidad de producto amplificado.

Sondas Light Cycler FRET: Consiste en dos sondas oligonucleotidicas, separadas entre si
de 1-5 bases, marcadas fluorescentemente, cada una de ellas con un solo fluorocromo
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(sondas anchor / sensor). Una de ellas tiene en posicién 3’ un fluorocromo donador de
fluorescencia y la otra en posicion 5’ con un fluorocromo aceptor. A medida que la
amplificacién de la PCR ocurre, las sondas se unen al producto de PCR, con lo que los
dos fluorocromos quedan situados de forma cercana, produciéndose entonces el
fendmeno de transferencia de energia entre ambos: FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer), que se traduce en una sefial fluorescente.

Previamente, en nuestro laboratorio se han desarrollado una serie de reacciones
basadas en RT-PCR en combinacidn con sondas FRET para la determinacion del
polimorfismo de los loci HLA-DR y HLA-B [90, 91].

e Sistema HLA como biomarcador de enfermedades autoinmunes

Como consecuencia de las caracteristicas del sistema HLA, la determinacidn de su polimorfismo
o tipificacion HLA es util en diferentes campos biomédicos. Ya hemos mencionado la
importancia a nivel del trasplante, pero ademas la tipificacion HLA es también util en el
diagndstico de enfermedades, especialmente de AID.

Es ampliamente conocido que las enfermedades de base inmunitaria, y especialmente las AID,
tienen una base genética que predispone a los individuos a sufrirlas. A diferencia de las
enfermedades monogénicas, este tipo de enfermedades se producen debido a interacciones
entre diferentes factores genéticos, cada uno de los cuales puede influir de manera modesta, y
factores ambientales, tales como la dieta, toxinas ambientales y/o infecciones. En muchos casos,
los genes que contribuyen en mayor grado a la predisposicién genética a ciertas AID son los
genes HLA (desde un 15% en la Esclerosis Mdltiple hasta un 42% en la T1D).

Hay diferentes hipdtesis que relacionan la asociacidn entre los genes HLA y las AID como son:

e La influencia de las moléculas HLA en la seleccién positiva y negativa de los LT en el
timo. Por ejemplo, algunas moléculas HLA asociadas a ciertas enfermedades pueden
unir débilmente epitopos criticos de potenciales auto Ag, causando un déficit en la
tolerancia a lo propio. Otra posibilidad es que moléculas HLA con efecto protector
respecto a ciertas AID, puedan promover la seleccién timica de células T reguladoras
(LTreg).

e La presentacién preferente de péptidos modificados post-translacionalmente por
moléculas HLA concretas, hecho que explicaria la pérdida de tolerancia a Ag propios,
como ocurre en el caso de la CD.

e La semejanza molecular entre péptidos de un agente infeccioso y de un auto Ag que se
une preferentemente a un HLA concreto [92, 93].

Por todo ello, en algunas AID el sistema HLA se utiliza como biomarcador genético. El grado de
asociacion de un biomarcador genético con una enfermedad determinada se calcula mediante el
riesgo relativo (RR) que es un indice de asociacion que mide la probabilidad de tener una
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determinada patologia por parte de una persona que posee la variante del gen en cuestidon que
confiere riesgo, respecto al riesgo propio de padecer esta enfermedad por parte de las personas
gue no tienen esta variante genética. Cuanto mas alto sea el valor del RR, mas fuerte es la
asociacion entre el biomarcador genético y la enfermedad en cuestion y mas util es su
determinacién. No obstante, la presencia de un determinado alelo HLA asociado a una
enfermedad no es diagndstico de ella, sin embargo, su ausencia puede ayudar a descartar una
enfermedad concreta. Otro indice utilizado para valorar esta asociaciéon es la razon de
probabilidad u odds ratio (OR), que mide el RR en estudios comparativos entre pacientes y
controles, en este contexto la OR se define como el cociente entre el riesgo de tener el alelo o
genotipo asociado a una enfermedad y estar realmente enfermo y el riesgo de tener el alelo o
genotipo asociado a una enfermedad pero estar sano [51].

Un RR o una OR igual a 1 significan que existe el mismo riesgo de presentar la enfermedad tanto
si se tiene el factor como si no. Si el RR o la OR son inferiores a 1 el factor a estudio presenta un
efecto protector y si el RR o la OR son superiores a 1, el hecho de presentar el factor confiere un
mayor riesgo a padecer la enfermedad.

Ambos se calculan utilizando tablas de contingencia 2x2 teniendo en cuenta la presencia o
ausencia del factor de riesgo en cuestion en individuos enfermos y en sujetos sanos (Tabla 4):

RIESGO RELATIVO _

ODDS RATIO +

+e) (a) (b)
-(f) () (d)

RR= (a/e)/(c/f)
OR= (a/b)/(c/d)

Tabla 4: célculo del RRy OR

En 1973 se describié por primera vez que la espondilitis anquilopoyética esta fuertemente
relacionada con el HLA-B*27 [94]. Desde entonces se han encontrado que algunos genes HLA de
clase |y de clase Il predisponen a padecer ciertas AID [57].

A continuacién se detallan las asociaciones mds importantes, asi como el grado de asociacion
(RR) (Tabla 5):

ESPONDILITIS ANQUILOPOYETICA B27 87,4 [94]

ENFERMEDADES ARTROPATIAS REACTIVAS, incluido el 507 N

REUMATOLOGICAS SDR. REITER

ARTRITIS REUMATOIDE DR4 4,2 [57]

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO DR3 538

ENFERMEDADES
) . DQA1*05:01 [95]
SISTEMICAS SDR. SIOGREN

DR3 9,7 [57]
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B*39 1,4 [96]
DR3 3,3
DQB1*02:01 2,4
DR4 6,4 [57]
DIABETES MELLITUS TIPO |
DQB1*03:02 9,5
DR2 0,19
ENFERMEDADES DRB1*15:01 0,03-0,2
ENDOCRINAS DQB1*06:02 0,15
ENF. DE ADDISON IDIOPATICA DR3 6,3 [57]
DR3 3,7
ENF. DE GRAVES c3,C7
[97]
B8
TIROIDITIS DE HASHIMOTO DR11 3,2
TIROIDITIS POST-PARTO DR4 5,3 [57]
DR3 10,8
ENFERMEDADES DQB1*02:01 [98]
ENF. CELIACA
DIGESTIVAS DQA1*05:01
DR7, 11 6,0-10,0
ENFERMEDADES GLOMERULONEFRITIS MEMBRANOSA DR3 1 (57]
IDIOPATICA
RENALES
SDR. GOODPASTURE DR2 15,9
DR2 4,1
. DRB1*15:01
ESCLEROSIS MULTIPLE
DRB5*01:01 [99]
ENFERMEDADES DQB1*06:02
NEUROLOGICAS DR3 25
MIASTENIA GRAVIS [57]
B8 3,4
[100,
NARCOLEPSIA DQB1*06:02
101]
ENFERMEDADES RETINOPATIA DE BIRDSHOT A29 109 [57]
OCULARES UVEITIS B27 [102]
ENF. DE BEHGET B51 3,8 (571
PENFIGO VULGAR (judios Ashkenazi) DRB1*04:02 14,4
ENFERMEDADES , DRB1*04, 08, 14 4,0-6,0
. PENFIGO VULGAR [103]
DERMATOLOGICAS DRB1*03, 07, 15 0,3
PSORIASIS VULGARIS Cwb 13,3 (571
DERMATITIS HERPETIFORME DR3 15,9

Tabla 5: asociacion entre la presencia de alelos HLA (de clase | y Il) y AID (en azul estan aquellos que

presentan un efecto protector; RR<1)

En los ultimos anos los estudios de asociacién gendmica (Genome-Wide Association Studies;
GWAS) han adquirido una gran importancia a la hora de identificar factores genéticos,
diferentes al sistema HLA, que confieren riesgo para enfermedades complejas [3, 51].

Estos estudios han podido corroborar factores genéticos ya identificados y encontrar nuevos no
descritos previamente. Ademds han contribuido en gran medida en el conocimiento
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fisiopatoldgico de estas enfermedades aunque no han podido explicar la mayor parte del
componente genético causal que se observa. En estos estudios se asume que este tipo de
enfermedades estdn asociadas a variantes génicas frecuentes en la poblacidn pero podria darse
el caso que parte de la predisposiciéon genética viniera dada por la interaccién de multiples
variantes genéticas infrecuentes a nivel poblacional y por tanto no detectables en estos
estudios, hecho que explicaria porque la base genética de estas AlID esta todavia incompleta.

- Posible combinacidn de alelos HLA y alelos de otros genes como biomarcadores

Tal y como acabamos de comentar, muchos de los genes identificados como biomarcadores en
las AID tienen efectos menores (bajo RR u OR), pero a veces, es la interaccion entre diferentes
genes lo que predispone a padecer una determinada enfermedad, como ocurre en el caso del
gen de la Tgy HLA-DRB1-Arg74.

Se han detectado 3 variantes aminoacidicas del gen de la Tg (A734S, V1027M y W1999R)
asociadas con AID, estas diferentes variantes alteran la degradacion de la Tg lo que
resulta en un repertorio de péptidos patogénico. Por otro lado, se ha identificado que
una arginina en la posicion 74 de la cadena beta del HLA-DR (HLA-DRB1-Arg74) confiere
susceptibilidad a la GD (que se explicara mas adelante), ya que puede unir
preferentemente unos péptidos determinados, mientras que una glutamina en esta
misma posicion tiene efecto protector [104]. Pero ademds, si un mismo paciente
presenta la variante W1999R y el HLA-DRB1-Arg74, la susceptibilidad a la GD es mayor
[18].

- Alelos HLA en la Enfermedad Celiaca

La participacion del sistema HLA en la fisiopatologia de la CD estd perfectamente definida y
explica la asociacidn genética. Se describid por primera vez en los afios 70 [105, 106]. Dentro de
los pacientes con CD alrededor del 90% expresan el HLA-DQ2, heterodimero formado por los
alelos HLA-DQA1*05 y DQB1*02 en relacion al 20% de individuos que lo expresan en la
poblaciéon general. Del resto de pacientes celiacos, un 5% presentan el HLA-DQ8 (HLA-
DQA1*0301 y DQB1*0302) y el 5% restante tienen uno de los 2 genes que forma el HLA-DQ2
pero no presentan el heterodimero completo [107].

Se ha visto que en funcién del genotipo hay un rango de riesgo diferencial de asociacién con la
CD, siendo de mayor a menor riesgo aquellos individuos DQ2/DQ2, DQ2/otro, DQ8/otro y por
ultimo los que presentan sélo uno de los 2 alelos que forman el HLA-DQ2 [108]. Individuos HLA-
DQ2 homocigotos tienen hasta 5 veces mayor riesgo de desarrollar la enfermedad que
individuos HLA-DQ2 heterocigotos [11]. La presencia de los genes HLA relacionados es necesaria
para causar la enfermedad [11], no obstante sélo un 3% de los individuos HLA-DQ2/DQ8
positivos la desarrollardn tras la exposicion al gluten [108]. Por ello el VPP de este biomarcador
no es demasiado elevado. Al contrario, la probabilidad de que un individuo con HLA-DQ2/DQ8
negativo tenga CD es verdaderamente pequefia, es decir el VPN de este biomarcador es
realmente importante. Esto implica que el estudio genético es Util para delimitar poblacion de
riesgo susceptible de evaluacidn y seguimiento.
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La base molecular de esta asociacion ha sido ampliamente estudiada, parece ser que hay una
unidon preferente por parte de los HLA-DQ2 y HLA-DQ8 a péptidos derivados del gluten
resistentes a la protedlisis, que presentan residuos de glutamato cargados negativamente y que
han sido introducidos por la enzima Tg2 [14].

- Alelos HLA en la Enfermedad de Graves

En relacidn a los genes del sistema HLA, aunque inicialmente, fueron los Ag HLA de clase Il los
primeros en asociarse con la GD, en concreto el HLA-DRB1*03 [109], recientemente también se
ha demostrado una regulacién positiva de moléculas HLA de clase | en células tiroideas en
respuesta a la infiltracion linfocitaria de la glandula y se postula que estas moléculas puedan
tener un papel relevante en la patogénesis de esta enfermedad [97]. Asi el HLA-C*07 y HLA-
B*08 son factores predisponentes (OR=1.63 y 1.62 respectivamente), mientras que los alelos
HLA-C*03, HLA-C*16 y HLA-B*44 tienen efectos protectores (OR=0.54, 0.36 y 0.64
respectivamente) [97].

e Sistema HLA como biomarcador de reacciones de hipersensibilidad

A pesar de que el conocimiento en el campo farmacoldgico estd en continuo crecimiento, las
reacciones adversas a farmacos (ADR) ocurren con frecuencia y constituyen una causa de
morbilidad y mortalidad importante a nivel mundial. La organizacién mundial de la salud define
estas ADR como una respuesta al fdrmaco que es nociva y no intencionada y que ocurre a las
dosis que normalmente se utilizan como profilaxis, diagndstico o tratamiento de una
enfermedad o para la modificacidon de una funcién fisiolégica.

Hay dos principales categorias de ADR, aquella predecible, asociada con la actividad
farmacolégica del farmaco en cuestidon y aquella idiosincratica, causada por una reaccién
inmune frente al fdrmaco. Variantes de esta ultima son por ejemplo el sindrome de
hipersensibilidad frente a farmacos (DHS) o reacciones frente al farmaco con eosinofilia y
sintomas sistémicos (DRESS) [110, 111].

En este contexto, el sistema HLA constituye un importante factor genético en el DHS. Desde
hace afios es conocida la relacién entre el alelo HLA-B*57:01 y las DHS al abacavir, un inhibidor
de la transcriptasa inversa utilizado en el tratamiento de la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (HIV) [112]. La determinacién de la presencia de este alelo, en
individuos susceptibles de ser tratados con este farmaco, es recomendada desde la FDA (US
Food and Drug Administration) y en concreto en el laboratorio de HLA (LIRAD) también se realiza
mediante un método basado en la RT-PCR.

De la misma manera, recientemente se ha asociado la presencia del alelo HLA-A*31:01 con las
reacciones de hipersensibilidad inducidas por carbamazepina (un farmaco antiepiléptico) en
individuos de origen europeo. La presencia de este alelo incrementa el riesgo de sufrir estas
reacciones de un 5 a un 26% mientras que su ausencia lo disminuye de un 5 a un 3.8% [111,
113].
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Otros factores genéticos en la Enfermedad de Graves

En relacién a genes no HLA de susceptibilidad a AITD, aquellos que afectan a la activacién de LT
como son CTLA4 (cromosoma 2g33.2) y PTPN22 (cromosoma 1p13.2) han sido ampliamente
estudiados.

e C(CTLA4

CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte-associated factor; CD152) es un miembro de la superfamilia de
las Igs, proteina inmuno-reguladora que se expresa en los LT activados y constituye un regulador
negativo para los LT. El CTLA4 presintetizado se almacena en vesiculas intracelulares y como
consecuencia de la activacion de los LT, aumentan los niveles de calcio intracelular, lo que
provoca la liberacidn de esta molécula a la superficie celular [114]. Actla uniéndose a B7-1
(CD80) y B7-2 (CD86) en las APC, igual que lo hace CD28 pero con entre 500 - 2500 veces mas
afinidad y efecto opuesto. Es decir, CTLA4 y CD28 compiten por su unién a CD80 y CD86, pero
mientras que CD28 tiene un efecto estimulador, CTLA4 lo tiene inhibidor [115].

Esta proteina juega un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia a nivel periférico
ademas de en la terminacién de las respuestas mediadas por los LT. Una subpoblacion de LT que
tienen un papel crucial en la tolerancia periférica es la subpoblacién de LTreg y estos expresan
de forma constitutiva CTLA4 en su superficie [114]. Se ha postulado que polimorfismos en este
gen que reduzcan su expresion y/o funcion pueden predisponer a sufrir autoinmunidad, ya que
seria de esperar que aumentara la activacion de LT [104].

Se han encontrado diferentes variantes y las 3 que presentan una asociacidon mas consistente
son una repeticién AT en la region 3’UTR: (AT)n, una transicién A/G en la posicion 49 (exon 1;
péptido sefal; rs231775) que resulta en una sustitucidén de una alanina por una treonina (A/G49)
y otro cambio A/G fuera de la regidén 3'UTR (CT60) [104, 116]. También hay estudios que hablan
de un posible papel sinérgico entre polimorfismos en este gen y determinados alelos HLA en
relacion ala GD [117].

e PTPN22

PTPN22 (protein tyrosine phosphatase-22) codifica para una proteina intracelular LYP (lymphoid
tyrosine phosphatase) que tiene un papel central en el mantenimiento de la tolerancia
inmunoldgica y por lo tanto en la prevencién de las AID [118]. Al igual que CTLA4, juega un papel
negativo en la sefializacion de LT [119]. Esta proteina LYP tiene 807 aminodcidos y contiene un
dominio catalitico y 4 sitios de uniéon a SH3 [120]. Polimorfismos en este gen, y en CTLA4,
muestran diferencias en cuanto a sus frecuencias en diferentes poblaciones étnicas, tal y como
se puede ver en la base de datos ENSEMBL (http://www.ensembl.org). El principal SNP (single
nucleotide polymorphism) asociado a enfermedad es debido a un cambio missense en la
posicion 1858 (C>T) que tiene como consecuencia una substitucion de una arginina (Arg; R) por
un triptéfano (Trp; W) en el codén 620 (R620W; rs2476601). Este SNP se ha visto asociado con
AITD ademas de con otras AID [104] como son T1D, donde fue inicialmente descrita, RA, SLE, sin
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embargo esta asociacidn no se ha observado en pacientes con esclerosis sistémica, enfermedad
de Crohn, colitis ulcerosa o esclerosis multiple [120]. Este polimorfismo, localizado en la regidn
N terminal de uno de los dominios de unién a SH3, disminuye su eficacia de unién a estos
dominios de determinadas proteinas, como por ejemplo Csk y recientemente se ha visto que
este cambio resulta en una variante con ganancia de funcién con aumento de la capacidad
catalitica. Sin embargo, todavia no esta del todo claro como este potencial incremento en la
inhibicién de la activacién del TCR puede acabar desencadenando procesos autoinmunes [118,
121].
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HIPOTESIS

La determinacion del polimorfismo del sistema HLA (tipificacion HLA) es util en diferentes
campos biomédicos, como son la histocompatibilidad a nivel de trasplante o en relacién con el
diagndstico de enfermedades, especialmente AID. Para ello, los laboratorios de HLA hoy en dia
utilizan una combinacion de diferentes técnicas moleculares, que incluyen la PCR-SSP, PCR-SSO
o PCR-SBT.

No obstante, la metodologia de la RT-PCR en combinacidon con sondas de hibridacidn tiene una
serie de ventajas como pueden ser el menor tiempo de procesado o menor riesgo de
contaminacidn post-PCR, que pueden resultar utiles en la practica diagndstica a la hora de
determinar tanto el polimorfismo del sistema HLA como polimorfismos en otros genes que se
utilizan como biomarcadores en ciertas AlID.
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OBIJETIVOS

CARACTERIZACION DE BIOMARCADORES HLA EN ENFERMEDADES AUTOINMUNES

El objetivo de este trabajo es el disefio de reacciones de RT-PCR para la caracterizacion y
evaluacién de biomarcadores genéticos, principalmente pertenecientes al sistema HLA, para el
estudio de AID como son la CD y la GD. El analisis de los biomarcadores del sistema HLA,
juntamente con polimorfismos en otros genes cuya funcidén esta relacionada con el sistema
inmune, como por ejemplo PTPN22 y CTLA4, puede permitirnos predecir mejor Ia

susceptibilidad a padecer estas enfermedades.

Objetivo 1_Biomarcadores HLA en la Enfermedad Celiaca

Disefiar, poner a punto mediante RT-PCR y validar las reacciones necesarias para
implementar la técnica de tipificacion HLA-DQ2/DQ8 asociado a CD. Detectar la
presencia del alelo HLA-DQB1*02 en homocigosis o en heterocigosis y su relacidn con la
CD.

