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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) es una enfermedad de predisposicién hereditaria
que afecta principalmente a nifios y adolescentes. Esta enfermedad se caracteriza por
la destruccion progresiva de las células f del pancreas, lo que genera una disminucion
paulatina de la produccién de insulina. La DM1 tiene una etiologia compleja, en
donde participan factores genéticos y ambientales, cuyas interacciones no han sido
aun completamente esclarecidas. Existe una tendencia que sefiala que tanto la
activacién de mecanismos de apoptosis en la céluia 8, como la inhibicion de estos
mecanismos en las células que se tornan agresoras contra ella (linfocitos T), se
encuentran alterados. El fenémeno de apoptosis ligado a las variantes genéticas de
PD-1 v sus ligandos ha sido escasamente estudiado. Debido a su rol en la via de PD-1,
es que los ligandos 1 y 2 (PD-L1 y PD-1.2) se han vuelto objeto de estudio en
enfermedades autoinmunes. De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
determinar el efecto de tres polimorfismos de PD-L! y tres polimorfismos de PD-L2
sobre los niveles séricos de estas proteinas en pacientes con DM1. Por otro lado, se
realizé la construccién de haplotipos asociados a riesgo de DMI1. Ademas los
genotipos obtenidos se relacionaron con marcadores cldsicos de esta enfermedad
(autoanticuerpos anti-GAD65 y anti-1A2).

Los resultados muestran que para PD-LI, dos de los tres polimorfismos presentaron
diferencias significativas en su distribucién alélica (rs2297137 p=0,035 y rs4143815
p=0,022). Para PD-L2, solo uno de los tres polimorfismos presenté variacion
genotipica, sin embargo no se encontraron diferencias significativas en su distribucion.

Por otro lado, el haplotipo CGG presenté un O.R. [95% IC]= 1,44 [1,08-1,93], en




donde se observé una frecuencia mayor en pacientes (0,44) en comparacion con
controles (0,36). Ademés se generaron genotipos combinados a partir del rs2297137
y el r34143815, los que generaron una combinacion asociada a riesgo de DM1 (GG-
GG O.R.= 3,12) y una combinacién asociada con proteccién a DM1 (AG-CC O.R.=
0,36). Por otro lado, los resultados obtenidos dan cuenta de que no hay diferencias
relacionadas con las concentraciones séricas de estos ligandos ni con autoanticuerpos
en DM1., De lo anterior, se puede concluir que el haplotipo CGG y el genotipo GG-
GG estén asociados a riesgo de padecer DM, por lo que pueden ser utilizados como

marcadores genéticos de la enfermedad en poblacion chilena.




ABSTRACT

Type 1 diabetes (T1D) is a hereditary disease that primarily affects children and
adolescents. This disease is characterized by progressive destruction of pancreatic B
cells, which leads to a gradual decrease in insulin production. The T1D has a complex
etiology, being genetic and environmental factors involved, but the interactions
between these are not yet fully elucidated so far. The activation of apoptotic
mechanisms in the B cell presents a tendency to be altered. So does the inhibition of
these mechanisms in the cells (T lymphocytes) which become aggressors against the f
cell. The phenomenon of apoptosis related to PD-1 genetic variants and their ligands
has been poorly studied. Due to its role in the PD-1 pathway, ligand 1 and 2 (PD-L1
and PD-L2) have become an interesting target of study in autoimmune diseases.
According to the above, this study is aimed at determining the effect of three PD-L1
polymorphisms and three PD-L2 polymorphisms on the serum levels of these proteins
in TID patients. Along with this, T1D-related haplotypes were constructed. In
addition, genotypes were related with classical markers of this disease, such as anti-
GADSG5 and anti-IA2 autoantibodies.