Estudiar la presencia del alelo HLA-DQB1*02 en homocigosis o heterocigosis en
pacientes con CD y correlacionar la presencia de este alelo con otros biomarcadores de
la enfermedad y su gravedad.

Objetivo 2_Biomarcadores en la Enfermedad de Graves

Disefiar, poner a punto mediante RT-PCR y validar las reacciones necesarias para la
deteccidn de los alelos HLA de clase | (HLA-B*08/B*44 y HLA-C*03/C*07/C*16) y para la
determinacién de los polimorfismos de los genes PTPN22 y CTLA4 (rs2476601 y
rs231775 respectivamente), que han sido descritos como loci de susceptibilidad para la
GD en otras poblaciones.

Analizar las frecuencias de los alelos HLA de clase | y de los polimorfismos rs2476601 y
rs231775 y confirmar que estos loci realmente constituyen loci de susceptibilidad para
la GD en una cohorte de pacientes de nuestra region geografica.

Objetivo 3_Desarrollo de la tipificacion del locus A del sistema HLA por PCR a tiempo real

Disefiar, poner a punto mediante RT-PCR y validar un sistema de tipificacion para el
locus A del sistema HLA que complemente a otras reacciones ya desarrolladas en el
laboratorio por esta misma metodologia (HLA-B y DR) [90, 91]. Obtener una tipificacion
de baja resoluciéon que pueda ser utilizada con diferentes aplicaciones como por
ejemplo, el estudio de variantes HLA-A asociadas a enfermedad o susceptibilidad a
ciertos medicamentos.
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MATERIAL Y METODOS
MUESTRAS GENERALES

Para la puesta a punto de las reacciones utilizadas en este trabajo para el tipaje del sistema HLA
(tanto en el caso del locus A asi como de los diferentes alelos HLA asociados a AID (HLA-
DQ2/DQ8 en el caso de la CD y HLA-B*08/44 y HLA-C*03/07/16 en el caso de la GD)), se han
utilizado aproximadamente 200 muestras de DNA gendmico del laboratorio de HLA del LIRAD
(Laboratori d'Immunobiologia per a la Recerca i les Aplicacions Diagnostiques).

Estas muestras habian sido previamente analizadas mediante tecnologias convencionales (por
baja, PCR-SSP o PCR-SSO, o alta resolucién, PCR-SBT) para los loci HLA de clase | y/o clase Il y han
sido escogidas seguln su tipificacion de manera que hubiera la maxima variedad de tipificaciones
posibles, tanto de muestras homocigotas como heterocigotas.

METODOS GENERALES
Extraccion de DNA
A todas las muestras se les realizé extraccion de DNA por uno de los siguientes métodos:

e QIAmp DNA Blood mini Kit QIAGEN (Qiagen GMBH, Hilden, Germany):
El DNA, liberado por lisis celular, es adsorbido en la membrana de la columna. Los
lavados posteriores de la misma eliminan los posibles contaminantes. El DNA purificado
se eluye de forma concentrada.

e Kit de purificacion de DNA Maxwell (Promega®, Madison, USA):
El DNA, liberado por lisis celular, se une a bolas magnéticas y mediante lavados
posteriores de la muestra se eliminan los posibles contaminantes. Finalmente
obtenemos el DNA purificado de alta calidad.

e Kit QIAsymphony DSP AXpH DNA (Qiagen GMBH, Hilden, Germany):
Igual que en el método anterior, el DNA, liberado por lisis celular, se une a bolas
magnéticas y mediante lavados posteriores de la muestra se eliminan los posibles
contaminantes, obteniendo asi el DNA purificado.

Reacciones de PCR a tiempo real

Las reacciones de RT-PCR se han realizado en un LightCycler® 480 (Roche, Mannheim, Germany)
combinando la amplificacién con primers locus-especificos (amplifican de manera general todos
los alelos de un mismo locus) o alelo-especificos (amplifican alelos o grupos de alelos concretos)
con la detecciéon mediante sondas especificas marcadas con fluorocromos. Las sondas utilizadas
para el tipaje del locus A del sistema HLA asi como para la determinacién de los alelos HLA o
polimorfismos en otros genes asociados a GD (PTPN22) han sido sondas FRET, sin embargo para
estudiar la presencia del alelo HLA-DQB1*02 (asociado a CD) en homocigosis o heterocigosis y el
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polimorfismo en CTLA4 relacionado con GD se han utilizado sondas Tagman®. El volumen final
de las reacciones ha sido 10 pl.

Disefio de primers

Se obtuvieron las secuencias de los diferentes alelos HLA-A, B, C y DQB1 a partir de la base de
datos http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/ [122], se alinearon con el fin de localizar las zonas
comunes donde colocar los primers que amplificaran la regidn a estudio y no amplificaran
secuencias no interesadas de otros loci, con el fin de evitar amplificaciones inespecificas, debido
a su similitud.

Para valorar la tendencia que tienen los primers a formar dimeros entre si se utilizé el programa
OligoTM de Medprobe y para calcular la temperatura tedrica de fusion se utilizé la aplicacion

meltcalc99free.xIm® [123].

Disefio de sondas

A partir de la alineacidn de las secuencias de los diferentes alelos, se han valorado las zonas de
mayor variabilidad definiendo para cada grupo de alelos aquellas secuencias mas especificas,
donde colocar las sondas que nos permitan discriminar unos alelos de otros.

Para el disefio de sondas FRET se han tenido en cuenta los siguientes factores:

e La familia alélica o alelo que queremos discriminar con la sonda. Para ello deberemos
disefiar la sonda en cuestidn de tal manera que se una a una zona que sea diferente en
esa familia al resto de familias alélicas.

e Llalongitud de las sondas (anchor y sensor) debe ser en torno a 18-20 bases.

e Laseparacion entre ambas sondas en la secuencia molde no debe superar las 5 bases, ya
gue el proceso de transferencia de energia es dependiente de la distancia a la que estén
situadas ambas.

e La sonda anchor debe tener un minimo de 3-5 2C de temperatura de fusién mas que la
sonda sensor.

e lLas no-complementariedades que presenta esa familia alélica respecto al resto de
familias deben quedar lo mds centradas posible.

e Debemos evitar que entre ambas sondas queden nucledtidos de guanosina, sobre todo
en la cadena donde hibridara la fluoresceina ya que disminuyen la sefial.

e Debemos tener en cuenta la tendencia que tienen las sondas de formar dimeros con
ellas mismas, con la otra sonda o con los primers utilizados en la amplificacién.

e Se deben bloquear los extremos 3’, si no llevan marcaje, con un grupo fosfato, para
evitar amplificaciones inespecificas.

Para valorar la tendencia que tienen las sondas para generar artefactos entre si, al igual que
pasa con los primers, se utilizé el programa OligoTM de Medprobe y se utilizé la aplicacion
meltcalc99free.xIm® para calcular la temperatura de melting (Tm) de cada una de las sondas, asi
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como para calcular la temperatura tedrica de fusidon obtenida de todas las hibridaciones
incompatibles diferentes.

Las sondas fueron compradas a TIB MOLBIOL (Berlin, Germany), OPERON Biotechnologies
(Cologne, Germany) y SIGMA-ALDRICH (St. Louis, USA).

Parametros a tener en cuenta en cada reaccién

Para establecer las condiciones éptimas de reaccién de cada una de las sondas se ha realizado,
con cada una de ellas, una primera RT-PCR en la que se ha probado distintas concentraciones
asimétricas [124] de primers teniendo en cuenta la orientacion (sentido o sense o antisentido o
antisense) de la sonda a estudio y diferentes concentraciones de MgCl,. Por ejemplo, si la sonda
tiene orientacién sense serd necesario poner mas concentracién del primer antisense y
viceversa.

En aquellos casos en los cuales sea posible combinar sondas diferentes (multiplicidad de sondas)
una vez optimizadas éstas de manera aislada, se ensaya la validez del uso simultaneo (en un
mismo tubo) de aquellas con condiciones de PCR similares, [125] para ello se ha tenido en
cuenta:

e Que estén situadas en el mismo exén y asi solo sera necesario una amplificacién.

e Que tengan la misma orientacion (sense o antisense), ya que de ello dependera la
concentracién de los primers a utilizar.

e Que estén lo mas separadas posible en su localizacién dentro del exdn, para que no haya
problemas en la unién de las sondas al DNA.

e Que estén marcadas con fluorocromos distintos, para que seamos capaces de
visualizarlas en canales diferentes.

Una vez optimizado este paso, se han afiadido los primers y sondas necesarios para detectar el
gen de la beta-globina (control de amplificacion). A veces al realizar estas reacciones multiples
ha sido necesario realizar pequefos ajustes en las concentraciones de los primers, sondas o el
MgCl,.



Material y métodos

BIOMARCADORES HLA EN LA ENFERMEDAD CELIACA
Muestras

Se han utilizado muestras de pacientes (n=143) procedentes de los servicios de Pediatria o
Digestivo del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (HUGTIiP), a los cuales se les ha
solicitado la determinacién de HLA-DQ2/DQ8 asociado a CD. Aquellos pacientes que han
presentado un estudio serolégico compatible con CD forman parte del grupo de enfermos
(n=57; 39.9%; Tabla 6) y aquellos que no han presentado un estudio seroldgico compatible
componen el grupo control (n=86; 60.1%).

Sexo
Hombre 20 35.09
Mujer 37 64.91
Edad al diagnéstico
Menor de 2 afios 4 7.02
2-6 afios 20 35.09
6-18 afios 26 45.61
Mayor de 18 aios 7 12.28

Tabla 6: caracteristicas del grupo de pacientes con CD

Métodos

Primers y sondas utilizados

Los primers y sondas utilizados en la reaccidn del gen control (beta-globina) asi como aquellos
utilizados en la genotipificacion HLA-DQ2/DQS8 y en la evaluacién de la dosis génica del alelo
HLA-DQB1*02 se muestran a continuacion (Tablas 7, 8 y 9):

Primers Secuencia 5’-3’ Long
PCO3 ACACAACTGTGTTCACTAGC 20
PCO4 CAACTTCATCCACGTTCACC 20

Sondas Secuencia 5’-3’ Marcaje 5 Marcaje 3’ Long

CT-Cy5 AAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAA Cy5 Phosphat 29
CT-FL CAAACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGA FAM 35

Tabla 7: beta-globina; secuencias de los primers y sondas
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Sondas Secuencia 5'-3' Marcaje 5' Marcaje 3'
DQAS5s TCATAACTCTCCTCAGCAGAA FAM Phosphat
DQA5a CCCCAGTGCTCCACCTTGC LC-Red 640
R1a-640 CCACGTCGCTGTCGAAGC LC-Red 640 Phosphat
R1s TCACCGCCCGATACACC FAM

Primers Secuencia 5'-3'

DQB1*02-03_F GACRGAGCGCGTGCGTCT
DQB1*02-03_R GCAAGGTCGTGCGGAGCT
DQA1*05_F TTCTTCAAGATCGTTACCTCACCC
DQA1*05_R CCCAGTGTTTCAGAAGAGGCTT
D354 CTGTTCCAGTACTCGGCGG

Tabla 8: HLA-DQ2/DQ8; secuencias de los primers (forward (F) y reverse (R)) y sondas (sensor (s) y anchor

(a))

Nombre Secuencia 5'-3' l\;llodificaci;nes Longitud

Reaccion de la beta-globina

PCO3 ACACAACTGTGTTCACTAGC 20

PCO4 CAACTTCATCCACGTTCACC 20

Sonda bg CAAACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGA Hex  TAMRA 35

Reaccion HLA-DQB1*02

DQB1*02_ex1_F CAATTATGTCTTGGAAAAAGG 21

DQB1*02_ex1_R GAGCCTGTTCCCAGAGTA 18

Sonda_ex1 ACTGTGACCTTGATGCTGTCGAT Fam  TAMRA 23
Reaccion HLA no DQB1*02

Sense_no DQB1*02 GGCNGGCGGGAACTGGA 17

Antisense_3 no DQB1*02 TCGGTTATAGATGTRTCTGG 20

Sonda_no DQB1*02 TGTGCTACTTCACCAACGGGAC Fam  TAMRA 22

Sonda_0601 TGTGCTACTTCACCAATGGGAC Fam  TAMRA 22

Tabla 9: HLA-DQB1*02; secuencias de los primers (forward (F) o sense y reverse (R) o antisense) y sondas

La localizacidon de los diferentes primers y sondas sobre la secuencia de los alelos HLA se
muestra en el anexo 1.

Condiciones dptimas de reaccién

e Protocolo de amplificacién

Para el estudio del HLA-DQ2/DQS8 se ha definido un protocolo de amplificacion que es el mismo
gue se utiliza en la amplificacién de las otras metodologias de tipificacién HLA basadas en la RT-
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PCR en combinacidn con sondas FRET que se han desarrollado en el laboratorio. El protocolo de
amplificacion establecido para todas las reacciones fue el siguiente (Tabla 10):

10 min de desnaturalizacién inicial y activacién del enzima Taq (FastStart Taqg DNA Polymerase;
Roche) a 95 °oC seguidos de 55 ciclos de amplificacion. Cada ciclo de amplificacién esta
compuesto por 10 seg de desnaturalizacion a 95 2C, 10 seg de hibridacion a 62 2C y 20 seg de
extension a 72 oC. Las curvas de fusion (o Melting) se generaron a 95 2C para 0 seg, 75 9C para
15 seg, 42 °2C 4 min y 80 2C 0 seg seguidas de un paso de enfriamiento de 20 seg a 40 2C.

DESNATURALIZACION y ACTIVACION Tagq
95 eC 10 min

CICLOS AMPLIFICACION 55
95 eC 10 seg
62 °C 10 seg
72 °C 20 seg

GENERACION de CURVAS MELTING
95 eC 0 seg
75 eC 15 seg
42°C 4 min
ENFRIAMIENTO

40 °C 20 seg

Tabla 10: HLA-DQ2/DQS8; protocolo de reaccion

Para el estudio de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02 se ha definido un protocolo de

amplificacidn que consta de los siguientes pasos (Tabla 11):

10 min de desnaturalizacién inicial y activacién del enzima Taq (FastStart Taqg DNA Polymerase;
Roche) a 95 9C seguidos de 55 ciclos de amplificacion. Cada ciclo de amplificacidon estd
compuesto por 10 seg de desnaturalizacidon a 95 2C, 1 min de hibridacién-extensién a 62 °C.
Finalmente, un paso de enfriamiento de 30 seg a 40 °C.

DESNATURALIZACION y ACTIVACION Taq
95 oC 10 min
CICLOS AMPLIFICACION 55
95 eC 10 seg
62 2C 1 min
ENFRIAMIENTO
40 °C 30 seg

Tabla 11: HLA-DQB1*02; protocolo de reaccion
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e Concentraciones éptimas de reactivos

Se determinaron las concentraciones éptimas de cada reactivo utilizado en las reacciones
disefiadas, con muestras previamente tipadas con otros métodos. Las concentraciones de uso
asi como el volumen (pl) necesario de cada reactivo se muestran a continuacion (Tablas 12 y 13):

PCO3 (10 pM) 0.2 0.2 0.4
PCO4 (10 pM) 0.3 1.6 0.4
Sonda bg anchor (10 uM) 0.2 0.2 0.2
Sonda bg sensor (10 uM) 0.2 0.2 0.2
DQB1*02-03_F (10 uM) 0.5 ) 1.6
DQB1*02-03_R (10 uM) 0.1

DQA1*05_F (10 uM) - 0.4

DQA1*05_R (10 uM) - 0.1

D354 (10 uM) - - 0.3
DQAS5s (10 puM) - 0.2 -
DQAS5a (10 pM) - 0.2 -
R1a-640 (10 uM) 0.2 - 0.2
R1s (10 uM) 0.2 - 0.2
Buffer (10x) 1 1 1
MgCl, (25 mM) 0.8 0.6 0.6
dNTPs (10 uM) 0.2 0.2 0.2
Tagq FastStart (5 U/ul) 0.1 0.1 0.1
Betaine (10x) - - 0.5
Agua 5.0 4.0 3.1
DNA a estudio 1.0 1.0 1.0

Tabla 12: HLA-DQ2/DQS8; concentraciones dptimas de los reactivos
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Reactivos (concentracion) ul Reactivos (concentracion) ul
PCO3 (10 uM) 0.5  PCO3 (10 uM) 0.15
PCO4 (10 uM) 0.5  PCOA4 (10 uM) 0.15
Sonda bg (10 uM) 0.2 Sonda bg (10 uMm) 0.2
DQB1*02_ex1_F (10 uM) 0.5 Sense_no DQB1*02 (10 uM) 0.75
DQB1*02_ex1_R (10 uM) 0.5 Antisense_3_no DQB1*02 (10 uM)  0.75
Sonda_ex1 (10 uM) 0.3 Sonda_no DQB1*02 (10 uM) 0.15
Buffer (10x) 1 Sonda_0601 (10 uM) 0.15
MgCl, (25 mM) 0.8 Buffer (10x) 1
dNTPs (10 pM) 02  MgCl, (25 mM) 1.2
Taq FastStart (5 U/pl) 0.2 dNTPs (10 uM) 0.2
Agua 33 Taq FastStart (5 U/ul) 0.2
DNA a estudio 1.0 GC_Rich Sol (5x) 2

Agua 1.1
DNA a estudio 1.0

Tabla 13: HLA-DQB1*02; concentraciones dptimas de los reactivos

A continuaciéon se muestran ejemplos de estas reacciones (Figuras 7 y 8):
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Figura 7: ejemplo de las reacciones para la genotipificacion HLA-DQ2/DQS8 asociado a CD (reacciones 1, 2,
3y beta-globina)
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Reaccién HLA-DQB1*02 Reaccién HLA no DQB1*02
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Fluorescence (165-610)
Fluoress etice (465-610)

Beta-globina Beta-globina
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172
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Fluorescence (633.600)

472

Figura 8: ejemplo de las reacciones para la determinacién de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02, asi
como la reaccion de la beta-globina

Determinaciéon de Ac asociados a la Enfermedad Celiaca

La determinacion de Ac relacionados con CD se realizé siguiendo el algoritmo de la Figura 1.

En primer lugar se determind si el paciente presentaba niveles de IgA >20 mg/dl por
nefelometria (Siemens, Munich, Germany) y segln esto se realizo el estudio correspondiente de
Ac IgA (si IgA >20 mg/dl) o I1gG (si IgA <20 mg/dl). La determinacion de Ac anti-Tg y anti-DGP se
realizé por ELISA (Orgentec, Mainz, Germany) considerandose un resultado positivo cuando los
valores de estos fueron >10 U/mL y >12 U/mL respectivamente. Por otro lado, la determinacién
de Ac anti-EMA ha sido realizada mediante IFl sobre eséfago de mono (Movaco, Barcelona,
Espafia) y en este caso el resultado se ha informado como positivo o negativo.

Realizacion de biopsia intestinal

En 37 de los 57 pacientes (64.9%) se dispone de datos correspondientes a la biopsia intestinal.
Para el estudio de estas biopsias de intestino delgado se ha realizado una tincidn
hematoxilina/eosina para ver si hay atrofia de las vellosidades intestinales asi como una tincidn
inmunohistoquimica con Ac monoclonal anti-CD3 para ver la presencia del infiltrado linfocitario.
La evaluacidn histoldgica de estos pacientes se muestra a continuacion (Tabla 14) segin la
clasificacién de Marsh:



Material y métodos

N¢ pacientes (%)
Pacientes sin datos 20 (35.1%)
Pacientes con datos 37 (64.9%)
Marsh 0 1(1.8%)
Marsh 1 4 (7.0%)
Marsh 2 0 (0%)
Marsh 3 32 (56.1%)
3 sin especificar 4(7.0%)
3A 1(1.8%)
3B 11 (19.3%)
3C 16 (28.0%)

Tabla 14: datos obtenidos en la biopsia intestinal [13]
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BIOMARCADORES EN LA ENFERMEDAD DE GRAVES

Muestras

Se han utilizado muestras de pacientes con GD (n=175) y como grupo control se han utilizado
muestras del banco de corddn (n=152) seleccionadas al azar. Las muestras de pacientes con GD
provienen de los servicios de Endocrinologia del HUGTIiP y del Hospital Josep Trueta (de Girona).

Métodos

Primers y sondas utilizados

Las secuencias de los primers y sondas utilizados en la reaccién del gen de la beta-globina
(control interno) son los mismos que los utilizados para el tipaje de HLA-DQ2/DQ8 asociado con
CD (Tabla 7), sin embargo aquellos utilizados en las reacciones para el tipaje de alelos HLA de
clase | y de los polimorfismos de PTPN22 y CTLA4 relacionados con GD se muestran a

continuacién (Tablas 15y 16):

F_B08 CCACTCCATGAGGTATTTCG - - 490 20
HLA-B*08 R_BO8 CGGTCAGTCTGTGTGTTGGT - - 689 20 179
P18s CGAGTCCGAGAGAGGAGCC Fam PH 606 19 -
Pla TGAGGTTCGACAGCGACGCC - LCRed 640 | 585 20 -
p127 GGAGCCCCGCTTCATCA = = 539 17 535
A25_44as TACGTGGGGGATGGGGA = = 591 17
P18s CGAGTCCGAGAGAGGAGCC Fam PH 607 19 =
HLA-B*a4 Pla TGAGGTTCGACAGCGACGCC = LCRed 640 | 586 20 =
pl127 GGAGCCCCGCTTCATCA = = 539 17 L
A25_44as TACGTGGGGGATGGGGA = = 591 17
P20s GGAACCTGCGCGGCTACTACAACCA = Fam 721 25 =
P20a AGCGAGGCCGGTGAGTGACCCCGG | LC Red 640 PH 747 24 =
F_CO03 ATCGCCCTGAACGAGGAT - - 1100 18
R_C03 GCGTCTCCTTCCCATTCTT - - 1247 19 129
HLA-C*03 —
S_CO03s CTGGAGGGCCTGTGCGTG LC Red 640 PH 1208 18 -
S_C03a GGCGGAGCAGCTGAGAGCCTA - Fam 1186 21 -
F_C07 GCGGGGCTCGGGGGACT = = 962 17
A oy R_CO07 CGCACGGGCCGCCTCCA = = 1172 17 193
S_C7/16s CGGACACCGCGGCTCAGAT LC Red 640 PH 1139 19 =
S_C7/16a GACCTGCGCTCCTGGACCGCC = Fam 1117 21 =
F_Cl16 GTCTCACACCCTCCAGT - - 1004 17
HLAC*16 R_C16 CTCCAGGTAGGCTCTCT - - 1198 17 177
S_C7/16s CGGACACCGCGGCTCAGAT LC Red 640 PH 1138 19 -
S_C7/16a GACCTGCGCTCCTGGACCGCC - Fam 1116 21 -

Tabla 15: secuencias y posicion de los primers (forward (F) y reverse (R)) y sondas (S) (sensor (s) y anchor

(a)) utilizados en las reacciones de los diferentes alelos HLA de clase | asociados a GD
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La localizacion de los diferentes primers y sondas en la secuencia de los alelos HLA-B y HLA-C se
muestra en el anexo 2.

2476601_F CCTCAAACTCAAGGCTC

2476601_R CCTTTGGATTGTTCTAATTAAC
231775_F GGTTTTGCTCTACTTCCTG
231775_R AGTCTCACTCACCTTTGCA

2476601_a  AATCATTTATTGTGGTTGAGGAAGCT Cy-5 Ph

2476601_s ACTTCCTGTACGGACACCT FAM

231775_wt tccTggTagCcaGgttc FAM BHQ1
231775_mut tccTggCagCcaGgttc HEX BHQ1

Tabla 16: secuencias de los primers (forward (F) y reverse (R)) y sondas FRET (sensor (s) y anchor (a)) o
Tagman® (con secuencia complementaria al alelo normal (wt) y secuencia complementaria al alelo
mutado (mut)) utilizados en las reacciones de los polimorfismos rs2476601 y rs231775 asociados a GD

Condiciones dptimas de reaccién

e Protocolo de amplificacién

El protocolo de amplificacién utilizado para el tipaje de alelos HLA asociados con GD es el mismo
que el utilizado para el tipaje HLA-DQ2/DQ8 asociado a CD (Tabla 9). Para la determinacién del
polimorfismo rs2476601 el protocolo es ligeramente diferente, siendo en este caso la
temperatura de hibridacion a 582C (Tabla 17):

DESNATURALIZACION y ACTIVACION Taq
95 oC 10 min

CICLOS AMPLIFICACION 55
95 eC 10 seg
58 eC 10 seg
72 °C 20 seg

GENERACION de CURVAS MELTING
95 eC 0 seg
75 eC 15 seg
42 °C 4 min
ENFRIAMIENTO

40 °C 20 seg

Tabla 17: polimorfismo rs2476601; protocolo de reaccién
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En el caso del polimorfismo rs231775, la reaccién utiliza el mismo protocolo que el empleado
para la reaccién del HLA-DQB1*02 (Tabla 11).

e Concentraciones éptimas de reactivos

Previamente al tipaje de muestras de pacientes con GD, se determinaron las concentraciones
6ptimas de cada reactivo utilizado en las reacciones disefiadas, con muestras previamente
tipadas con otros métodos. Las concentraciones de uso asi como el volumen (ul) necesario de
cada reactivo se muestran a continuacion:

B*08 B*44_1 B*44_2 c*03 c*07

[1final Vol []final Vol [1final Vol [1final Vol [1 final Vol
Beta-globina Beta-globina
PCO3 (10 pM) 02pM 02 05uM O05p 04uM 04pl PCO3 (10 puM) 02pM 02w 02pM 024l
PCO4 (10 pM) 02pM 02 05uM O05p 04uM 04pl PCO4 (10 puM) 02pM 02w 02pM 024l
CT-Fluos (10 uM) 0.1lpM 0.1pl 01pM O1lpl 01uM 0.1l CT-Fluos (10 uM) 0.1puM O0lpl 0.1uM 0.1l
CT-LC (10 uMm) 01uM O0.1p 01pM 01u O0l1lum 0.1l CT-LC (10 uM) 0.1pM 0.1 O01pM 0.1yl
Primers Primers
F_08 / p127 (10 uM) 02uM 0.2pul 02pM 02ul 02umM 0.2yl F_03/07/16(10puM) 02pM 02ul 02puM  0.2ul
R_08/A25_44as (10uM) 2.4uM 2.4yl 20uM 2.0u 20uM 2.0yl R_03/07/16(10uM) 1.0uM 1.0u 12uM 1.2 ul
Sondas Sondas
Pla/P20a (10 uM) 02uM  02ul 02puM 02ul 02uM  0.2ul S 03/07/16(10puM) 02uM 0.2ul 02uM 0.2ul
P18s / P20s (10 uM) 02uM  02ul 02puM 02ul 02uM  0.2ul A 03/07/16(10uM) 02puM 0.2ul 02puM 0.2l
Master Mix Master Mix
Buffer (10x) 1x 1.0ul 1x 1.0l 1x 1.0l Buffer (10x) 1x 1.0 ul 1x 1.0ul
MgCl, (25 mM) 2mM  08ul 2mM  08ul 3mM 1.2yl MgCl; (25 mM) 2mM 0.8yl 2mM 0.8yl
dNTPs (10 uMm) 2uM  0.2ul 2uM  0.2ul 2uM  0.2ul dNTPs (10 uM) 2uM  02ul  2uMm 0.2 ul
Taq (5 U/ ul) 10/l 02ul 11U/l 02ul 1U/ul 0.2l Taq (5 U/ ul) 10U/l 02l 11U/l 0.2l
DMSO (100%) 3% 0.3 ul - - 2% 0.2 pl Agua - 4.4l - 4.4l
GC Rich (5x) - - 1x 2.0 ul - - DNA a estudio - 1.0 ul - 1.0ul
Agua - 2.9 ul - 1.0l - 2.6 ul
DNA a estudio - 1.0ul - 1.0l - 1.0l

Cc*16

[1 final

0.2 uM
0.2 uM
0.1 uM
0.1 uM

0.2 uM
1.0 uM

0.2 uM
0.2 uM

1x
2mM
2 uM
1U/ul

Vol

0.2l
0.2l
0.1pl
0.1pl

0.2 ul
1.0ul

0.2 ul
0.2 ul

1.0ul
0.8 ul
0.2 ul
0.2 ul
4.6 pl
1.0ul

Tabla 18: concentraciones dptimas de los reactivos utilizados en cada reaccién para el tipaje de alelos HLA

de clase |
B
Reactivos (concentracion)  pl Reactivos (concentracion) — pl
2476601_F (10 uM) 1.0 231775_F (10 uM) 0.5
2476601_R (10 uM) 0.1 231775_R (10 uM) 0.5
2476601_a (10 uM) 02 231775 _wt (10 uM) 0.2
2476601_s (10 uM) 0.2 231775_mut (10 uM) 0.2
Buffer + MgCl, (10x) 1.0 Buffer + MgCl, (10x) 1.0
dNTPs (10 uM) 0.2 dNTPs (10 uM) 0.2
Taq FastStart (5 U/ul) 0.1 Taq FastStart (5 U/ul) 0.2
Agua 6.2 Agua 6.2
DNA a estudio 1.0 DNA a estudio 1.0

Tabla 19: polimorfismos de PTPN22 y CTLA4: concentraciones éptimas de los reactivos
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A continuacidn se muestran ejemplos de estas reacciones:

Reacciones HLA-B relacionados con Graves
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Figura 14: ejemplo de las reacciones para el tipaje de los alelos HLA de clase | relacionados con la GD. La
interpretacién de los resultados obtenidos segiin la Tm en cada una de las reacciones se muestra en el
anexo 2
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Figura 15: ejemplo de las reacciones para la determinacion del polimorfismo rs2476601 (PTPN22); a)
corresponde a la amplificacién y b) a las curvas de melting (Tm=592C para el alelo G y Tm=499C para el
alelo A). En rosa estan aquellas muestras homocigotas para el alelo A, en negro aquellas homocigotas para
el alelo G y en azul las heterocigotas AG
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Figura 16: ejemplo de las reacciones para la determinacion del polimorfismo rs231775 (CTLA4); a)
corresponde a la sonda complementaria a la secuencia WT (wt) y b) corresponde a la sonda
complementaria a la secuencia con el cambio (mut). En rojo estan aquellas muestras homocigotas para el
alelo A, en verde aquellas homocigotas para el alelo G y en azul las heterocigotas AG
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DESARROLLO DE LA TIPIFICACION DEL LOCUS A DEL SISTEMA HLA POR PCR A TIEMPO REAL

Muestras

Para la validacidon de este método de tipificacion del locus A del sistema HLA se han empleado
45 muestras previamente tipadas por alta resolucion (PCR-SBT) seleccionadas al azar.

Métodos

Primers y sondas utilizados

Hemos disefiado 2 parejas diferentes de primers (Tabla 20), unos para lograr la amplificacion del
exon 2 (Sv2 y As-gral) y otros para amplificar el exén 3 (Intrén 2_forward e Intréon 3_reverse) del
locus A del sistema HLA. Cada pareja amplifica especificamente dichos exones de todos los
alelos HLA-A.

Los primers disefiados se pueden utilizar de forma conjunta con los primers que amplifican el
gen de la beta-globina, que es el gen que se ha utilizado como control interno de la reaccidn de
PCR (Tabla 7). Como consecuencia, en cada reaccion tienen lugar 2 amplificaciones diferentes.

Sv2 5' CSGCCTCTGYGGGGAGA 3' 17 SENTIDO 2
As-gral 5' TCTCGGACCCGGAGACTGT 3' 19 ANTISENTIDO 2
Intrén 2_forward 5' CGAGACCCTTGHCCCGG 3' 17 SENTIDO 3
Intrén 3_reverse 5' CCTCTCCCTCAGGACCAG 3 18 ANTISENTIDO 3

Tabla 20: secuencias de los primers utilizados para la amplificacién general de los exones 2 y 3 del HLA-A

En dos de las reacciones se han utilizado dos primers antisense especificos de secuencia que se
han combinado con el primer forward del exén 3. Las secuencias de estos primers especificos se
muestran a continuacion (Tabla 21):

SSP_66_CG GAGCCCGTCCACGCACCG 18 ANTISENTIDO 3

SSP_66_AC GAGCCACTCCACGCACCG 18 ANTISENTIDO 3

Tabla 21: secuencias de los primers especificos de secuencia

Para el disefio de las sondas, primero se localizaron dentro de cada exdn aquellas regiones que
eran mas polimérficas y en base a estas regiones se determinaron aquellas que permitian
diferenciar unas familias alélicas de otras.

En estas “regiones propias de familia alélica” se disefiaron 10 pares de sondas FRET (Tabla 22), 4
parejas situadas en el exén 2 y 6 parejas en el exdn 3 del locus A del sistema HLA.
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S2a 5' GCAGGAGGGGCCGGAGTA 3'-M
S2s M-5' TGGGACCGGAACACACGGA 3'-P
S3a M-5' ACAACCAGAGCGAGGCCGGTG 3'-P
S3s 5' GGATCCGCGCTCCGCTAC 3'-M
S240a 5" GCGCCGTGGATAGAGCAGG 3'-M
S240s M-5" GAGGCCTGAGTATTGGGAC 3’-P
S9a M-5' CGGCGTCGCTGTCGAACC 3'-P
S9s 5' GCTCCATCTTCTGGCTG 3'-M
S350_a 5" GACCCCACGTCGCAGCCATACAT 3’-M
S350_s M-5’ TCTGGACGGTGTGAGAACC 3'-P
S5a 5' TTCAGGGCGATGTAATCCTTGCCGT 3'-M
S5s M-5' GTAGGCGTACTGGTGGTACCCG 3'-P

S5a 5' TTCAGGGCGATGTAATCCTTGCCGT 3'-M
S5_30s M-5' GTAGGCGTGCTGTTCATACCC 3'-P

Sl4a 5' TTGGACCGCGGCGGACATGGC 3'-M
S14s M-5' CTCAGATCACCCAGCGCAAG 3'-P
S570a  M-5’ CAGATACCTGGAGAACGGGAAGGA 3’-P
S570s 5 GTGCGTGGAGTGGCTCC 3’-M
S540a M-5" CGGAGCAGCAGAGAGCCTA 3’-P

S540s 5" GCGCAAGTGAGAGGCGGCCCATG 3’-M

18
19
21
17
19
19
18
17
23
19
25
22
25
21
21
20
24
17
19
23

Fluoresceina
LC-Red 640
Fluoresceina
LC-Red 640
LC-Red 610
Fluoresceina
LC-Red 610
Fluoresceina
Fluoresceina
LC-Red 610
Fluoresceina
LC-Red 640
Fluoresceina
LC-Red 640
Fluoresceina
LC-Red 610
Fluoresceina
LC-Red-640
LC-Red 610
Fluoresceina

SENTIDO
SENTIDO
SENTIDO
SENTIDO
SENTIDO
SENTIDO
ANTISENTIDO
ANTISENTIDO
ANTISENTIDO
ANTISENTIDO
ANTISENTIDO
ANTISENTIDO
ANTISENTIDO
ANTISENTIDO
SENTIDO
SENTIDO
SENTIDO
SENTIDO
SENTIDO
SENTIDO

W W W W W W wwwwwwdMNNMNNMNNNDNNNN

361-378
380-398
456-476
438-454
347-365
367-385
306-323
325-341
735-757
714-732
799-823
776-797
799-823
777-797
839-859
862-880
950-973
932-948
901-919
875-897

Tabla 22: secuencias de las sondas utilizadas para el tipaje de los alelos HLA-A

La localizacién de los diferentes primers y sondas sobre la secuencia de los alelos HLA-A se

muestra en el anexo 3.

Condiciones dptimas de reaccién

e Protocolo de amplificacidn

El protocolo de amplificacidon es el mismo que el utilizado para el tipaje de otros alelos HLA

(Tabla 9).

e Concentraciones dptimas de reactivos

Se determinaron las concentraciones déptimas de cada reactivo utilizado en las reacciones

disefiadas, con muestras previamente tipadas con otros métodos. Las concentraciones de uso

asi como el volumen (ul) utilizado de cada reactivo para cada una de las reacciones se muestran

a continuacién (Tabla 23):
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PCO3 (10 uM) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
PCO4 (10 uM) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
CT-Cy5 (10 pM) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
CT-FL (10 uM) 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1
Sv2 (10 uM) 0.1 0.1 1.0 - - - - - -
As-gral (10 pM) 1.4 1.0 0.1 - - - - - -
Intrén 2_forward (10 uM) - - - 1.0 0.2 0.2 0.1 0.8 1.5
Intrén 3_reverse (10 uM) - - - 0.1 - - 1.0 0.2 0.5
SSP_66_CG (10 uM) - - - - 0.8 - - - -
SSP_66_AC (10 uM) - - - - - 1.0 - - -
S2a (10 uM) 0.2 = = = = = = = =
S2s (10 pM) 0.2 = = = = = = = =
S3a (10 pM) - 0.2 - - - - - - -
S3s (10 uM) - 0.2 - - - - - - -
S240a (10 pM) = 0.2 = = = = = = =
S240s (10 pM) = 0.2 - - = = = = =
S9a (10 pM) - - 0.2 - - - - - -
S9s (10 pM) - - 0.2 - - - - - -
$350_a (10 uM) = = = = = - - 0.2 =
$350_s (10 pM) = = = = = = = 0.2 =
S5a (10 pM) - - - 0.2 - - - 0.2 -
S5s (10 uM) - - - 0.2 - - - - -
S5_30s (10 uM) - - - - - - - 0.2 -
S14a (10 pM) = = = = 0.2 0.2 - - -
S14s (10 uM) = = = = 0.2 0.2 - - -
S570a (10 M) - - - - - - 0.2 - -
S570s (10 pM) - - - - - - 0.2 - -
S540a (10 M) = = = = = = = = 0.2
S540s (10 pM) = = = = = - - - 0.2
Buffer (5x) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
MgClI2 (25 mM) 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
dNTPs (10 pM) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Taq (5U/ul) 0.1 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.2 0.2 0.2
Agua 3.4 3.3 3.7 3.7 3.9 3.6 3.7 3.4 2.8
DNA a estudio 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

Tabla 23: concentraciones 6ptimas de los reactivos utilizados en cada reaccién
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A continuacidn se muestran ejemplos de estas reacciones:
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Figura 16: ejemplo de algunas de las reacciones para el tipaje del locus A del sistema HLA, remarcando
aquellas temperaturas de melting que son informativas

Andlisis de las confusiones

Con el objetivo de predecir los resultados de tipificacién ambiguos obtenidos, en muestras
heterocigotas para alelos HLA-A, con nuestro método de tipificacion, se ha utilizado el software
Polygene 2.0, desarrollado previamente por miembros del grupo, que permite el analisis de las
diferentes Tm de cada sonda. Para ello se codificaron los diferentes resultados de Tm de cada
una de las sondas y para cada uno de los alelos en una tabla tedrica en cédigo binario, donde 1
significaba positivo y 0 negativo. El nimero codificado obtenido para cada alelo se analizé
mediante dicho software, que compara todos los posibles pares de resultados de tipificacién
predichos para los alelos conocidos de HLA-A. Ademas se incluye en este andlisis la frecuencia
de cada alelo (calculada como media de todos los datos conocidos sobre este alelo en la
poblacion caucasoide; http://www.allelefrequencies.net). Y finalmente se determina qué
combinaciones de alelos generaran resultados ambiguos (cuando coexisten en una muestra
heterocigota) asi como la frecuencia de cada combinacidn alélica.



http://www.allelefrequencies.net/
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RESULTADOS

RESULTADO 1_BIOMARCADORES HLA EN LA ENFERMEDAD CELIACA

Determinacion del genotipo HLA asociado a Celiaquia mediante PCR a tiempo real

Se han disefiado, puesto a punto y validado las reacciones necesarias para poder determinar por
un lado la tipificacién HLA-DQ2/DQ8 y por otro la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02 (presencia
de éste en homocigosis o heterocigosis) en muestras de DNA gendmico. Esta metodologia se ha
implementado como técnica de uso rutinario en la tipificacion de alelos HLA asociados con CD,

en nuestro laboratorio.