The results show that for PD-L1, two out of three polymorphisms presented
significant differences in their allele distribution (rs2297137 p = 0,035 and 154143815
p = 0,022). For PD-L2, only one out of three polymorphisms shows genotypic
variation, yet no significant differences in their distribution were observed. In addition,
the CGG haplotype presented an O.R. [95% CI] = 1,44 [1,08 - 1,93], being more
frequently observed in patients (0,44) than in controls (0,36). Furthermore, combined

genotypes were generated from rs2297137 and rs4143815. One combination was




described to be related with higher risks of T1D development (GG-GG O.R. =3,12)
and another combination with T1D protection (AG-CC O.R. = 0,36). No differences
related to serum concentrations of these ligands or to autoantibodies in T1D were
detected. In summary, it can be concluded that the CGG haplotype and the GG-GG
genotype are highly associated with the risk of developing T1D, therefore these

genetic features can be used as markers of this disease in the Chilean population.




INTRODUCCION

1. Diabetes Tipo 1

La DMI es una enfermedad autoinmune que se caracteriza por la destruccion de las
células B-pancreaticas productoras de insulina de los isiotes de Langerhans (Tisch &
McDevitt, 1996), la cual genera hiperglicemia debido a la baja produccion de esta
hormona (Ounissi-Benkalha & Polychronakos, 2008). Es el trastorno endocrino-
metabdlico mas frecuente durante la infancia y la adolescencia, con un perfil clinico
que varia notablemente enire pacientes, y que al no ser tratada pronta ¥y
adecuadamente provoca serios daifios al organismo, tales como: cetoacedosis, fallas
renales, enfermedades cardiacas, ceguera y accidentes cerebrovasculares (van Belle y
col, 2011).

Esta enfermedad posee una etiologfa multifactorial donde la predisposicion genética y
los factores ambientales juegan un papel importante ¢n su desarrollo (Hawa y col,
2002). También se ha sugerido que podria existir una susceptibilidad étnico especifica
en los genes relacionados con el desarrollo de DM1 (Matsuura y col, 1998). De esta
forma, se ha observado una mayor incidencia de la enfermedad en poblacién caucasica
y una incidencia menor en el resto de las otras etnias como Ia asiatica, americana y en

paises con poblacién de origen negroide (Karvonen y col, 1993).

1.1.  Factores Genéticos
Entre los factores genéticos que intervienen en esta enfermedad, se ha descrito una
region génica que centra todo el interés cientifico desde los ultimos 30 afios, ya que se

ha relacionado fuertemente con Ia susceptibilidad a padecer DM1 y con la tolerancia




autogénica. Esta region corresponde a la regién génica del Antigeno del Leucocito
Humano (HLA) (Atkinson & Maclaren, 1994), conocida como IDDM1 (locus 1 de la
Diabetes Mellitus Insulino Dependiente, por sus siglas en inglés). EIIDDM1 también
se ha relacionado con el desarrollo de otras enfermedades autoinmunes. Se ha descrito
que se ubica en el cromosoma 6p21 (Singal & Blajchman, 1973; Nerup y col, 1974), y
que codifica protefnas de moléculas de superficie de tres clases distintas (I, II y III),
las que pueden encontrarse en la mayorfa de las células nucleadas y participar en la
presentacion antigénica. Las moléculas de clase I participan en la presentacion de
antigenos a linfocitos T citotéxicos (LTc). Las de clase II estan presentes en linfocitos
B (LB), macrofagos, células T activadas y células dendriticas; y presentan antigenos a
linfocitos T cooperadores (LTh, por sus siglas en inglés). Por dltimo, las moléculas de
clase III forman parte de las moléculas del sistema del complemento (Trucco &
Dorman, 1989).

Se ha descrito, que los genes HLA de clase II se encuentran mas relacionados con la
presencia de DM1 (Farid y col, 1979; Owerbach y col, 1983; Todd y col, 1987;
Thorsby & Romningen 1993; Undlien y col, 1997), siendo DR4-DQ8 y DR3-DQ2
haplotipos importantes, y se ha observado que estan presentes en un 90% de los nifios
caucésicos con esta patologia. Por otro lado, entre estos genes, se ha encontrado un
haplotipo asociado a proteccién en DMI, el DR15-DQS6, el que se encuentra en
menos de un 1% de la poblacién diabética y en un 20% en poblacién general
(Gillespie y col, 2004).