Tipificacién HLA-DQ2/DQS8

Para la genotipificacion de HLA-DQ2/DQ8 por RT-PCR con sondas de hibridacion FRET, se han
disefiado, optimizado y validado 3 reacciones que permiten determinar la presencia de los alelos
HLA-DQA1*05, HLA-DQB1*02 (DQ2) y HLA-DQB1*03:02 (DQ8). En el apartado de métodos se ha
descrito el protocolo optimizado, que ha sido validado en 90 muestras que fueron tipificadas en
paralelo mediante PCR-SSP, obteniendo un 100% de concordancia en los resultados. Desde su
implementacion en el laboratorio de HLA LIRAD, en el afio 2008, este protocolo se ha utilizado
en la genotipificacion de mas de 5.000 muestras. De esta manera, con este protocolo de 3

reacciones, tendremos la siguiente interpretacidn de resultados:

HLA-DQ2 + + +/- + -
HLA-DQS + +/- + - +
HLA-DQ2/DQS8 + + + + +
HLA-DQB1*02 + +/- - -
- +/_ + -
HLA-DQ2/DQS -
- +/_ - -

Tabla 24: interpretacion de las reacciones para la genotipificacién HLA-DQ2/DQS8. En la reaccion 1 existen
2 Tm diferentes (Tm1 para aquellas muestras que sean DQB1*02 o Tm2 para muestras DQB1*03)

Dosis génica HLA-DQB1*02

Para evaluar la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02 se han disefiado 2 reacciones de RT-PCR en
combinacion con sondas de hibridacion Tagman® (Tabla 25). La primera reaccion se utiliza para
ver si hay o no presencia del alelo HLA-DQB1*02 y la segunda para ver si hay presencia de otro
alelo HLA-DQB1 (distinto del HLA-DQB1*02). Los primers y sondas utilizados asi como el
protocolo de amplificacién han sido descritos en el apartado de la metodologia. De esta manera,
con estas 2 reacciones, tenemos lo siguiente:
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HLA-DQB1*02 homocigosis

HLA DQB1*02 heterocigosis + +

Tabla 25: interpretacién de las reacciones para el estudio de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02.
Aquellas muestras positivas para las reacciones (1) y (2) seradn heterocigotas para el alelo HLA-DQB1*02,
mientras que aquellas que solo den sefial en la reaccién (1), seran homocigotas para el mismo

En todas estas reacciones la amplificacidn de los diferentes alelos HLA asociados con CD ocurre
de forma conjunta a la amplificacién del gen de la beta-globina (control interno). Como
consecuencia, en cada reaccién tienen lugar 2 amplificaciones diferentes.

Informatividad de los marcadores HLA en el estudio de sospecha de la Enfermedad Celiaca

En el periodo de tiempo comprendido entre junio de 2008 y diciembre de 2011 fueron
solicitados desde el HUGTIiP un total de 143 estudios de HLA asociado a CD (HLA-DQ2/DQS8).
Todos los estudios correspondian a individuos con sospecha de CD pero en los cuales se
desconocia el diagndstico definitivo. Todos ellos han sido analizados mediante la metodologia
de tipificacion aqui descrita.

HLA-DQ2/DQ8

En relacion al estudio de genotipificacion HLA-DQ2/DQ8, los resultados obtenidos para estos
143 pacientes fueron los siguientes: 76 (53.2%) pacientes HLA-DQ2 positivo, 18 (12.6%) HLA-
DQ8 positivo, 4 (2.8%) HLA-DQ2/DQ8 positivo y 45 (31.4%) HLA-DQ2/DQS8 negativo, 17 de estos
ultimos presentaron el alelo HLA-DQB1*02 (Tabla 26).

HLA-DQA1*05 + -1+ ] - + - - +
HLA-DQB1*02 + + - - + + - -
HLA-DQB1*0302 - + + + + - - -
Resultado final DQ2 + DQ8+ DQ2/DQ8 + | DQB1*02 DQ2/DQS -
Pacientes 76 (53.1%) | 18 (12.6%) 4(2.8%) | 17(11.9%) | 28(19.6%)

Tabla 26: resultados de HLA-DQ2/DQ8 obtenidos en nuestro grupo de pacientes con sospecha de CD

De estos 143 estudios, 57 (39.9%) pacientes presentaron un estudio seroldgico (tal y como se ha
descrito en el apartado de material y métodos) compatible con CD. Finalmente desde el punto
de vista clinico 44 de ellos fueron diagnosticados de CD, 4 con un resultado de Ac anti-Tg2 <40
U/ml y biopsia normal o con grado Marsh 1 fueron considerados dudosos, 2 pacientes a los que
se les realizé el estudio por debut diabético no dispusieron de datos de biopsia y de 7 no se
dispuso de datos clinicos.
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Los resultados de HLA-DQ2/DQS8 obtenidos para estos 57 pacientes fueron:

47 HLA-DQ2 positivos, 6 HLA-DQS8 positivos, 3 HLA-DQ2/DQS8 positivos, sélo hubo un caso de un
paciente diagnosticado de CD (estudio serolédgico claramente positivo y biopsia con atrofia
vellositaria severa = Marsh 3) que presentd un estudio HLA-DQ2/DQS8 negativo. No obstante,
tenia presencia del alelo HLA-DQB1*02.

Con todos estos datos se ha calculado la sensibilidad, especificidad y los valores predictivos para
la determinacion de HLA-DQ2/DQS8 (Figura 18) en nuestra poblacién. En concordancia a lo
descrito en la literatura, en nuestro grupo de pacientes también se cumple que el VPN de este
biomarcador para el estudio de la CD es altamente informativo.

Celiaquia
DQ2/DQ8 Sl NO
Sl 56 42 98
NO 1 44 45
57 86

Sensibilidad 98,25%
Especificidad 51,16%
VPP 57,14%
VPN 97,78%

Figura 18: tabla de contingencia 2x2 para el estudio HLA-DQ2/DQS8 en relacién con la CD

HLA-DQB1*02

En relacién al estudio de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02, a todos los individuos incluidos
en el estudio (con estudio serolégico compatible o no) que presentaron este alelo HLA (n=100;
54 con estudio seroldgico compatible y 46 con estudio serolégico no compatible) se les
realizaron las reacciones de RT-PCR para ver si lo presentaban en homocigosis o en
heterocigosis.

Los resultados obtenidos para cada una de las muestras se encuentran en el anexo 1. Se
compararon los resultados obtenidos de los pacientes con estudio serolégico compatible o no
con CD con un grupo control.

La frecuencia del alelo HLA-DQB1*02 en homocigosis o heterocigosis para cada uno de los
grupos se muestra a continuacion:



Resultados

Pacientes CD Pacientes no CD Controles
HLA-DQB1*02 n=57 (%) n=86 (%) n=518 (%)
Homocigosis 22 (38.5) 6(6.9) 38(7.3)
Heterocigosis 32 (56.1) 40 (46.5) 193 (37.2)

Tabla 27: frecuencia del alelo HLA-DQB1*02 en homocigosis o heterocigosis

Se representaron los resultados obtenidos en tablas de contingencia (Figura 19):

a)
Celiaquia
Sl NO
Homocigosis 22 6 28
HLA-DQB1*02 Heterocigosis 32 40 72
Negativo 3 40 43
57 86 143
b)
Celiaquia OR 4,58
Sl NO RR 1,77
HLA-DQB1*02 Homocigosis 22 6 28 Sensibilidad  40,74%
Heterocigosis 32 40 72 Especificidad 86,96%
54 46 100 VPP 78,57%
VPN 55,56%
c)
Celiaquia OR 15,65
Sl NO RR 7,74
HLA-DQB1*02 Presente 54 46 100 Sensibilidad  94,74%
Ausente 3 40 43 Especificidad  46,51%
57 86 143 VPP 54,00%
VPN 93,02%

Figura 19: tablas de contingencia 2x2 para el alelo HLA-DQB1*02 en relacién con la CD: a) segun las 3

opciones posibles, presencia en homocigosis o heterocigosis y ausencia; b) valorando solo el caso de

aquellos individuos que lo presenten; c) teniendo en cuenta solo presencia o ausencia, sin importar la
dosis génica

Se calcularon los indices de sensibilidad, especificidad asi como el VPP y VPN, tanto para la
presencia del alelo HLA-DQB1*02 en homocigosis o heterocigosis (Figura 19 b) como para la
presencia o ausencia de este alelo, sin tener en cuenta si estaba en dosis Unica o en doble dosis
(Figura 19 c). Dentro del grupo de individuos que presentan el alelo HLA-DQB1*02 en
homocigosis un 78.6% tienen un estudio seroldgico compatible con CD, sin embargo de aquellos
con este alelo en heterocigosis sélo un 44.4% tienen un estudio serolégico compatible (Figura
20).
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Figura 20: niumero de pacientes con estudio compatible o no de CD que presentan el alelo HLA-DQB1*02
en homocigosis o heterocigosis

Correlacion de los biomarcadores HLA con otros biomarcadores de la Enfermedad Celiaca

Dosis génica del alelo HLA-DQB1*02 v anticuerpos anti-Tg2

En el grupo de pacientes con un estudio serolégico compatible con CD se compararon los niveles
de Ac anti-Tg2 (normalidad 0-10 Ul/ml) de estos segln tuvieran el alelo HLA-DQB1*02 en
homocigosis (MediatSD; 72.62+34.62) o heterocigosis (71.831£33.03). Como se puede ver en la
Figura 21 no se observaron diferencias significativas (p=0.47; ns).

p=0.4683 (ns)

100~ - - wmmmnpmunnn------ AAAMMALAAAN = rrrsssssssnannnns

niveles Ac anti-Tg2 (Ul/ml)
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T T T
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Figura 21: niveles de Ac anti-Tg2 segun la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02. La linea azul marca el limite
superior de normalidad y la linea roja el limite maximo de deteccion de la técnica utilizada para la
cuantificacion de Ac anti-Tg2

Dosis génica del alelo HLA-DQB1*02 y datos de biopsia

De los 57 pacientes con un estudio seroldgico compatible con CD, en 37 de ellos dispusimos de
datos obtenidos de la biopsia intestinal (segun la clasificacion de Marsh; Tabla 14) y segun esto
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se analizo el porcentaje de pacientes que teniendo el alelo HLA-DQB1*02 en homocigosis o
heterocigosis, tenian una biopsia con mas o menos alteraciones (Figura 22). Tampoco se
observaron diferencias en los datos obtenidos de la biopsia intestinal en pacientes con el alelo
HLA-DQB1*02 en homocigosis en relacion a aquellos que presentaron este alelo en
heterocigosis.

501 -
R 40+
Tn’ 304 &3 no DQB1*02
% = DQB1*02 homocigosis
.g 204 3 DQB1*02 heterocigosis
S
10+
0 T n |T||_| T I T
0 1 2 3
Biopsia (clasificacion Marsh)

Figura 22: presencia del alelo HLA-DQB1*02 en homocigosis o heterocigosis en relacion a los datos
obtenidos de la biopsia intestinal

Anticuerpos anti-Tg2 y datos de biopsia

De acuerdo a lo descrito en la literatura [11, 126], también en nuestro grupo de pacientes con
estudio seroldgico compatible con CD los niveles de Ac anti-Tg2 (normalidad 0-10 Ul/ml)
guardan relacién con los datos obtenidos en la biopsia intestinal, tal y como se puede ver a
continuacién (Figura 23):

p=0.0014

Moo T aEsEEES AEEEEEE: -

niveles Ac anti-Tg2 (Ul/ml)
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Datos biopsia (clasificacion Marsh)

Figura 23: niveles de Ac anti-Tg2 segun el resultado obtenido en la biopsia intestinal
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En aquellos pacientes con una biopsia intestinal grado 0 o 1 los niveles de Ac anti-Tg2 fueron
menores que en aquellos pacientes con una biopsia intestinal de grado 3 (MediatSD;
33.54+12.37 vs 78.22+29.76; p=0.0014, **). En nuestro grupo de pacientes no hay ninguno con
biopsia de grado 2. Valores de Ac anti-Tg2 superiores a 60 U/ml solo se observan en pacientes
con biopsia intestinal de grado 3.
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RESULTADO 2_BIOMARCADORES EN LA ENFERMEDAD DE GRAVES

Determinacion de biomarcadores genéticos asociados a Enfermedad de Graves mediante PCR
a tiempo real

Se han disenado, puesto a punto mediante RT-PCR y validado las reacciones necesarias para la
deteccion de los alelos HLA de clase I: HLA-B*08 y HLA-B*44 y HLA-C*03, HLA-C*07 y HLA-C*16 y
para la determinacion de los polimorfismos de los genes PTPN22 y CTLA4 (rs2476601 y rs231775
respectivamente), que han sido descritos como loci de susceptibilidad para la GD en otras
poblaciones.

Alelos HLA de clase |

Para la tipificacién de los alelos HLA de clase | asociados con GD se han utilizado 6 reacciones de
RT-PCR en combinacion con sondas de hibridaciéon FRET. Estas reacciones se han utilizado de
forma conjunta con la reaccion para la amplificacidén del gen de la beta-globina (control interno
de la PCR). Como consecuencia, en cada reaccion tienen lugar 2 amplificaciones diferentes. Los
primers y sondas utilizados, asi como el protocolo de amplificacion han sido descritos en el
apartado de material y métodos.

Polimorfismos de PTPN22 y CTLA4

En relaciéon a la determinacién del polimorfismo rs2476601 (PTPN22) se ha utilizado una
reaccion de RT-PCR en combinacion con sondas de hibridacién FRET.

Respecto a la determinacién del polimorfismo rs231775 (CTLA4) se ha utilizado una reaccion de
RT-PCR en combinacion con sondas de hibridaciéon Tagman®.

Los primers y sondas utilizados en ambos casos, asi como el protocolo de amplificaciéon han sido
descritos en el apartado de material y métodos.

Informatividad de los biomarcadores genéticos asociados a Enfermedad de Graves

Una vez optimizadas y validadas estas reacciones se procedio al tipaje de muestras de controles
y pacientes con GD y posterior analisis de estos alelos HLA de clase |, asi como de los
polimorfismos de PTPN22 y CTLA4, como biomarcadores de susceptibilidad para la GD en
nuestra cohorte de pacientes.

Se ha realizado el tipaje de 175 pacientes con GD y 152 controles. Los resultados obtenidos para
cada una de las muestras se encuentran en el anexo 2.
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Alelos HLA de clase |

En relacién al estudio de alelos HLA de clase | asociados con GD, los resultados quedan
resumidos a continuacion (Tabla 20):

Datos controles Datos pacientes
Sl NO Sl NO
B*08 16 | 136 152 B*08 43 | 132 175
B*44 42 110 152 B*44 31 144 175
c*03 17 135 152 c*03 29 146 175
c*07 69 83 152 c*07 90 85 175
C*16 25 127 152 C*16 18 157 175

Tabla 20: tipajes de alelos HLA de clase | obtenidos en las muestras de controles y pacientes con GD

Las frecuencias para cada uno de los tipajes obtenidas en nuestro grupo de pacientes y en
nuestro grupo control, en relacién a lo descrito en la literatura [97], se muestran a continuacion
(Tabla 21):

Pacientes GD Controles Pacientes GD Controles
HLA n=175 (%) n=152 (%) n=1356 (%) n=986 (%)
c*03 29 (16.6) 17 (11.2) 103 (7.7) 156 (15.9)
c*07 90 (51.4) 69 (45.4) 685 (50.9) 328 (33.3)
C*16 18 (10.3) 25 (16.5) 26 (1.9) 59 (6.0)
B*08 43 (24.6) 16 (10.5) 341 (25.2) 154 (15.6)
B*44 31(17.7) 42 (27.6) 152 (11.2) 176 (17.9)

Tabla 21: frecuencia para cada uno de los alelos HLA estudiados, nuestro grupo de controles y pacientes
con GD (residentes en Catalufia; a la izquierda) en relacidn a lo descrito en la literatura [97] (Reino Unido;
a la derecha)

Se representaron los resultados obtenidos en tablas de contingencia 2x2, donde se ve la
presencia o no del alelo correspondiente en el grupo de pacientes con GD o en el grupo control.

En nuestro grupo de pacientes con GD, las asociaciones se han encontrado con los alelos HLA-
B*08 y HLA-B*44, aunque con efectos contrarios, no encontrandose asociaciones con los alelos
HLA-C estudiados (Figura 16).
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GRAVES GRAVES
Sl | NO sl | NO
m | S| 2917 | 46 5 | S| 9 | 69 | 159
O | NO | 146 | 135 | 281 | X 1.95 O |[NO| 85 | 83 | 168 | X* 1.19
175 152 327 | p 0.16 (ns) 175 152 327 | p | 0.28(ns)
GRAVES
Sl | NO
@ | S| 18|25 |43
O | NO|157 | 127 | 284 | X 2.70
175 152 327 | p 0.1 (ns)
GRAVES GRAVES
Sl | NO OR 2.77 sl | NO OR 0.56
@ | S| 43|16 | 59 |RR 1.48 g | S |31]42 |73 |RR 0.75
o | NO | 132|136 | 268 | X2 10.85 @ | NO | 144 | 110 | 254 | X 4.61
175 152 327 | p | 0.001 (***) 175 152 327 | p | 0.032(%)

Figura 16: tablas de contingencia 2x2 para los diferentes tipajes HLA relacionados con GD. Los cuadros
marcados en rojo corresponden a aquellos alelos con una OR >1 (efecto predisponente), por el contrario
los marcados en verde tienen un OR <1 (efecto protector)

Respecto a los alelos HLA-B, el alelo HLA-B*08 parece tener un efecto predisponente para
padecer la GD (OR=2.77; 95% Cl=1.49-5.16) mientras que el alelo HLA-B*44 muestra un efecto
protector para esta misma enfermedad (OR=0.56; 95% CI=0.33-0.95).

Respecto a los alelos HLA-C, a pesar de que los resultados no son estadisticamente significativos,
se observa una tendencia. En el caso de los alelos HLA-C observamos diferencias en las
frecuencias de estos alelos en la poblaciéon control descrita en la literatura (Reino Unido)
respecto a nuestro grupo control (residentes en Cataluiia) (Tabla 21). Parece que los alelos HLA-
C*03 y 07 tienen un efecto predisponente mientras que el alelo HLA-C*16 muestra un efecto

protector.