Otro locus de susceptibilidad es el IDMM2, que se ubica en el cromosoma 11pl15, en
donde se encuentra un polimorfismo de secuencias repetidas en tandem de ntimero

variable (Variable Number Tandem Repeat, VNTR), localizado rio arriba del gen de




la insulina (NS} (Bell y col, 1984). De acuerdo al nimero de repeticiones de una
unidad consenso, correspondiente a 15 pares de bases ricos en guanina (G), se pueden
distinguir tres clases de este polimorfismo: Clase I, con 30 a 60 repeticiones que da
cuenta aproximadamente del 10% de susceptibilidad génica; Clase II, con 61 a 120
unidades, muy raro en la poblacién; y Clase 1II, con 120 a 170 unidades, el cual es
poco frecuente y estarfa asociado a un efecto protector contra DMI, de 3 a 5 veces
mayor respecto a un sujeto portador del haplotipo de Clase I (Bennett y col, 1995;
Bennett y col, 1996).

Por ltimo, existe un tercer locus conocido como IDDM12, ubicado en el cromosoma
2q33, en donde se encuentra el gen del Antigeno 4 asociado al Linfocito T Citotoxico
(CTLA-4), el cual se conoce desde hace afios debido a su papel modulador en la
activacion de los linfocitos T (LT) (Nistico y col, 1996).

Actualmente, la investigacién de genes candidatos estd dirigida hacia el
descubrimiento de nuevas regiones de susceptibilidad a desarrollar DM1. Como
resultado de esto, los genes i/2ra, pipn22 y pded] se han asociado a un mayor riesgo
de padecer DM1 (Lowe y col, 2007; Flores y col, 2010). Se ha descrito que
variaciones alélicas y polimorfismos en estos genes afectan el normal funcionamiento
de las proteinas codificadas, lo que se traduce en alteraciones de los mecanismos de
los LT, ya sea LT reguladores (variaciones del gen i2ra) o LT efectores (variaciones
del gen ptpn22). Por su parte, se ha descrito que el gen pded] es muy relevante en el
reconocimiento de estructuras que regulan negativamente la unién entre células
presentadoras de antigenos (CPA) y el LT, por lo que es de gran interés determinar su
relacién con la susceptibilidad a desarrollar DM1 y su eventual funcion como

marcador dentro de los procesos asociados con la ruptura de la tolerancia autogénica.




1.2. Factores Ambientales
Los factores genéticos pueden interactuar y ser modulados por el ambiente, por lo
que las distintas regiones génicas descritas anteriormente no son gatillantes por si
solas para el desarrollo de DM1. Dentro de los factores ambientales que facilitarian la
presencia de la enfermedad se pueden encontrar: infecciones virales (Bach, 2005),
toxinas y dicta (Myers y col, 2003), y la excesiva higiene (Cooke, 2009). Estos
factores conducirfan a la ruptura de la tolerancia autogénica normal. Algunos
resultados indican que infecciones producidas por virus tales como citomegalovirus
(CMV) y coxsackic B4 (Yoon y col, 1979; King y col, 1983; Wagenknecht y col,
1991) pueden producir un anticuerpo que reaccionaria con componentes especificos
de la superficie beta celular en el pincreas, lo cual estaria avalando 1a hipdtesis de la
supuesta intervencién de un mecanismo de mimetismo molecular, que seria
responsable de la reaccién autoinmune tipica de fa enfermedad (Santos y col, 2000).
Ademds, estudios realizados en Estados Unidos, Europa y Australia han demostrado
que la proporcion de jévenes con DM1 que portan el alelo de riesgo DR3/4 no ha
cambiado en el tiempo (Garcfa & Durruty, 2003), esto es, que el factor genético s
mantiene estable. Por el contrario, los estilos de vida y los factores ambientales si han
cambiado, como el clima y ¢l crecimiento de la obesidad infantil, lo que nos indica que
este factor externo si tiene importancia sobre el inicio y desarrollo de la DM1 y
posiblemente, estd interactuando positivamente en st aumento a nivel mundial

(Gillespie y col, 2004; Fourlanos y col, 2008; Vehik y col, 2008).