HLA-B*08 y HLA-C*07 mantienen un fuerte desequilibrio de ligamiento y frecuentemente se
heredan en haplotipo. Asi, si tenemos en cuenta la presencia de 2 de estos alelos el efecto
observado es mayor (OR=4.86; 95% Cl=2.28-10.39), tal y como se puede observar en la Figura
17. En este caso la probabilidad de tener la GD cuando un individuo presenta estos 2 alelos es de
un 82%. Siendo la frecuencia de estos 2 alelos en nuestro grupo control de un 18% similar a lo
descrito en poblacién europea; 12.8%, segun los datos de NMDP (National Marrow Donor

Program).
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GRAVES
B*08-C*07 | SI | NO OR 4.86
Sl 41 | 9 | 50 | RR 1.70
NO 134 143|277 | X 19.25
175 152 327| p | <0.0001 (***)
Sensibilidad 23.43%
Especificidad 94.08%
VPP 82.00%
VPN 51.62%

Figura 17: tabla de contingencia 2x2 para valorar la presencia conjunta de los alelos HLA-B*08-C*07

Polimorfismos de PTPN22 y CTLA4

En relacidn al estudio de los polimorfismos de PTPN22 y CTLA4 asociados con GD, los resultados
quedan resumidos a continuacién (Tablas 22 y 23):

., Alelos; n (frecuencia) Genotipos; n (frecuencia)
Poblacién
A G AlA AlG G|G
Todas* 92 (0.042) 2092 (0.958) | 2(0.002) 88(0.081) 1002 (0.918)
Europea* 75 (0.099) 683 (0.901) 2 (0.005) 71(0.187) 306 (0.807)
Grupo HUGTIP control | 15(0.049) 289 (0.951) | 0(0.000) 15 (0.099) 137 (0.901)
Grupo HUGTIiPGD | 38(0.109) 312(0.891) | 1(0.006) 36(0.206) 138 (0.788)

Tabla 22: frecuencias del SNP rs2476601 en poblaciones control y en nuestra cohorte de pacientes con
GD. *Corresponden a datos obtenidos de la base de datos Ensembl (www.ensembl.org)

., Alelos; n (frecuencia) Genotipos; n (frecuencia)
Poblacion
G A G|G AlG AlA
Todas* 987 (0.452) 1197 (0.548) | 229 (0.210) 529 (0.484) 334 (0.306)
Europea™ 276 (0.364) 482 (0.636) 45 (0.119) 186(0.491) 148(0.391)
Grupo HUGTIP control | 103 (0.339) 201 (0.661) | 16(0.105) 71 (0.467) 65 (0.428)
Grupo HUGTIP GD | 138(0.394) 212 (0.606) | 29(0.166) 80(0.457) 66 (0.377)

Tabla 23: frecuencias del SNP rs231775 en poblaciones control y en nuestra cohorte de pacientes con GD.
*Corresponden a datos obtenidos de la base de datos Ensembl (www.ensembl.org)

Se representaron los resultados obtenidos en tablas de contingencia 2x2, donde se ve la
presencia del alelo normal (G en el caso de PTPN22 y A en el caso de CTLA4) o mutado (A en el
caso de PTPN22 y G en el caso de CTLA4) en el grupo de pacientes con GD o en el grupo control:
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GRAVES
PTPN22 | SI NO

A 38 15 53
G 312 | 289 | 601
175 152 654

Sensibilidad 10.86%

Especificidad 95.07%

VPP 71.70%

VPN 48.09%

GRAVES
OR 2.35 CTLA4 | SI | NO
RR 1.38 G 138 | 103
X 7.66 A 212 | 201
p | 0.0056 (**) 175 152

241
413
654

X2 2.15

p | 0.1425 (ns)

Figura 18: tablas de contingencia 2x2 para los polimorfismos rs2476601 y rs231775

En el caso del polimorfismo rs2476601 del gen PTPN22, a pesar de que los datos de sensibilidad,
asi como de los valores predictivos no son buenos, la presencia del alelo G tiene un efecto
predisponente para la GD (OR=2.35; 95% Cl=1.26-4.36). Sin embargo el efecto del polimorfismo

rs231775 del gen CTLA4 no es tan claro en nuestro grupo de pacientes con GD.
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Figura 19: frecuencia de los alelos normal (en azul claro) y mutado (en azul oscuro) para los polimorfismos
rs2476601 (a) y rs231775 (b) en nuestro grupo control y en el de pacientes con GD

Alelos HLA de clase | y polimorfismos en genes no HLA

Si valoramos de forma conjunta el efecto del sistema HLA con el de los polimorfismos rs2476601
y rs231775, tenemos los siguientes resultados:
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a)
HLA-B*08 / GRAVES HLA-B*44/ GRAVES
PTPN22 sl | NO PTPN22 | sI | NO
S| 9 2 |11 sI 8 4 |12
NO 166 | 150 | 316 NO 167 | 148 | 315
175 152 327 175 152 327
X 3.67 X 0.87
0.0556 (ns) 0.3521 (ns)
HLA-C*03 / GRAVES HLA-C*07/ GRAVES HLA-C*16/ GRAVES
PTPN22 sl | NO PTPN22 | sI | NO PTPN22 sl | NO
S| 6 1|7 S| 18 | 10 | 28 sI 6 2 | 8
NO 169 | 151 | 320 NO 157 | 142 | 299 NO 169 | 150 | 319
175 152 327 175 152 327 175 152 327
X 2.98 X 1.43 X 1.52
0.0843 (ns) p 0.2322 (ns) p 0.2174 (ns)
HLA-B*08/  GRAVES
C*07 / PTPN22 | g NO
S| 9 2 |11
NO 166 | 150 | 316 X 3.67
175 152 327 p 0.0556 (ns)
b)
HLA-B*08 / GRAVES HLA-B*44/ GRAVES
CTLA4 sl | NO CTLA4 sl | NO
S| 24 | 14 | 38 sI 20 | 25 | 45
NO 151 | 138 | 289 NO 155 | 127 | 282
175 152 327 175 152 327
X2 1.607 x> 1.727
0.2050 (ns) p 0.1889 (ns)
HLA-C*03 / GRAVES HLA-C*07/ GRAVES HLA-C*16/ GRAVES
CTLA4 sl | NO CTLA4 sl | NO CTLA4 sl | NO
S| 22 | 8 |30 SI 54 | 38 | 92 sI 11 | 14 | 25
NO 153 | 144 | 297 NO 121 | 114 | 235 NO 164 | 138 | 302
175 152 327 175 152 327 175 152 327
X2 5.214 X2 1.380 x> 0.9855
0.0224 (*) p 0.2401 (ns) p 0.3208 (ns)
RR 1.424
OR 2.588
HLA-B*08 / GRAVES
c*07/CTLA4 | sI | NO
S| 23 | 12 | 35
NO 152 | 140 | 292 X 2.344
175 152 327 p 0.1258 (ns)

Figura 20: tablas de contingencia 2x2 para valorar de forma conjunta la presencia de los alelos HLA de
clase | y los polimorfismos rs2476601 (a)) y rs231775 (b)) en relacién con la GD



Resultados

Respecto al analisis combinado de los diferentes alelos HLA de clase | con el polimorfismo
rs2476601, no se observa un efecto mayor que al analizarlos de forma individual, de hecho se
pierden las asociaciones observadas por ejemplo para el alelo HLA-B*08 o para el polimorfismo
rs2476601 cuando los estudiamos de forma individual.

Sin embargo, en el caso del analisis combinado de los alelos HLA de clase | con el polimorfismo
rs231775, existe una predisposicion a padecer GD cuando un individuo presenta a la vez el alelo
HLA-C*03 y este polimorfismo en CTLA4 (OR=2.59; 95% Cl=1.12-6.00).
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RESULTADO 3_DESARROLLO DE LA TIPIFICACION DEL LOCUS A DEL SISTEMA HLA POR RT-PCR

La posibilidad de realizar la tipificacion HLA de los 3 loci HLA principales, mediante un método
basado en RT-PCR, puede permitir el uso de esta tecnologia en diferentes aplicaciones incluido
el estudio del sistema HLA y su asociacidon a enfermedad.

Por ello, se ha disefiado, puesto a punto mediante RT-PCR en combinacién con sondas de
hibridacién FRET y validado un sistema de tipificacion para el locus A del sistema HLA,
simplificado en cuanto al numero de reacciones y resolucion, que complemente a otras
reacciones ya desarrolladas en el laboratorio por esta misma metodologia (HLA-B y DR).

Reacciones e informacidén proporcionada por éstas

Esta estrategia se basa en el uso de 9 reacciones simultaneas (con 10 parejas de sondas FRET
diferentes) que amplifican los exones 2 (T1-T3) y 3 (T4-T9) de los alelos HLA-A a la vez que
amplifican el gen de la beta-globina (control interno). Los primers y sondas utilizados, asi como
el protocolo de amplificacion han sido descritos en el apartado de material y métodos. Este
protocolo ha sido validado con 45 muestras previamente tipadas por PCR-SBT (alta resolucién),
obteniendo un 100% de concordancia en los resultados.

Cada alelo HLA-A tiene asociado para cada una de las sondas utilizadas una Tm caracteristica.
Esta Tm depende de lo complementaria que sea la secuencia de ese alelo concreto en relacién a
la secuencia de la sonda en cuestidon. Las Tm mas elevadas corresponden a aquellos tipajes con
una secuencia totalmente complementaria a la sonda en cuestion y a medida que aumentan las
diferencias (mismatch) entre la secuencia del alelo HLA-A y la secuencia de la sonda, tenemos
Tm mas bajas.

Dependiendo de lo informativa que sea o no la sonda, en una Unica reaccidon podemos tener 1, 2
o hasta 3 Tm, y cada una de ellas sera positiva () 0 negativa (0) para cada uno de los alelos del
locus A del sistema HLA.

La relacién de Tm obtenidas para cada sonda y para cada uno de los alelos HLA-A se muestra en
el anexo 3. No obstante, a continuacién se muestra un resumen de las Tm para cada una de las
sondas de los principales tipajes (Tabla 23):
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Tabla 23: resultado obtenido para cada una de las sondas con los principales tipajes HLA-A. Marcado con
un fl estan aquellos tipajes que dan sefial a la Tm correspondiente de la sonda en cuestion y con un 0
aquellos que no dan sefial

Dentro de este set de 9 reacciones obtenido para la tipificacion del locus A del sistema HLA, las
caracteristicas de unas reacciones y otras son diferentes:

Segun el numero de sondas por reaccion:
e 1sonda HLA-A porreaccién: T1, T3, T4, T5, T6, T7 y T9.

e 2 sondas HLA-A por reaccién: en este caso, cada una de las sondas va marcada de
manera diferente y el analisis de cada una de ellas se hara en el canal de fluorescencia
correspondiente; T2 y T8.

Segun la informacién que proporcionan, podemos distinguir 3 tipos de reacciones diferentes:

e Altamente informativas: aquellas reacciones que dan mucha informacién a nivel
general ya que es posible tener diferentes Tm, dependiendo de la secuencia de cada
alelo, en una Unica reaccién; como son por ejemplo las reacciones T5, T6 y T9. Cada una
de ellas tiene 3 posibles Tm.

Ademas, las reacciones T5 y T6 son reacciones complementarias, utilizan la misma
sonda (S14) y por ello las 3 Tm observadas son las mismas, pero en este caso los primers
utilizados son diferentes, de manera que en cada reaccion se amplifican unos alelos
concretos y contrarios (los que se amplifican en T5 no se amplifican en T6 y viceversa).
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e Altamente especificas: aquellas que Unicamente dan sefial con uno o dos alelos
concretos, por lo que podemos decir que estas reacciones son especificas de estos
alelos en cuestidn; como por ejemplo la sonda 5.30 de la reaccién T8, que Unicamente
da seiial para los alelos HLA-A*30 o la sonda 240 de la reaccion T2, que solamente da
sefial para los alelos HLA-A*30 y HLA-A*31.

Estas reacciones especificas de alelos son utiles si queremos confirmar la presencia o
ausencia de estos y su empleo puede resultar provechoso en diferentes aplicaciones
biomédicas.

¢ Intermedias: el resto de reacciones o sondas tienen caracteristicas intermedias entre los
dos tipos descritos anteriormente.

Resolucién obtenida

A pesar de que analizando los perfiles de Tm obtenidos con este set de 9 reacciones somos
capaces de diferenciar unos alelos HLA-A de otros, la combinaciéon de alelos (en muestras
heterocigotas) genera una serie de indeterminaciones o tipajes que, con esta metodologia
basada en la RT-PCR en combinacién con sondas de hibridacién FRET, no somos capaces de
resolver.

El andlisis de estos resultados de tipificacion ambiguos obtenidos como consecuencia del tipaje
de muestras heterocigotas, se ha realizado siguiendo las instrucciones descritas en el apartado
de material y métodos. En este andlisis se ha tenido en cuenta la frecuencia de cada uno de los
alelos en nuestra poblacién, eliminando aquellos cuya combinaciéon se encuentra a una
frecuencia inferior a 0.00001. A continuaciéon se puede ver un ejemplo de una de las
indeterminaciones que quedan sin resolver (Tabla 24):

A*680301 0,00393 A*6602 0,00411 0,00002
A*8001 0,00254 A*680101 0,01831 0,00005
A*680101 0,01831 A*680101 0,01831 0,00034

Tabla 24: ejemplo de una de las indeterminaciones que quedan sin resolver con esta aproximacion para el
tipaje del HLA-A. Cada una de las filas corresponde a un posible individuo, con 2 alelos diferentes, la
frecuencia de estos y la frecuencia de la combinacion, y en este caso la indeterminacién afecta a 3
posibles combinaciones de alelos HLA-A

En este caso, un individuo que fuera HLA-A*68:03:01 / 66:02 (la frecuencia para esta
combinacion de alelos es de 0.00002; es decir aparecera en 2 individuos de cada 100.000
individuos que estudiemos) no se distinguiria de individuos que fueran HLA-A*68:01:01 / 80:01
(con una frecuencia de 0.00005) o HLA-A*68:01:01 homocigotos (con una frecuencia de
0.00034). Con esta aproximacién no somos capaces de detectar estas diferencias. El resumen de
todas las indeterminaciones que no quedan resueltas con esta aproximacion metodolégica se
encuentra en el anexo 3.
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DISCUSION
En este trabajo se ha abordado la complejidad del sistema HLA desde dos puntos de vista:

e Por un lado, explorando la asociacién del sistema HLA y enfermedad, concretamente en
dos AID como son la CD y la GD. Ademads, en el caso de la GD, se han estudiado
polimorfismos en otros genes no HLA (PTPN22 y CTLA4) pero cuya funcién también esta
relacionada con el sistema inmune. Asimismo, se ha evaluado el efecto combinado de
estos polimorfismos en genes no HLA con las variantes HLA.

e Por otro lado, se ha definido una metodologia de tipificacion de baja resolucién para el
locus A del sistema HLA.

Para ambos estudios, se han puesto en marcha diferentes técnicas de RT-PCR en combinacidn
con sondas de hibridacion, que nos han permitido resolver el polimorfismo de los diferentes loci
HLA asi como de los otros genes estudiados (PTPN22 y CTLA4). Y con todo ello se han
desarrollado un conjunto de pruebas, aplicables en un laboratorio de tipaje HLA, para poder
predecir mejor la susceptibilidad de un individuo a padecer estas AID.

Dadas las ventajas que tiene la RT-PCR en comparacién con otros métodos utilizados en la
genotipificacion del sistema HLA, como son la rapidez, la ausencia de procesamiento post-PCR,
el nimero de muestras que somos capaces de procesar al mismo tiempo, el menor coste segun
el objetivo del estudio concreto (en aquellos casos donde sélo queramos determinar por
ejemplo un alelo) hace que sea un método facil de implementar y con una gran aplicabilidad en
el trabajo asistencial de los laboratorios de tipaje.

BIOMARCADORES HLA EN LA ENFERMEDAD CELIACA

La CD es una enfermedad multifactorial donde los alelos HLA representan el mayor componente
de predisposicion genética. Por ello, a pesar de que el tipaje HLA no representa en este caso un
valor diagndstico absoluto, permite asesorar respecto al riesgo de padecer o no esta
enfermedad. Tanto es asi que el tipaje HLA de los alelos asociados (HLA-DQ2/DQ8) esta
considerado dentro del algoritmo diagndstico de las guias de la ESPGHAN (European Society for
Paediatric Gastroenterology, Hepatology and Nutrition) [11] para el diagndstico de esta
enfermedad. En la practica clinica diaria, el tipaje de estos alelos HLA asociados a CD es una
determinacién solicitada con frecuencia al laboratorio de inmunologia, por parte de los clinicos
gue se encargan del diagndstico y seguimiento de estos pacientes. De hecho, la determinacion
de los alelos HLA-DQ2/DQ8, mediante esta tecnologia aqui presentada, ha sido solicitada en mas
de 5.000 estudios, desde su implementacion en la rutina diagndstica del laboratorio de HLA del
LIRAD en el afio 2008.

Hay diferentes tecnologias para el tipaje de los alelos HLA y en los ultimos afios se han
desarrollado diferentes métodos comerciales para el tipaje de los alelos HLA asociados
especificamente con la CD [127], no obstante en el trabajo aqui presentado se propone un
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método basado en la RT-PCR en combinacién con sondas de hibridacién, que ha servido de base
para la elaboracion de un kit comercial.

Tipificacion HLA asociado a Celiaquia mediante PCR a tiempo real

En la aproximacion descrita en este trabajo, se ha conseguido la tipificacion HLA-DQ2/DQ8
mediante RT-PCR, utilizando 3 reacciones de amplificacién en combinacidn con dos parejas de
sondas de hibridacidon FRET. Este método de tipificacién permite una genotipificacién de estos
alelos, asociados con la CD, altamente informativa, de manera automatizada, con un tiempo de
procesamiento corto y sin fase de manipulacién después de la amplificacion (post-PCR) lo que
disminuye enormemente el riesgo de contaminacién.

Ademas, en aquellos pacientes que sean HLA-DQB1*02 positivos, la ampliacién de este método
con 2 reacciones adicionales basadas en esta misma tecnologia, con el objetivo de ver si este
alelo estd en homocigosis o heterocigosis, supone una mejora adicional a la técnica para la
determinacién de los alelos HLA asociados a CD. En este caso, se trata de una reaccién para
confirmar la presencia del alelo HLA-DQB1*02 y otra para ver si se encuentra en dosis Unica o en
doble dosis.

Todas estas caracteristicas hacen que la técnica aqui descrita sea util en el cribado de la
poblacidn susceptible de padecer CD y facilmente aplicable en un laboratorio de tipaje HLA que
reciba un volumen importante de muestras.

Informatividad de los marcadores HLA en el estudio de sospecha de la Enfermedad Celiaca

De acuerdo a lo descrito en la literatura [128], también en nuestro grupo de pacientes a estudio
se confirma la predisposicién genética para la CD asociada a los alelos HLA-DQ2/DQS8. la
relevancia clinica del tipaje de alelos HLA asociados a la CD en el estudio de sospecha de esta
enfermedad viene dado por el alto VPN de esta prueba, que es altamente informativo. En
nuestro estudio, igual que en otros trabajos previos [129], el VPN de esta prueba esta cercano al
98%. Por el contrario, a pesar de la elevada sensibilidad de la misma (>98%), su VPP es bajo,
cercano al 60%, dato que disminuye la probabilidad de un individuo de tener la enfermedad solo
por el hecho de ser positivo para este biomarcador en cuestion.

Ademads, se ha comprobado que el hecho de tener el alelo HLA-DQB1*02 en homocigosis
confiere un mayor riesgo para desarrollar la CD, ya que mientras solamente un 44.4% de
individuos con este alelo en heterocigosis presentaba un estudio compatible con CD, un 78.6%
de los individuos con el mismo en homocigosis tenia el estudio serolégico compatible. Ademas,
la determinacién de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02 aumenta la especificidad de la
metodologia previa (determinacién HLA-DQ2/DQ8). Cuando se realiza exclusivamente esta
ultima determinacidn la especificidad es de un 51.16%, sin embargo cuando ampliamos el
estudio a la evaluacién de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02, ésta aumenta hasta un
86.96%.
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Por otro lado, no hemos observado un efecto entre la dosis de este alelo (heterocigosis vs
homocigosis) en relacién a los niveles de autoAc o de acuerdo a la severidad de la lesidn
histopatoldgica (grado de Marsh, en la biopsia intestinal).

e Respecto a los niveles de autoAc, este dato difiere de otros estudios presentes en la
literatura [98] donde se han encontrado niveles significativamente mas elevados de Ac
anti-Tg2 en aquellos pacientes con doble dosis del alelo HLA-DQB1*02, en relacién a
aquellos pacientes con dosis Unica o negativos para el mismo. Esto podria ser debido a
que el numero de pacientes incluidos en nuestro estudio es mayor o a las diferencias en
cuanto a la severidad de la enfermedad en estos. Ademas, en nuestro caso, la técnica
utilizada para la cuantificacidn de los Ac anti-Tg2 tiene un limite maximo de deteccién
de 100 Ul/ml, por ello en aquellos pacientes con un resultado >100 Ul/ml el valor que
hemos empleado para el andlisis ha sido de 100 Ul/ml (por no tener relevancia a nivel
clinico), hecho que puede hacer que estemos infravalorando algunos pacientes en cada

grupo.

e En relacidn a la lesidon histopatoldgica y al contrario que en este mismo estudio [98],
dentro del grupo de pacientes con una biopsia de grado Marsh 3, observamos una
proporcidn mas elevada de individuos con el alelo HLA-DQB1*02 en heterocigosis que
en homocigosis (56.25% vs 34.38%). Ademads, un 9.37% de estos pacientes no lo
presentan.

Otros biomarcadores genéticos en la Enfermedad Celiaca

A pesar de que la asociacién entre los genes HLA de clase Il y la CD se conoce desde hace mas de
40 afios, todavia a dia de hoy, se desconoce un gran porcentaje de la heredabilidad de esta
enfermedad. En este sentido, el papel de loci genéticos no-HLA en la susceptibilidad a
desarrollar la CD es importante y algunos de ellos se ha visto que estan implicados ademas en
otras AID. Los primeros estudios GWAS se realizaron en el afio 2007, donde se identificaron
regiones que contenian genes implicados en el control de la respuesta inmune, como por
ejemplo IL2 o IL21, desde entonces el niumero de genes implicados ha ido aumentando, sin
embargo el RR o la OR observada, para estos factores genéticos, en ningln caso es tan elevada
como en el caso de los genes HLA (Tabla 1) [16, 130, 131]. Respecto a los polimorfismos
rs2476601 y rs231775 que en este trabajo han sido estudiados en relacién con la GD, en el caso
de la CD, a pesar de que hay alguin estudio que sugiere por ejemplo que la presencia del
polimorfismo de PTPN22 confiere un riesgo genético incrementado a padecer CD [132], su papel
no ha sido claramente confirmado. Por ello, en el presente trabajo estos polimorfismos de
PTPN22 y CTLA4 no han sido estudiados en relacion con la CD.

BIOMARCADORES EN LA ENFERMEDAD DE GRAVES
Las AITD al igual que otras AID han sido consideradas enfermedades multifactoriales, donde se

incluyen distintos factores genéticos y/o ambientales [133]. Dentro de los factores genéticos, el
sistema HLA tiene un papel relevante en estas AID, como ya se ha comentado.
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Alelos HLA asociados con la Enfermedad de Graves

En el trabajo aqui presentado se han optimizado 6 reacciones, por RT-PCR, necesarias para el
tipaje de los diferentes alelos HLA de clase | que han sido descritos como loci de susceptibilidad
para la GD [97]. Y de esta manera se ha evaluado la presencia de estos alelos HLA de clase | en
nuestra cohorte de pacientes como posibles biomarcadores de la GD.

En nuestro grupo de pacientes y controles, se ha confirmado la asociacion de los alelos HLA-B
con la GD [97]. Hemos observado que el alelo HLA-B*08 confiere un mayor riesgo a desarrollar
la GD (OR=2.77) mientras que el HLA-B*44 tiene un efecto protector (OR=0.56) siendo los
resultados estadisticamente significativos. La asociacién observada con el alelo HLA-B*08 en
nuestro grupo a estudio es mayor en relacion a la previamente descrita en poblacidn del Reino
Unido (OR=2.77 vs OR=1.62).

Respecto a los alelos HLA-C, no se ha confirmado la asociaciéon con GD, que se habia descrito
como mas fuerte que la de los alelos HLA-B. En nuestra poblacién a estudio, los resultados
obtenidos respecto a los alelos HLA-C no son estadisticamente significativos, a pesar de que se
observa una tendencia de los alelos HLA-C*03 y 07 con efecto predisponente y del alelo HLA-
C*16 con efecto protector. Es destacable el hecho de que la tendencia observada en relacién al
HLA-C*03 es contraria a la asociacidn descrita previamente [97]. Un hecho a considerar es que la
frecuencia para los alelos HLA-C en nuestro grupo control varia sustancialmente con lo descrito
en la literatura (poblacion del Reino Unido), sin embargo, nuestros datos estan en concordancia
con los datos de frecuencias de estos alelos HLA en poblacién espafiola.

Los alelos HLA-B*08 y HLA-C*07 estdn con frecuencia codificados en un haplotipo comun, por
ello, cuando estudiamos su presencia de forma simultdnea en nuestro grupo de pacientes y
controles, el efecto predisponente observado es mayor (OR=4.86) aumentando el VPP de la
prueba de un 72.88% o un 56.60% para los alelos HLA-B*08 y HLA-C*Q7 respectivamente hasta
un 82.00% si tenemos en cuenta el haplotipo HLA-B*08-C*07. En la literatura no se habia
observado este efecto conjunto, de hecho se habia descrito que la asociacién de los alelos HLA-B
y HLA-C con la GD era independiente y que dicho haplotipo no conferia una susceptibilidad
adicional a desarrollar la enfermedad.

En este estudio, hemos demostrado que hay importantes diferencias poblacionales en la
asociacion entre los alelos HLA-B y HLA-C y la GD.

Polimorfismos en PTPN22 y CTLA4 asociados con la Enfermedad de Graves

Se han desarrollado 2 reacciones de RT-PCR en combinacidn con sondas de hibridacién para la
determinacién de los polimorfismos rs2476601 y rs231775 correspondientes a los genes PTPN22
y CTLA4, respectivamente. De esta manera, se ha evaluado el papel de estos polimorfismos en la
GD estudiando su presencia o ausencia en nuestro grupo de controles y pacientes con esta
enfermedad.
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Respecto al polimorfismo rs2476601, se ha encontrado un efecto predisponente para padecer la
GD (OR=2.35), sin embargo este efecto no se observa cuando valoramos de forma conjunta la
presencia de este polimorfismo y los diferentes alelos HLA-B y HLA-C relacionados con GD.

Respecto al polimorfismo rs231775, no se ha encontrado asociacién en relacion a la GD, sin
embargo al analizar de forma conjunta la presencia de este polimorfismo y los diferentes alelos
HLA-B y HLA-C relacionados con GD, se ha visto que el hecho de presentar el alelo HLA-C*03 y
este polimorfismo confiere una mayor susceptibilidad a padecer esta enfermedad (OR=2.59).

En nuestro grupo de pacientes se han confirmado las asociaciones de ciertos alelos HLA de clase
| (siendo el factor mas importante el haplotipo HLA-B*08-C*07) asi como el polimorfismo
rs2476601 o la combinacion del alelo HLA-C*03 con el polimorfismo rs231775, como factores
genéticos de susceptibilidad a la GD. A pesar de ello, los valores de OR observados para cada
uno de ellos son modestos o no explican el total de pacientes con GD. Estos datos confirman el
hecho de que esta enfermedad, al igual que otras AID, es una enfermedad compleja en la que
multiples factores genéticos deben jugar un papel o interactuar proporcionando asi un nivel de
susceptibilidad a desarrollarla. No obstante, los factores genéticos evaluados en este trabajo son
también contribuyentes a este riesgo genético.

DESARROLLO DE LA TIPIFICACION DEL LOCUS A DEL SISTEMA HLA POR PCR A TIEMPO REAL

La necesidad de la tipificacion HLA viene dada por el papel que juega el sistema HLA en
diferentes campos biomédicos, como son por ejemplo la compatibilidad en el trasplante de
drganos para lograr un menor rechazo del érgano implantado o en la patogénesis de algunas
AID, definiendo asi la relacion HLA y enfermedad. Por ello y debido a que los genes HLA son los
mas polimdrficos de todo el genoma humano, en este campo se estdn experimentando
continuamente una serie de mejoras metodoldgicas con el fin de llegar a la identificacion de
todas las especificidades del sistema HLA.

Desde los inicios de la tipificacion HLA con métodos seroldgicos, hasta las técnicas actuales
basadas en la tecnologia de amplificacién de DNA, se ha ido aumentado el nivel de resoluciéon
obtenido. No obstante, el uso de las diferentes técnicas de biologia molecular para la resoluciéon
del elevado grado de polimorfismo del sistema HLA (tipaje HLA) depende en gran medida de las
necesidades de cada laboratorio [80]. La eleccion de una técnica u otra puede estar influenciada
por diferentes pardmetros como son la resolucidn requerida (alta o baja) segun el objetivo del
estudio, el nimero de muestras a procesar y estudiar, el tiempo de respuesta definido por la
urgencia clinica, el nUmero de personal o los equipamientos con los que cuenta el laboratorio,
etc. Y de acuerdo a esto, normalmente los laboratorios clinicos utilizan una combinacidn de las
técnicas disponibles en el mercado, buscando asi la maxima eficiencia.

Teniendo en cuenta estas premisas, en el laboratorio de HLA del LIRAD se puso en marcha un
abordaje del sistema HLA utilizando la metodologia de la RT-PCR, con el objetivo de generar un
sistema rdpido y robotizable de tipificacion HLA que pudiera ser de utilidad para el trasplante y
el diagndstico de ciertas AID. De esta manera, se obtuvieron protocolos para la tipificacion de
HLA-B27, HLA-B y HLA-DR por PCR con diferentes modalidades de sondas de hibridacion [85, 90,
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91]. La facilidad, solidez, reproducibilidad y eficiencia de la técnica para la deteccién del HLA-B27
hizo que en este laboratorio esta técnica se incorporase entre sus métodos habituales de
diagnéstico, habiendo sido una de las técnicas que se ha auditado y acreditado por la EFI
(European Federation of Immunogenetics).

Reacciones desarrolladas por PCR a tiempo real para el tipaje del HLA-A

Hoy en dia existen técnicas nuevas y atractivas que pueden ser aplicadas en la tipificacién HLA,
como es el caso de la secuenciacidon masiva [82]. Estas técnicas a pesar de ser mas laboriosas y
costosas resultan adecuadas para la obtencion de una tipificaciéon de alta resolucién. En el
presente trabajo se ha abordado la tipificacion del locus A del sistema HLA para obtener una
baja-media resoluciéon mediante una metodologia rapida y econdmica basada en la RT-PCR. Con
s6lo 9 reacciones no se ha logrado obtener una alta resoluciéon del locus HLA-A y dada la
existencia de las nuevas tecnologias de alta resolucidn citadas previamente, no se ha planteado
aumentar la resolucién mediante este procedimiento.

No obstante, este sistema desarrollado en este trabajo puede tener interés en las siguientes
situaciones:

e Complementa las reacciones ya puestas en marcha en el laboratorio, para poder
disponer de un conjunto de reactivos Utiles para la tipificacion de baja-media resolucidn
de los principales loci HLA con relevancia clinica.

e Enaquellos casos donde no es necesaria una alta resolucidn, por ejemplo en los estudios
de cribado de familiares compatibles.

e En el caso de procesar un elevado nimero de muestras para una determinacién HLA-A
concreta, ya que la facilidad técnica, la eliminaciéon de los pasos post-PCR (que evita
posibles errores debido a la contaminacién) y la existencia en el mercado de robots
capaces de preparar la mezcla de reaccién, hacen posible una total automatizacién del
proceso.

e En las situaciones de comprobacidon y resolucion de ambigledades de tipificacion
generadas por aquellas técnicas de alta resolucion que analizan la secuencia de ambos
alelos a la vez, como por ejemplo la PCR-SBT convencional.

e En estudios HLA y enfermedad. Tradicionalmente no han sido descritas asociaciones
entre alelos HLA-A y diferentes enfermedades (con excepcion del alelo HLA-A*29 y la
retinopatia de Birdshot) [57]. Pero, recientemente, se ha descrito la asociacion del alelo
HLA-A*24 con la T1D, confiriendo este alelo un efecto predisponente para esta
enfermedad con una OR=1.5. Ademas parece ser que este alelo muestra una asociacion
significativa con una edad mas temprana de debut de la enfermedad [134, 135]. Por
ejemplo, para estudios donde se quisiera poner de manifiesto la presencia o ausencia
del alelo HLA-A*24, se podria utilizar la combinacidn de reacciones siguiente: T2 + T6
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Presencia o ausencia de HLA-A*24:

T2: con la sonda 3 darian positivo los tipajes siguientes:
HLA-A*23 /24 /25/ 32

T6: 3 posibles Tm diferentes

HLA-A*24 daria sefial a 552C

HLA-A*23 / 32 darian sefial a 652C

HLA-A*25 no daria sefial

e En estudios HLA y predisposicién a ADR. Por ejemplo, para estudios donde se quisiera
poner de manifiesto la presencia o ausencia del alelo HLA-A*31 en relacion a la
hipersensibilidad por carbamazepina [113], se podria utilizar la combinacién de
reacciones siguiente: T2 + T8

Presencia o ausencia de HLA-A*31.:

T2: con la sonda 240 darian positivo los tipajes siguientes:
HLA-A*30/31

T8: con la sonda 5.30 solo darian positivo aquellos alelos HLA-A*30




Conclusiones

CONCLUSIONES

A partir del trabajo aqui presentado se puede concluir lo siguiente:

ESTUDIOS HLAY ENFERMEDAD

Se ha demostrado la utilidad de la RT-PCR para la resolucién del polimorfismo HLA en relacién a
AID. Gracias a la facilidad técnica, rapidez, asi como a la posibilidad de automatizacién, la RT-PCR
constituye un método aplicable a la rutina diagndstica de un laboratorio de tipaje HLA. De esta
manera, se ha logrado la implementacion de unas pruebas capaces de predecir la susceptibilidad
de un individuo a padecer estas AID (CD y GD).

e Enfermedad celiaca: la tipificacion HLA-DQ2/DQ8 presenta un elevado VPN vy la
ampliacién del estudio a la evaluacién de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02 supone
una mejora adicional a la técnica ya que aumenta el VPP de esta prueba. A pesar de

esto, no se han observado diferencias en la lesidon histopatoldgica (clasificacién de

Marsh) o en los valores de Ac anti-Tg2 en relaciéon a dicho genotipo.

e Enfermedad de Graves:

Alelos HLA de clase I: se ha observado asociacion en el caso de los alelos
HLA-B. El alelo HLA-B*08 confiere susceptibilidad a GD, mientras que el
alelo HLA-B*44 confiere resistencia. Respecto a los diferentes alelos HLA-C
estudiados, no se ha observado asociacion con la GD. Al analizar de forma
combinada estos alelos HLA de clase |, el haplotipo HLA-B*08-C*07 es el
gue confiere una mayor susceptibilidad a padecer esta enfermedad.

Polimorfismos en genes no HLA: el polimorfismo rs2476601 predispone a
GD, mientras que no se ha observado asociacidon entre el polimorfismo
rs231775 y la GD. No obstante, al analizar de forma conjunta el efecto de
los alelos HLA de clase | y de estos polimorfismos en genes no HLA se ha
encontrado asociacion entre el alelo HLA-C*03 y el polimorfismo rs231775
con la GD.

TIPAJE DEL SISTEMA HLA POR PCR A TIEMPO REAL

e La metodologia descrita, basada en la RT-PCR en combinacién con sondas de hibridacion

FRET, es capaz de resolver el polimorfismo del locus A del sistema HLA a nivel de media-

baja resolucién, mediante la utilizacidn de 9 reacciones.

e A pesar de que en algunos casos esta metodologia resulta insuficiente debido al nimero

de indeterminaciones que quedan sin resolver, algunas de estas reacciones pueden ser

utilizadas con otra finalidad, como son por ejemplo los estudios de asociacion HLA vy

enfermedad, estudios familiares, reacciones para la resolucién de ambigliedades

generadas por otras tecnologias, etc.



Anexos

ANEXOS
Anexo 1_BIOMARCADORES HLA EN LA ENFERMEDAD CELIACA
Reacciones para la determinacién de HLA-DQ2/DQS8

En la siguiente figura se muestra la localizacion de los diferentes primers y sondas, utilizados en
las reacciones para la determinacién de los alelos HLA asociados a CD (Figura 21):

REACCIONES DETERMINACION DEL HLA DQ2 / DQS8

DQA1*05 F DQAS5s DQAS5a DQA1*05 R

CcDNA 520 530 540 550 560 570 580 590 600 610

DQA1*01:01:01 TTCTTCAAGA TCAGTTACCT CACCTTCCTC CCTTCTGCTG ATGAGATTTA TGACTGCAAG GTGGAGCACT GGGGCCTGGA CCAGCCTCTT CTGAAACACT GGG
DOA1#02:01 TG -
DOA1*03:01:01 TG _—
DQA1*04:01:01 -G —
DOA1*05:01:01:01 EESSESEEEsmessssssrs ey Ca-—-- —
DQA1*06:01:01 -G N
DQB1*02-03 F R1a-640 R1s
CcDNA 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

DQB1*02:01:01 CTACTTCACC AACGGGACIG AGCGCGTGCG TCTTGTGAGC AGAAGCATCT ATAACCGAGA AGAGATCGTGC GCTTCGACA GCGACGTGGG GGAGTTICGG GCIGTGACGC TGCTGGGGCT

D354 DQB1*02-03 R

CcDNA 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370
DOB1#%02:01:01 GCCTGEEECONCACTACTGGANAGAGCCAGAA GGACATCCTG GAGAGGAAAC GGGCGGCGGT GGACAGGGTG TGCAGACACA ACTACCAGTT GGEGEECCGC EMEGAGCHETGE

Figura 21: localizacién de los primers (en azul y verde) y sondas (en amarillo) utilizados en las reacciones
para la determinaciéon del HLA-DQ2/DQ8 asociado a CD

Reacciones para la determinacion de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02
En la siguientes figuras se muestra la localizacién de los diferentes primers y sondas, utilizados

en la reacciones para la determinacion de la dosis génica del alelo HLA-DQB1*02 (Figuras 22 y
23).
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Reaccién HLA-DQB1*02
EXON 1 DOB1%*02_exl F Sonda_ex1

CcDNA 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
DQB1*05:01:01:01 ATGTCTTGGA AGAAGTCTTT GCGGATCCCC GGAGACCTTC GGGTAGCAAC TGTCACCTTG ATGCTGGCGA TCCTGAGCTC CTCACTGGCT GAGGGCAGAG
AC TGTGACCTTG ATGCTGTCGA T

DOB1*05:01:01:02
DOB1*05:03:01:01
DOB1*05:03:01:02

DOB1*06:01: -G A- —C--Gm—=== —————————
DQB1*06:02: -G -CT
DOB1*06:03: -G -CcT
DQB1*06:09 -G -CT
DOB1*02:01:  — A- —Co-Gommmm
DQOB1*02:02 T A- —C-—G-————
DOB1*03:01: -- -G A- —C-—G--———
DQB1*03:01: -- -G A- -C--G-
DOB1*03:01: -G A= —C-—G---—
DOB1*03:02: -G A- -C-GG-----
DOB1*03:03: -G A- ~C-GG-----
DOB1*03:03: -G A~ ~C-GG-----
DOB1*03:03: -G A- -C-GG-
DOB1*03:05: -G A- -C-GG-----
EXON 1
CDNA 110 130 140 150 160 170 180

DOB1*05:01:01:01 ACTCTCCCG | G TAAGTGCAGG AAAGCTGCTC TCCAGAGCCG CCACTCTGGG AACAGGCTTT CCTTGGGCTG GGGTATGGGG

DQB1*05:01: =

DQB1*05:03: =

DQB1*05:03: =

DQOB1*06:01: --C - GC A-= —————————— ————— G----
DOB1*06:02: - GC -
DQB1*06:03: - GC -
DQB1*06:09 - GC -
DQB1*02:01:01 = GC

DQOB1*02:02 - GC

DQB1*03:01:01:01 - GC

DQB1*03:01:01:02 = GC

DQB1*03:01:01:03 = GC

DQB1*03:02:01 —--=—---- - GCCA------ ---

DOB1*03:03:02:01 = GCCA-

DOB1*03:03:02:02 o GCCA-

DQB1*03:03:02:03 o GCCA-

DOB1*03:05:01 = GCCA:

Figura 22: localizacién de los primers (en verde) y sonda (en azul) utilizados en la reaccién para la
confirmacién del HLA-DQB1*02

Reaccion HLA no DQB1*02
Sense_no DQB1*02
gDNA 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540
DOB1*05:01:01:01 GGCTGGCGGG AACTGGAGGT CGCGCGGGCG GTTCCACAGC TCCGGTCCGG GTCAGGGCGG CGGCTGGGGG CGCAGCCGGG CTAGGGCCAG GCTGGGGCCT
GGCNGGCGGG AACTGGA

DQB1*05:

]

T

DQB1*03:

DQB1*03:

DQB1*0

DQB1*03:

EXON 2 /Sonda_0601 Antisense 3 no DQB1*02

gDNA 1550 1560 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660
DQB1*05:01:01:01 GACTGACTGG CCCGTGATTC CCCGCAG|AGG ATTTCGTGTA CCAGTTTAA GGCC] GGAG CGCGTGCGGG GTGTGACCAG ACACATCTAT AACCGAGAGG

TCGG TTATAGATGT RTCTGG
TGTGCT ACTTCACCAA TGGGAC

DQB1*05:01:01:02
T TT A -T.
T TC T =T
TC T
TC T -T:
TC T -
———————— TC T-====G=== -AG-====== ———————-A-
TT A =T,
TT =l
TT A =T
TC T =T
TC T =
TC T =T
TC T =1

DQB1*03:05: -

Figura 23: localizacién de los primers (en amarillo) y sondas (en verde y azul) utilizados en la reaccion para
la deteccidn de alelos no HLA-DQB1*02
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Resultados obtenidos

En las siguientes tablas, correspondientes al grupo de pacientes con estudio seroldgico
compatible o no con CD, se muestran los datos demograficos (nimero de historia clinica (NHC),
sexo (S; H: hombres y M: mujeres) y edad (E)) asi como los resultados de los estudios realizados
(aquellos valores marcados en rojo, ya sean estudios serolégicos o genéticos, corresponden a
resultados positivos):

e Estudios seroldgicos:
Se han realizado segun el algoritmo diagndstico de la Figura 1.

e Biopsia intestinal:
En el caso de pacientes con estudio seroldgico compatible con CD se muestran las
observaciones correspondientes a la biopsia intestinal.

e Estudios de HLA:
Se ha realizado la determinacién del HLA-DQ2/DQ8 y en el caso de individuos HLA-
DQB1*02 positivo se ha completado el estudio con las 2 reacciones adicionales
desarrolladas previamente para ver si este alelo se encuentra en homocigosis (marcados
en azul oscuro) o heterocigosis (marcados en azul claro). En aquellos individuos que no
presentaban el alelo HLA-DQB1*02 (marcados en lila) no se ha completado el estudio
con estas 2 reacciones adicionales.