1.3. Autoinmunidad
Como se ha mencionado anteriormente, la base genética sumado a uno o mas factores
ambientales pueden gatillar el inicio de esta enfermedad. La Figura | muestra cdmo se
desarrolla ! proceso de reaccién autoinmune. En el pancreas las células B comienzan
la produccién de interferon o (INF-¢t) v, subsecuentemente, producen moléculas del
Complejo Principal de Histocompatibilidad de clase I (MHC, por sus siglas en inglés),
que las deja expuestas al ataque de LT CDS8" autoreactivos. Producto de lo anterior,
los antfgenos liberados desde las células B son transportados por las CPA hacia el
linfonodo pancredtico. Durante este proceso se produce un ambiente proinflamatorio
que favorece la accién de los LT CD8+ efectores por sobre la accion de los LT
reguladores. En este contexto, los antigenos de las células P junto a los linfocitos
CD4+ cooperadores favorecen la conversion de los linfocitos B en células
plasméticas, por lo tanto, comienzan a aparecer los primeros autoanticuerpos, tales
como: anticuerpos anti-islotes (ICA, 70-80% de los pacientes), anti-descarboxilasa
del 4cido glutamico (GAD, 70-80% de los pacientes) y anti-tirosina fosfatasa
pancredtica (IA-2, 60-80% de los pacientes)(Kukreja & Maclaren, 1999; Ounissi-
Benkalha & Polychronakos 2008). Por su parte, los LT CD8+ autoreactivos son
estimulados, lo que genera que proliferen y vuelvan a migrar hacia el pancreas
generando un nuevo ataque autoinmune con la destruccién de células B. En este
punto, también se produce en paralelo la disminucién en la produccién de insulina por

parte de las células B (pseudoatrofia) (van Belle y cal, 2011).
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Figura 1. Linea de tiempo del proceso autoinmune que se desarrolla en la DM1.
En este diagrama se describen los principales linajes celulares involucrados, que
incluye LT CD4+ y LT CD8+, LT reguladores, LB y CPA. La linca naranja indica la
masa de células P pancredticas, la disminucion observada se ha descrito como un
modelo de “recaida y remision” ya que pareciera haber una recuperacion de la masa
celular cada ciertos lapsos de tiempo, volviendo posteriormente a disminuir. La ultima
fase de remision, que ocurre después del diagnostico clinico de la enfermedad, se
conoce como “luna de miel” (honeymoon) y ha sido ampliamente estudiada como
blanco terapéutico de la enfermedad. (Extraido de van Belle y col, 2011).

Estos ataques sucesivos contra las células B van disminuyendo la masa pancreatica, no
obstante, es un proceso que puede tomar mucho tiempo antes de que aparezcan los
primeros sintomas de la diabetes. Se estima que estos tienen lugar despucs de que un
80% de las célilas del islote pancreatico estan destruidas. Sin embargo, muchos

autores sostienen que el progreso de la enfermedad no es un proceso lineal, sino que
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procede 2 ritmos variables dependiendo de cada paciente (Chatenoud & Bluestone,

2007).

1.4. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada regula fisiolégicamente la homeostasis de
un organismo. La muerte celular es um proceso necesario para el desarrollo y
existencia de organismos multicelulares. Este proceso se caracteriza pot cambios
morfolégicos en la célula, condensacion de la cromatina y fraccionamiento del ADN,
el cual es seguido por la fragmentacion celular y formacion de cuerpos apoptéticos
(Korsmeyer y col, 1995). Luego, estos cuerpos son capturados por fagocitos ¥,
debido a que en este proceso no hay liberacién del contenido celular, no se provoca
respuesta inflamatoria ( Savill y col, 1989; Arends & Wyllie, 1991). El proceso de
apoptosis es diferente al proceso de necrosis, y2 que en este ultimo proceso la célula
pierde la integridad de su membrana y libera el contenido celular, dando lugar a una
respuesta inflamatoria, iniciada fundamentalmente por enzimas proteoliticas y por
radicales libres (Magno & Joris, 1995).

La apoptosis es un proceso regulado genéticamente, en el cual intervienen moléculas
efectoras y moléculas reguladoras. Muchas de las sefiales de muerte y supervivencia
celular proceden del exterior de la célula a través de receptores de superficie (vias de
muerte extrinsecas). Otras en cambio, por sefiales internas como dafic en el ADN,
ausencia de factores de crecimiento y citoquinas, estrés del reticulo e infecciones
virales (via intrinseca o mitocondrial) (Murphy y col, 2003; Tibbetts y col, 2003).

La apoptosis estd fuertemente relacionada a la DM1, ya que interviene en los

mecanismos de destruccion de las células B. A su vez, también se asocia a una cierta
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resistencia a la apoptosis o inhibicion de estos mecanismos en las células que se tornan
agresoras contra las células B, los LT (Bottazzo, 1986).

Las sefiales que desencadenan la apoptosis pueden provenir de las allas
concentraciones de citoquinas inflamatorias, lales como TNF-o, IL-1p e IL-6; o de la
presencia y accién de LTs en el microambiente de los islotes (Riboulet-Chavey y col,
2008). Esta presencia de células inmunes se debe al papel que juega la apoptosis en el
desbalance de los LT CD8+ autoreactivos, que es provocada por la alteracion de los
mecanismos de proliferacién y activacién de estas células, cuyo proceso esta regulado
por moléculas de coestimulacion. Estas moléculas inhiben la activacion antigénica de
células B y T, manteniendo asf Ia tolerancia autogénica (Keir y col, 2008).

Otro proceso, en donde se ha descrito apoptosis, es en la eliminacién de LTs
potencialmente autoreactivos en ¢l timo (Sprent & Kishimoto, 2002). Sin embargo, se
ha observado que pueden existir fallas en la tolerancia central y algunos LT
autoreactivos pueden escapar de este control, pasando a ser responsabilidad de los
mecanismos de tolerancia periférica (Lohmann y col, 1996). Durante este proceso, los
linfocitos preden morir por apoptosis, a través de la via intrinseca o extrinseca, o por

mecanismos independientes de caspasas (Arnold y col, 2006).

2. Moléculas de coestimulacion
Dentro de la respuesta inmune existen moléculas que forman parte de vias de
coestimulacién que son claves para la activacion y regulacion de células del sistema
inmune. Las moléculas de coestimulacion son aquellas moléculas de superficic que no
son capaces de activar de manera funcional a los LT por sf solas, sino que participan

en este proceso junto a otras moléculas. Es por esto, que las moléculas de
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coestimulacion tienen la capacidad de amplificar o reducir la sefializacién inducida por
el complejo del receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés) (Vargas-Rojas y
col, 2008).

Las moléculas de coestimulacién son glicoproteinas esenciales para la comunicacién
de Tos LT con el resto de las células del sistema inmune. El modelo de coestimulacion
descrito por Lafferty, plantea un modelo de doble sefial para la activacion de los LT
(Lafferty & Cunningham, 1975). La primera sefial, de alta especificidad, es mediada
por el reconocimiento a través del TCR de un péptido antigénico unido al MHC. Por
su parte, la segunda sefial, coestimuladora, es entregada por las CPA generando la
expansion clonal y el desarrollo de la respuesta efectora especifica. Cuando esta
segunda sefial no se presenta, los linfocitos no responden efectivamente contra el
antigeno especifico y se mantienen funcionalmente inactivos o anérgicos. Ademds se
vuelven resistentes a una posterior activacién por antigeno.

Actualmente, estas moléculas no sélo se asocian a una sefial de activacion eficiente,
sino que ademas se han relacionado con la dindmica de la expresidon de moléculas
inhibitorias, como CTLA-4, y la molécula de muerte celular programada 1 (PD-1, por
sus siglas en inglés). Estas han demostrado su participacién en muchos mecanismos
reguladores de las células T y en la induccion de la tolerancia (Vargas-Rojas y col,
2008). Se ha descrito que PD-1 inhibe la proliferacion mediada por receptor de
células T, Ja produccion de citoquinas (INF-y) en LT previamente activados, e induce
Ja apoptosis (Okazaki y col, 2001; Fife & Bluestone, 2008). Ademds de estas
moléculas, también se encuentran CD28 e ICOS, las que han sido relacionados en