Grupo de pacientes con estudio serolégico compatible con CD (Tabla 25):

DQA1* DQB1* HLA IgA Ac anti- Biopsia DQB1*
Dx
05 02 0302 DQ2 DQg |(me/d) Tg2 Descripcién Marsh

Mucosa jejunal con atrofia
derada, hi lasi ipti
98,63 | 17,49 moderada, hiperpiasta cribtica | vy rsh3b | HETERO-
marcada, presencia de algunos
agregados linfoides

N A 0 e e e s

1 A e e s

10| M| 26 P P N P N 241 19,64 CcD Atrofia vellositaria severa Marsh 3c | HETERO-

11|\ M| 2 P P N P N 116 >100 | >100 P CcD Marsh 3b | HETERO-

Biopsia poco alterada pero
12| M| 2 N P P N P 119 53,06 | 12,1 P CcD buena respuesta a dieta sin| Marsh1l | HETERO-
gluten




0 R e e e e s

13 3 179 >100 | 228,11 P CcD Atrofia vellositaria Marsh 3¢ | HETERO-

14 15 76,7 16,55 P CcD HETERO-
En 3-4 afios se hard prueba de

15 2 81 35,57 | 13,23 P CcD?? L, Marsh 1 | HETERO-
provocacion con gluten

Infiltrado linfocitario
i o Marsh 3c | HETERO-
intraepitelial

24 3 68 54,47 | 49,95 P cD HETERO-

25 12 63 42,23 CcD Atrofia vellositaria Marsh 3c | HETERO-

26 14 93 - N P T1280 cD Atrofia vellositaria severa Marsh 3c | HETERO-
Atrofia vellositaria moderada-

27 10 96 - >100 P cD Marsh 3b | HETERO-
severa

28 66 262 17,3 19 N CcD?? HETERO-

32 4 151 16,6 3,17 P CD?? | Debut diabético HETERO-
Atrofia vellositaria moderada,

33 8 92 41,05 [ 64,92 P CcD aumento de linfocitos | Marsh 3b | HETERO-
intraepiteliales
Atrofia  vellositaria  severa,

34 3 115 >100 | >100 P cD marcada linfocitosis | Marsh 3c | HETERO-
intraepitelial

37 2 57 60 107,08 CcD Atrofia vellositaria severa Marsh 3c | HETERO-
Atrofia vellositaria moderada-

38 12 64 >100 | 18,17 cD . . . Marsh 3b | HETERO-
severa, hiperplasia de criptas

39 4 88 >100 8,24 P CcD Atrofia vellositaria severa Marsh 3c | HETERO-

40 17 143 - >100 P cD HETERO-
Atrofia vellositaria marcada,

41 2 118 >100 PSL P cD s . o Marsh 3b | HETERO-
infiltrado intraepitelial
Biopsia normal, control anual

43 44 210 19,56 | 3,26 P CcD?? anti-tg Marsh 0 | HETERO-




Tabla 25: caracteristicas de los pacientes con estudio serolégico compatible con CD

Grupo de individuos estudio serolégico no compatible con CD (Tabla 26):

DQA1* DQB1*

05 02 0302 DQ2 Dqg (me/di) DGP  Tg2 (IgG)
1[H|20| N P N | N | N 163 | 0.85 HETERO
2 |H|2 P P| N P | N 68 |6.73| 6.23 HETERO
3 (M| 2 P P| N P | N 72 |065 | 3.23 HETERO

HETERO
20| M| 6 P N N 131 0.8 HETERO
21| H| 3 N P N N N 0.26 |0.04 | 0.25 NEG HETERO
23 | H |24 P P N P N 170 |0.58 HETERO
24 (M| 1 P P N P N 50 0.37 | 1.75 HETERO
25 | H |37 N P N N N 288 | 2.18 HETERO

49 (M| 4 N P N N N 162 >100 [ >100 P CD | Atrofia vellositaria severa Marsh 3c | HETERO-
50 H |14 P P P P P 149 >100 | >100 P CD?? HETERO-
51| H| 8 P P N P N 73 = >100 P (@] HETERO-
52 (M| 14 P P N P N 183 ° 27 P (@] HETERO-
53| H| 7 N P P N P 73 >100 | 33,03 P CcDh Atrofia vellositaria Marsh 3 | HETERO-
54 M| 8 P P N P N 102 >100 | 220,76 P (@] HETERO-




28

46

HETERO

29

5

63

0.22

N N

HETERO

31| H |2 N P 498 |0.74 NEG HETERO
32| M| 29 P P 224 | 0.64 HETERO
33| H |41 P P N N 253 | 1.57 HETERO

40 [ H | 29 N P N N HETERO
41 (M| 4 134 HETERO
42 | H |54 N 161 1.05 HETERO
43 (M | 32 P P N N 284 1.18 HETERO

s|wise] p e~ e v | ueost] | |uerero

ss|lss) n Je| w | w || s froe) | |wereo

53 1 P P 30 558 | 3.8 HETERO
54 34 N N N 185 [0.91 HETERO
55 | H |11 P P N N 190 |1.41 HETERO

64 | H |26 P P N N 304 | 1.67 HETERO
65| M| 3 P P N N 32 0.28 HETERO
66 M| 9 N P N N 136 1.09 HETERO
67 [M| 7 P P N N 43 1.27 HETERO
68 | H |48 N P N N 361 1.54 HETERO
69 | M | 69 N P N N 329 1.32 HETERO
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73 | H | 3 P P N P N 45 6.55 HETERO
74 | H | 2 P P N P N 28 0.13 | 0.76 HETERO
75| M| 0 N P N N N 31 044 | 1.83 HETERO

78 | M | 52 P P N P N 239 | 1.52 HETERO

79 | M | 68 N P P N P 130 |0.69 HETERO

84| H| 2 P P N P N 1 HETERO

85| H |3 P P N P N 1 HETERO

Tabla 26: caracteristicas de los pacientes con estudio serolégico no compatible con CD



EETY Anexos

Anexo 2_BIOMARCADORES EN LA ENFERMEDAD DE GRAVES
Alelos HLA de clase |
A continuacién se muestra la localizacién de los primers y sondas utilizados en las reacciones

disefiadas para el tipaje de los alelos HLA-B (Figura 24) y HLA-C (Figura 25) relacionados con la
GD:
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gDNA

B*41:01

B*45:01

B*73:01

B*81:01
B*82:02

gDNA

B*41:01

B*45:01

B*73:01

B*81:01
B*82:02

gDNA

B*41:01

B*45:01

B*73:01

B*81:01
B*82:02

B*07:02:
B*08:01:
B*13:01:
B*14:02:
B*15:01:
B*18:01:
B*27:04:
B*35:01:
B*37:01:
B*38:01:
B*39:01:
B*40:01:

B*44:02:

B*46:01:
B*47:01:
B*48:01:
B*49:01:
B*50:01:
B*51:01:
B*52:01:
B*53:01:
B*54:01:
B*55:01:
B*56:01:
B*57:01:
B*58:01:
B*59:01:
B*67:01:

B*78:01:

B*07:02:
B*08:01:
B*13:01:
B*14:02:
B*15:01:
B*18:01:
B*27:04:
B*35:01:
B*37:01:
B*38:01:
B*39:01:
B*40:01:

B*42:01:
B*44:02:

B*46:01:
B*47:01:
B*48:01:
B*49:01:
B*50:01:
B*51:01:
B*52:01:
B*53:01:
B*54:01:
B*55:01:
B*56:01:
B*57:01:
B*58:01:
B*59:01:
B*67:01:

B*78:01:

B*07:02:
B*08:01:
B*13:01:
B*14:02:
B*15:01:
B*18:01:
B*27:04:
B*35:01:
B*37:01:
B*38:01:
B*39:01:
B*40:01:

B*42:01:
B*44:02:

B*46:01:
B*47:01:
B*48:01:
B*49:01:
B*50:01:
B*51:01:
B*52:01:
B*53:01:
B*54:01:
B*55:01:
B*56:01:
B*57:01:
B*58:01:
B*59:01:
B*67:01:

B*78:01:

01
01
01
01

01:
01:

01

01:

01
01

01:

01

01

01:

01
01
01
01

01:

01
01
01
01
01
01

01:

01

01
01
01
01

01:
01:

01

01:

01
01

0l:

01

01

0l:

01

01:

01
01
01
01

01:

01
01
01
01
01
01

01:

01

01
01
01
01

01:
01:

01

01:

01
01

01:

01

01

01:

01

01:

01
01
01
01

01:

01
01
01
01
01
01

01:

01

01
01

01

01
01

01

01

01
01

01

01

F_BO08 pl27 Pla
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320
COATGAGETANETNCHACACC TCCGTGTCCC GGCCCGGCCG CGCEEAGOOCNOCONTOANGHE CAGTGGGCTA CGTGGACGAC ACCCAGTTCG TGAGGTTCGA CAGCGACGCC
- - - G --G
A -C
-C ——G-T-———= ————————mm —————
A -C
-c
-C
A -C
A -C
A -C —=G-T-——== ——mm—m—mmm —mmm——— o
A -C —=G=Tmmmmm mmmmmmmmom oo
TG
G-
G--. - --C:
G- -
G
G
G- -
A -C
TG
G-T. -
P18s
340 350 360 370 380 390 400
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Figura 24: primers (en verde) y sondas (en amarillo) utilizados en las reacciones de los alelos HLA-B

asociados con GD
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G fircrcacacc Brc
G GICTCACACC CTC
Cw*010201 CCAGTCACCT TTACCCGGTT TCATTTTCAG TTTAGGCCAA AATCCCCGCG GGTTGGTCGG GACTGGGGCG GGGCTCGGGG GACGGGGCTG ACCACGGGGG — CGGGGCCAG|G GTCTCACACC CTCCAGTGGA
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Figura 25: primers (en verde los del alelo HLA-C*03, en rojo los del HLA-C*07 y en amarillo los del HLA-
C*16) y sondas (en gris) utilizados en las reacciones de los alelos HLA-C asociados con GD
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Interpretacion de los resultados obtenidos

En cada una de las reacciones disefiadas para el tipaje de los alelos HLA de clase | asociados con
GD, se han obtenido diferentes Tm, segun el alelo en cuestion. Estas diferentes Tm obtenidas
para cada uno de los alelos HLA-B y HLA-C en cada una de las reacciones se han codificado en la
siguiente tabla (Tabla 27) utilizando un cddigo binario, de tal manera que se ha marcado como
aquel alelo que da positivo a la Tm correspondiente o como 0 aquel alelo que no da seiial a la
Tm en cuestion.
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Tabla 27: resumen de las Tm obtenidas en las reacciones para el tipaje de los alelos HLA-B y HLA-C
asociados con GD

Polimorfismos de PTPN22 y CTLA4

A continuacién se muestra la localizacién de los primers y sondas utilizados en las reacciones
disefiadas para el tipaje de los polimorfismos rs2476601 (Figura 26) y rs231775 (Figura 27)
relacionados con la GD. Los polimorfismos rs2476601 y rs231775 se encuentran localizados en
los exones 14 y 1 de los genes PTPN22 y CTLA4, respectivamente.

ATGAACTCCTCAAACTCAAGGCTCACACATCAGCTTCCCAAAGTGCTGGAATTAAAGGCATGAGCCACCATG
CCCATCCCACACTTTATTTTATACTTACTGAACTGTACTCACCAGCTTCCTCAACCACAATAAATGATICAGGT
GTCCGTACAGGAAGTGGAGGGGGGATTTCATCATCTATCCTTGGAGCAGTTGCTATCCAAAATGTCAAAAA
TATTGTAACAATTGTTAATTAGAACAATCCAAAGGAAATTCTT

Figura 26: primers (en verde) y sondas (en azul; donde el SNP corresponde al nucleétido marcado en rojo)
utilizados en las reacciones para la determinacién del polimorfismo rs2476601 asociado con GD
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cacggcttcctttctcgtaaaaccaaaacaaaaaggctttctattcaagtEXON1GCCTTCTGTGT
GTGCACATGTGTAATACATATCTGGGATCAAAGCTATCTATATAAAGTCCTTGATTCT

GTGTGGGTTCAAACACATTTCAAAGCTTCAGGATCCTGAAAGGTTTTGCTCTACTTCC
TGAAGACCTGAACACCGCTCCCATAAAGCCATGGCTTGCCTTGGATTTCAGCGGCACA
AGGCTCAGCTGAACCTGGCTACCAGGACCTGGCCCTGCACTCTCCTGTTTTTTCTTCT
CTTCATCCCTGTCTTCTGCAAAGEXON1gtgagtgagacttttggagcatgaa
tttggcttttccatgctagEXON2CAATGCACGTGGCCCAGCCTGCTGTGGTACTGGCCAGC

.......... gttccc

Figura 27: primers (en verde) y sondas (en azul; donde el SNP corresponde al nucleétido marcado en rojo)

utilizados en las reacciones para la determinacién del polimorfismo rs231775 asociado con GD

Resultados obtenidos

A continuacion se muestran los resultados obtenidos, tanto para el tipaje de los alelos HLA de

clase | estudiados como los referentes a los polimorfismos de PTPN22 y CTLA4 en el grupo de

pacientes (Tabla 28) y controles (Tabla 29):
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HLA-B* HLA-C* PTPN22 CTLA4
08 | 44 | 03 | 07 | 16 | rs2476601 | rs231775
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72 139 [P [N | N | P |N A/G 160 702 | N| N|N| P |N G/G A/A

73 157 [N | P | N|N| P G/G A/A 161 703 | N| N|N| P |N G/G A/G

74 146 [ N [ N| P | N|N G/G 162 704 | N| N|N| P |N A/G

75 450 ([N [N | P | P |N G/G A/A 163 705 | N| N|N|N|N G/G A/A

76 45 N|  N|N|N|N G/G A/G 164 706 | N| N|N| P |N G/G A/A

77 46 N|N|N|P|N G/G A/G 165 707 | P | N| N| P | N A/A

78 53 N|  N|N|[N|P A A/A 166 708 | N| P | N|N| P G/G A/A

79 57 N|N|N|P|N A 167 709 | N| N|N|N|N G/G A/A

80 73 N|P|P|N|N A A/A 168 710 | N| N| P | N|N

81 381 N|  N|N|P|N G/G A/G 169 712 | N | N | P | N|N

82 92 N|N|N|P|N G/G 170 714 P | N|N P | N

83 98 N |  N|N|[N|N G/G A/A 171 720 N | N|N|N|N

84 112 N|P|N|P|N G/G A/A 172 734 N|P|N|N|N

85 158 N |  N|N|[N|N A A/A 173 735 N | P |N P | N

86 166 | N | N |N|P|N G/G A/G 174 736 | N | N| N|N|N

87 190 [N | N | N|N|N G/G A/G 175 737 [N | P | N|N|P

88 213 [N | P | P |N|P G/G G/G

Tabla 28: resultados genéticos obtenidos para el grupo de pacientes con GD

Ne n2 Eyra HLA PTPN22 | CTLA4 Ne n2 Eyra HLA PTPN22 | CTLA4
1 | 201205161218142 | B*18 | B*51 | Cw*05 | Cw*15 | G/G 77 | 201206131221198 | B*35 | B*37 | Cw*04 | Cw*06 | G/G A/G
2 | 201205161218143 | B*07 | B*18 | Cw*05 | Cw*07 | G/G 78 | 201206131221216 | B*40 | B*49 | Cw*03 | Cw*07 [EEIZY G/G
3 | 201205161218173 | B*08 | B*51 | Cw*07 | Cw*14 | G/G 79 | 201206141221338 | B*15 | B*35 | Cw*03 | Cw*04 | G/G A/G
4 | 201205171218287 | B*08 | B*18 | Cw*05 | Cw*07 | G/G 80 | 201206141221339 | B*08 | B*35 | Cw*04 | Cw*07 | G/G A/G
5 | 201205171218288 | B*08 | BL | Cw*07 BL G/G 81 | 201206141221343 | B*08 | B*14 | Cw*07 | Cw*08 | G/G A/G
6 | 201205171218316 | B*14 | B*27 | Cw*02 | Cw*08 | G/G 82 | 201206141221344 | B*15 | B*35 | Cw*03 | Cw*04 | G/G
7 | 201205181218472 | B*13 | B*44 | Cw*06 | Cw*16 | G/G 83 | 201206141221357 | B*07 | B*49 | Cw*07 BL G/G
8 | 201205191218525 | B*18 | B*51 | Cw*05 | Cw*15 | G/G 84 | 201206151221519 | B*40 | B*51 | Cw*03 | Cw*15 | G/G
9 | 201205191218526 | B*07 | B*51 | Cw*02 | Cw*07 | G/G 85 | 201206151221520 | B*49 | B*57 | Cw*06 | Cw*07 | G/G
10 | 201205201218527 | B*18 | B*51 | Cw*05 | Cw*14 | G/G 86 | 201206151221543 | B*08 | B*44 | Cw*05 | Cw*07
11 | 201205201218528 | B*44 | B*52 | Cw*05 | Cw*12 | G/G 87 | 201206151221544 | B*18 | B*51 | Cw*07 | Cw*15
12 | 201205211218644 | B*15 | B*45 | Cw*06 | Cw*07 | G/G 88 | 201206161221545 | B*07 | B*18 | Cw*05 | Cw*07 | G/G A/G
13 | 201205211218650 | B*44 | B*52 | Cw*12 | Cw*16 | G/G 89 | 201206161221546 | B*07 | B*44 | Cw*02 | Cw*07 | G/G
14 | 201205211218666 | B*08 | B*40 | Cw*07 | Cw*15 | G/G 90 | 201206171221547 | B*14 | B*18 | Cw*05 | Cw*08 | G/G
15 | 201205211218667 | B*27 | B*57 | Cw*01 | Cw*06 [ECI/Y 91 | 201206191221857 | B*35 | BL | Cw*03 | Cw*04 | G/G
16 | 201205211218670 | B*18 | B*51 | Cw*01 | Cw*05 | G/G 92 | 201206191221886 | B*15 | B*57 | Cw*03 | Cw*06 | G/G
17 | 201205211218671 | B*51 | B*58 | Cw*07 | Cw*12 | G/G 93 | 201206281222884 | B*07 | B*45 | Cw*06 | Cw*07 | G/G
18 | 201205211218672 | B*07 | B*18 | Cw*07 BL G/G 94 | 201206281222886 | B*40 | B*51 | Cw*03 | Cw*14 | G/G
19 | 201205221218801 | B*35 | B*57 | Cw*04 | Cw*07 [T/ 95 | 201206291222996 | B*18 | B*44 | Cw*05 | Cw*16 | G/G
20 | 201205221218802 | B*14 | B*18 | Cw*05 | Cw*08 | G/G 96 | 201206291222997 | B*08 | B*51 | Cw*07 | Cw*15 | G/G
21 | 201205221218849 | B*42 | B*44 | Cw*04 | Cw*17 | G/G 97 | 201206291222999 | B*44 | BL | Cw*04 | Cw*05 | G/G
22 | 201205221218850 | B*35 | B*49 | Cw*07 BL G/G A/G 98 | 201207031223285 | B*14 | B*35 | Cw*04 | Cw*08 | G/G A/G
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23 | 201205221218851 | B*18 | B*51 | Cw*07 | Cw*16 99 | 201207031223286 | B*13 | B*38 | Cw*06 | Cw*12 G/G ‘ A/G |
24 | 201205231219049 | B*08 | B*35 | Cw*04 | Cw*07 100 | 201207041223431 | B*51 | BL Cw*02 | Cw*14 G/G

25 | 201205231219050 | B*15 | B*44 [ Cw*03 | Cw*05 101 | 201207041223432 | B*27 | B*44 | Cw*02 | Cw*16 G/G

26 | 201205241219143 | B*14 | B*44 | Cw*04 | Cw*08 G/G A/G 102 | 201207051223433 | B*07 | BL Cw*07 BL G/G

27 | 201205241219144 | B*08 | B*50 | Cw*06 | Cw*07 G/G A/G 103 | 201207051223434 | B*14 | B*35 | Cw*04 | Cw*08 G/G

28 | 201205241219191 | B*08 | BL Cw*07 BL G/G A/G 104 | 201207051223435 | B*27 | B*45 | Cw*02 | Cw*16 G/G

29 | 201205241219192 | B*27 | B*37 | Cw*01 | Cw*06 G/G A/G 105 | 201207051223436 | B*07 | B*82 | Cw*03 | Cw*15 G/G

30 | 201205241219201 | B*08 | B*51 | Cw*02 | Cw*07 G/G A/G 106 | 201207051223522 | B*07 | B*14 | Cw*07 | Cw*08 G/G

31 | 201205241219202 | B*14 | B*57 | Cw*07 | Cw*08 G/G G/G 107 | 201207051223523 | B*15 | B*44 | Cw*06 | Cw*16 G/G

32 | 201205251219313 | B*14 | B*18 | Cw*05 | Cw*08 G/G A/G 108 | 201207051223524 | B*39 | B*44 | Cw*07 BL G/G A/G
33 | 201205251219314 | B*14 | B*40 | Cw*03 | Cw*08 G/G A/G 109 | 201207051223525 | B*35 | B*50 | Cw*04 | Cw*05

34 | 201205291219437 | B*08 | B*13 | Cw*06 | Cw*07 G/G G/G 110 | 201207061223705 | B*07 | B*51 | Cw*07 | Cw*14

35 | 201205291219471 | B*35 | B*51 | Cw*04 | Cw*15 G/G A/G 111 | 201207061223706 | B*18 | B*35 | Cw*04 | Cw*05

36 | 201205301219598 | B*07 | B*44 | Cw*07 | Cw*16 G/G A/G 112 | 201207071223707 | B*18 | B*38 | Cw*05 | Cw*12

37 | 201205301219599 | B*35 | B*49 | Cw*04 | Cw*07 A/G 113 | 201207071223708 | B*07 | B*44 | Cw*07 | Cw*16

38 | 201205301219610 | B*07 | B*44 | Cw*05 | Cw*07 G/G A/G 114 | 201206251222438 | B*27 | B*35 | Cw*01 | Cw*04

39 | 201205301219611 | B*15 | B*38 [ Cw*03 | Cw*12 G/G 115 | 201205021216647 | B*14 | B*44 | Cw*08 | Cw*16

40 | 201205301219612 | B*44 | B*55 | Cw*03 | Cw*16 G/G A/G 116 | 201205021216678 | B*08 | B*18 | Cw*05 | Cw*07

41 | 201205301219613 | B*50 | B*51 | Cw*06 | Cw*16 G/G A/G 117 | 201205021216679 | B*13 | B*18 | Cw*05 | Cw*06

42 | 201205311219765 | B*42 | B*49 | Cw*07 | Cw*17 G/G A/G 118 | 201205021216680 | B*08 | B*51 | Cw*07 | Cw*15 G/G A/G
43 | 201205311219766 | B*44 | B*49 | Cw*05 | Cw*07 G/G A/G 119 | 201205021216681 | B*39 | B*58 | Cw*07 | Cw*12 G/G

44 | 201205311219786 | B*27 | B*35 | Cw*02 | Cw*04 G/G A/G 120 | 201205021216682 | B*27 | B*58 | Cw*01 | Cw*03 G/G

45 | 201205311219787 | B*35 | B*57 | Cw*04 | Cw*06 G/G 121 | 201205021216683 | B*40 | B*45 | Cw*02 | Cw*06 G/G

46 | 201205311219788 | B*35 | B*49 | Cw*04 | Cw*07 G/G 122 | 201205031216795 | B*39 | B*52 | Cw*05 | Cw*12 G/G

47 | 201206011219946 | B*39 | B*53 | Cw*04 | Cw*12 G/G A/G 123 | 201205031216796 | B*44 | BL Cw*05 | Cw*07 G/G

48 | 201206011219947 | B*44 | BL Cw*16 BL 124 | 201205031216814 | B*13 | B*44 | Cw*06 | Cw*16 G/G

49 | 201206051220208 | B*14 | B*15 | Cw*07 | Cw*08 125 | 201205031216815 | B*27 | B*51 | Cw*02 | Cw*14 G/G

50 | 201206051220228 | B*18 | B*35 | Cw*04 | Cw*07 126 | 201205041216941 | B*44 | B*50 | Cw*06 | Cw*16 G/G

51 | 201206051220247 | B*07 | B*51 | Cw*07 | Cw*14 127 | 201205041216942 | B*39 | B*44 | Cw*04 | Cw*12 G/G A/G
52 | 201206061220348 | B*35 | B*51 | Cw*04 | Cw*15 128 | 201205051216957 | B*44 | BL Cw*05 | Cw*16

53 | 201206061220359 | B*14 | B*35 | Cw*04 | Cw*08 129 | 201205051216958 | B*27 | B*44 | Cw*02 | Cw*05

54 | 201206061220404 | B*07 | B*27 | Cw*02 | Cw*07 130 | 201205071217102 | B*18 | B*35 | Cw*04 | Cw*05

55 | 201206061220406 | B*44 | B*49 | Cw*05 | Cw*07 131 | 201205071217103 | B*15 | B*49 | Cw*07 BL

56 | 201206071220443 | B*35 | B*39 | Cw*01 | Cw*07 132 | 201205071217104 | B*15 | B*38 | Cw*07 | Cw*12

57 | 201206071220444 | B*07 | B*52 | Cw*07 | Cw*12 133 | 201205081217129 | B*40 | B*49 | Cw*03 | Cw*07

58 | 201206071220529 | B*27 | B*38 | Cw*02 | Cw*12 134 | 201205081217240 | B*15 | B*44 | Cw*03 | Cw*16 G/G A/G
59 | 201206071220530 | B*35 | B*51 | Cw*04 | Cw*15 135 | 201205081217262 | B*27 | B*37 | Cw*01 | Cw*06 G/G A/G
60 | 201206071220550 | B*07 | B*27 | Cw*01 | Cw*07 136 | 201205101217610 | B*35 | BL Cw*04 BL G/G A/G
61 | 201206081220699 | B*35 | B*57 | Cw*04 | Cw*08 137 | 201205101217614 | B*07 | B*44 | Cw*05 | Cw*07 G/G

62 | 201206081220700 | B*15 | B*51 | Cw*07 | Cw*16 138 | 201205101217631 | B*15 | B*44 | Cw*04 | Cw*07 G/G

63 | 201206081220733 | B*39 | B*51 | Cw*01 | Cw*07 139 | 201205101217632 | B*35 | B*51 | Cw*04 | Cw*16 G/G

64 | 201206091220760 | B*08 | B*15 | Cw*07 BL 140 | 201205101217633 | B*07 | B*08 | Cw*07 BL G/G

65 | 201206101220762 | B*45 | B*49 | Cw*07 | Cw*16 141 | 201205111217674 | B*14 | B*50 | Cw*06 | Cw*08 G/G
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66 | 201206101220764 | B*07 | B*35 | Cw*04 | Cw*07 G/G 142 | 201205111217675 | B*07 | B*57 | Cw*07 BL G/G
67 | 201206111220888 | B*44 | B*58 | Cw*03 | Cw*05 G/G 143 | 201205121217687 | B*15 | B*18 | Cw*07 BL G/G
68 | 201206111220889 | B*44 | BL Cw*16 BL G/G 144 | 201205121217688 | B*37 | B*44 | Cw*06 | Cw*16 G/G
69 | 201206111220914 | B*35 | B*49 | Cw*04 | Cw*07 G/G 145 | 201205141217814 | B*35 | B*40 | Cw*12 | Cw*15 G/G
70 | 201206121221017 | B*35 | B*44 | Cw*04 | Cw*05 G/G 146 | 201205141217815 | B*27 | B*49 | Cw*02 | Cw*07 G/G
71 | 201206121221046 | B*44 | B*49 | Cw*05 | Cw*07 G/G 147 | 201205151217987 | B*14 | B*40 | Cw*03 | Cw*08 G/G
72 | 201206121221049 | B*35 | B*44 | Cw*04 BL G/G 148 | 201205151218004 | B*39 | B*44 | Cw*07 | Cw*16 G/G
73 | 201206121221050 | B*44 | B*50 | Cw*06 | Cw*16 G/G 149 | 201207091223859 | B*14 | B*44 | Cw*05 | Cw*08 G/G
74 | 201206121221064 | B*40 | B*44 | Cw*02 | Cw*05 G/G A/G 150 | 201207091223860 | B*13 | B*44 | Cw*04 | Cw*06 G/G
75 | 201206121221065 | B*07 | B*44 | Cw*05 | Cw*07 G/G A/G 151 | 201207091223861 | B*14 | B*44 | Cw*08 | Cw*16 G/G
76 | 201206131221196 | B*38 | B*51 | Cw*12 | Cw*14 G/G 152 | 201207091223862 | B*35 | B*53 | Cw*04 BL G/G

Tabla 29: resultados genéticos obtenidos para el grupo de controles
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Anexo 3_DESARROLLO DE LA TIPIFICACION DEL LOCUS A DEL SISTEMA HLA POR PCR A TIEMPO
REAL

Reacciones utilizadas en la tipificacion del locus A del sistema HLA por RT-PCR

A continuacion se muestra la localizacidn de los diferentes primers y sondas utilizados en las
reacciones disefiadas para el tipaje de los alelos HLA-A (Figura 28):
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primers (en verde) y sondas (en azul) utilizados en las reacciones para el tipaje de los alelos

Figura 28

HLA-A

Interpretacion de los resultados obtenidos

De la misma manera que en las reacciones disefiadas para el tipaje de los alelos HLA de clase |

asociados con GD, aqui también se han obtenido diferentes Tm para cada una de las sondas
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utilizadas en cada una de las reacciones, segun el alelo en cuestién. Estas diferentes Tm se han
codificado en la siguiente tabla (Tabla 28) de tal manera que se ha marcado como [l aquel alelo
que da positivo a la Tm correspondiente o como 0 aquel alelo que no da sefial a la Tm en
cuestion.
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A*0247
A*0248
A*0249
A*02

A*0251

A*0252
A*0253N
A*0254
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A*3206
A*320101

0,00011
0,02147

0,02605

020101
68020101 0,02605

320101

680101

0,00080 020101 0,02605 __0,00002

A*021701
A*250101

A*250101
68020101

0,00161
0,00827

0,00827
0,02605

0,00001
0,00022

A*24020101
A*24020101

0,11128
0,11128

A*250101
A*260101

0,00827
0,02413

0,00092
0,00269

A*250101
A*2405

0,00827
0,00011

A*2405
260101

0,00011
0,02413

0,00000
0,00000

A2425 0,00745
A*24020101  0,11128

0,02605
0,02605

020101 0,00019
A*68020101 0,00290
A"680301
A*2405
A*230101

0,00393
0,00011
0,08363

A%2405
020101
68020101

0,00011
0,02605
0,02605

0,00000
0,00000
0,00218

0,00011
0,00011
0,00002
0,08363
0,08363

A*6602 0,00411
0,00985
0,08363
0,00411
0,00985

0,00000
0,00000
0,00000
0,00034
0,00082

A*230101

A*250101  0,00827
0,00827
0,00317

0,00134

0,00019
0,00134
0,00827
0,02413

0,00000
0,00001
0,00003
0,00003

A2417 260101

A310102  0,03166  2-A%6602  0,00411  0,00013

A*3104
A*3104

0,00008
0,00008

A%6602
A*3402

A*7401
A%020501
A*330301

0,01733
0,01323
0,04265

0,02605
0,04265
0,02605

0,00045
0,00056
0,00111

1
A*330301
68020101

A*7401
A*330301

680101
A*680101

7401 0,01733 A*6602  0,00411  0,00007 A'0260  0,00016  A*6602  0,00411  0,00000 A'1104 000019  A*2417 0,00134  0,00000
A*8001 0,00254 330301 004265  0,00011 A®0260  0,00016 680101  0,01831  0,00000 A%0302 0,00317 A*2417 0,00134 0,00000
A*7401 0,01733 A*3402 0,00985  0,00017

A*330301  0,04265 A*6602  0,0411  0,00018

A*330301  0,04265 A'3402  0,0985  0,00042 A*300101  0,03327  A*7401 001733 0,00058
A*7401 0,01733 330301 004265  0,00074 A"2609 000002  A'3601  0,00723  0,00000 A'300101  0,03327  A'310102  0,03166  0,00105

A*290201  0,02248  A*330301 004265  0,00096 A340101  0,00474  A*3601  0,00723  0,00003

A*330301  0,04265  A*330301  0,04265  0,00182

A*1105
A*110101

0,00015
0,07670

020101
68020101

0,02605
0,02605

0,00000
0,00200

A*1104
A*0302

0,00019
0,00317

340101
340101

0,00474
0,00474

0,00000
0,00002

A*300101
A*03010101

0,03327
0,08758

A*1104
A*300101

0,00019
0,03327

0,00001
0,00291

A*8001
A*3402
A*340101
A*290201
A*290201

0,00254
0,00985
0,00474
0,02248
0,02248

A'3402  0,00985  0,00002
0,00004
0,00005
0,00009

0,00022

A*300101 A*3104
A*8001
A*290201

A*300101

0,00000

%
<
e
8
I

A*a301
A*6601
A*260101

0,00080
0,00619
0,02413

020101
020101
68020101

0,02605
0,02605
0,02605

0,00002
0,00016
0,00063

A*3402_ 0,00985

0,00254

A*3104

A%6901 A*1104 A*8001 A*3104

A*6602

A"6602
A*6602

0,00170 0,00019  0,00000 0,00411 A*290201

0,00411

0,00001
0,00002

0,02248 0,00008 _0,00000

0,00411

0,08758

A*300101
A*300101

0,03327
0,03327

A*2405
A*230101

0,00011
0,08363

0,00000
0,00278

A%0216
A*0216

110201
110101

0,00000
0,00002

A*6901 000170 A'3403  0,00008  0,00000

A*020601 002204  A*2609  0,00002  0,00000 A%0219 000002 320101  0,02147  0,00000
A%6901  0,00170  A'3405  0,00058  0,00000 AT7401 001733 A'2414  0,00011  0,00000 A'020301  0,00960  A*1104  0,00019  0,00000
A%901 000170 290201 002248  0,00004 A2414_ 0,00011 320101 0,02147 0,000 A'0302 000317 020301 __0,00960 _0,00003

A*02010101  0,14032  A'3402 000985 0,00138 _

_ A7401 001733 230101  0,08363  0,00145 A020501 001323  A®1104  0,00019  0,00000
A*2609  0,00002 020101 002605  0,00000 A'230101  0,08363  A*320101 002147  0,00180 A°0302 000317 020501 001323 0,00004
A*3402  0,00985 020101 002605  0,00026

A*290201 0,02248 68020101 0,02605 _0,00059

A2417
A*03010101

0,00134
0,08758

320101
A*320101

0,02147
0,02147

0,00003
0,00188

A%0219
A*0219

0,00002
0,00002

010101
290201

0,00611
0,02248

0,00000
0,00000

A%6901 000170 A%6602 0,00411  0,00001
A*6901 000170 680101  0,01831  0,00003
A*6901 000170 020101  0,02605  0,00004 A*0216 0,00023 010101  0,00611  0,00000
%0211 0,00384 020101 002605  0,00010 A0216 0,00023 290201 0,02248  0,00001
A02010101  0,14032 A"6602 0,00411  0,00058 A®2410 000080  A'3601  0,00723  0,00001
A*02010101  0,14032  A*68020101  0,02605  0,00366 A*010101  0,08599  A*240301  0,00230  0,00020

A*010101 A*1104 0,00002
A*2410
A*2410

A*110101

0,00080
0,00080
0,07670

010101
290201
A*230101

0,00611
0,02248
0,08363

0,00000
0,00002
0,00641

A*0260
A*0260

0,00016
0,00016

A*6601
260101

0,00619
0,02413

0,00000
0,00000

A®211 000384 020101  0,11128  0,00043
A*24020101  0,11128  A%020301  0,00960  0,00107 A%0102 0,00214 010101 0,00611  0,00001
A'010101  0,08599  A*290201  0,02248  0,00193
A*110: 0,00019 A'6601  0,0619  0,00000
A*03010101  0,08758 A*6601  0,00619  0,00054 A"021701  0,00161  A'2405 000011  0,00000
A*03010101 008758  A*260101  0,02413  0,00211 A*020501  0,01323  A*230101 008363 0,00111 A*110101 007670  A*8001 0,00254  0,00019

A*110101  0,07670  A*110101  0,07670  0,00588

010101 000611  0,00000

zx
88
)
g8
88
28
%

2

0,00080  0,00001 0,00080 0,00080  0,00000
A3402 0,00985 A"6601 0,00619  0,00006 A"0219 000002 230101  0,08363  0,00000 0,00723 0,00080  0,00001

A*290201  0,02248 A*6601  0,0619  0,00014 A*230101  0,08363  A'2414 000011 0,00001

A*260101  0,0241 A'3402 000985  0,00024

A'260101  0,02413  A*290201  0,02248  0,00054 A*4301

A*8001

0,00080
0,00254

A%301
A*4301

0,00080
0,00080

0,00000
0,00000

A*8001
A*24020101
A%0302
A%0302

0,00254
0,11128
0,00317
0,00317

240301
A*1104
A"2425
020101

0,00230
0,00019
0,00745
0,11128

0,00001
0,00002
0,00002
0,00035

A*8001
A*260101
A*260101

0,00254
0,02413
0,02413

A6601
A*a301
A*6601

0,00619
0,00080
0,00619

0,00002
0,00002
0,00015

v

A*1104
A*8001
A%0302

A*3601
A*3601
A*3601

0,00000
0,00002
0,00002
0,00005

A%2405

0,00011
0,08363

290201
A*290201

0,02248
0,02248

0,00000
0,00188

A*1104
A*03010101

680101
A*680101

0,00019 A*230101

0,08758

0,01831
0,01831

0,00000
0,00160

0,00000

Tabla 31: indeterminaciones sin resolver para la aproximacién de tipaje del HLA-A por RT-PCR
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