muchas enfermedades autoinmunes incluyendo la DM1 (Marron y col, 2000).
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3. PD-1
La PD-1 es una protefna que esté codificada por el gen pdcdj , localizado en humanos
en el cromosoma 2 (2q37.3). Este gen consta de cinco exones. El primer exon
codifica para una secuencia sefial corta, el segundo exén codifica el dominio globular,
el tercero la region transmembrana y una porcién del tallo extracelular, el cuarto ex6n
una secuencia corta de 12 aa (Johansson y col, 2005) que marca el inicio del dominio
citoplasmatico, y el exoén 5 codifica la secuencia de los tesiduos intracelulares
carboxilo terminal y Ja regién no transcrita en el 3° (3’UTR). Es una proteina de 288
ad de longitud, compuesta por un dominio extracelular perteneciente a Ia familia de las
inmunoglobulinas (Ig), un dominio transmembrana y un dominio intracelular de
aproximadamente 95 ai que contiene un motivo de inhibicion del inmuno-receptor
basado en tirosina (ITIM, por su nombre en inglés) y un motivo de cambio del
inmuno-receptor basado en tirosina (ITSM, por su nombre en inglés) que permite la
unién de moléculas adaptadoras con dominios SH2 como la proteina IA

(SH2DIA)(Keir y col, 2008) (Figura 2).
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Figura 2. Estructura y sefializacién de la via PD-1. La unién de PD-1 a su ligando
en la superficie celular conduce a la fosforilacion de las tirosinas citoplasmaticas de
PD-1 e incrementa la asociacion de SHP-2 con el dominio ITSM de PD-1. El
reclutamiento de SHP-2 puede desfosforilar vias de sefializacion a través de quinasas
y las sefiales de rio abajo de estas moléculas. Finalmente PD-1 disminuye la induccion
de citoquinas, tales como INF-y, y proteinas de supervivencia celular, como Bel-xL.
(Modificado de Freeman, 2008).

Se han clonado variantes de los transcritos de PD-1 desde células T activadas, los
cuales pucden carecer del exén 2, exon 3, exones 2 y 3 o cxones 2 a 4. Todas estas
variantes, excepto la que carece del exon 3, poseen niveles similares de expresion de
la proteina PD-1 completa en las demas células mononucleares periféricas (CMPs)

(Keir y col, 2008).
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PD-1 puede ser expresada en células T, células B, células T natural killer, monocitos
activados y células dendriticas (CDs). No es expresada en el resto de las células T,
pero puede ser inducida después de la activacion (Nishimura y col, 1996).

Cuando esta molécula interactiia con sus ligandos, envia sefiales intracelulares que son
traducidas en la disminucion de la produccién de citoquinas como INF, TNF ¢ IL-2.
Esta via tiene efectos sobre la diferenciacion y sobrevida celular, a través de la
inhibicién temprana de las sefiales de activacién por medio de CD28, o de manera
indirecta a través de IL-2. Estas moléculas, IL-2 y CD28, promueven la expansion y
sobrevida natural a través de efectos anti-apoptdticos sobre el ciclo celular y sobre la
activacién de los genes de citoquinas implicadas en estos procesos (Vargas-Rojas y
col, 2008).

Se ha propuesto que PD-1 cumple un papel importante en la mantencién de la
tolerancia periférica, ya que estudios realizados con ratones knockout para PD-1
mostraron que éstos desarrollaron artritis y glomerulonefritis (Nishimura y col, 1999)
o en otros casos cardiomiopatia dilatada (Nishimura y col, 2001). En humanos se ha
encontrado que los niveles de expresion de ARNm de PD-1 en células T CD4" en
pacientes con DM1 es significativamente menor que en los controles (Tsutsumi y col,
2006).

Fn resumen, PD-1 es una molécula de coestimulacion que genera una sefial
inhibidora, siendo un importante regulador negativo de la activacion de las células Ty

que por tanto, participa en el mantenimiento de la tolerancia periférica.
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4. Ligandos de PD-1
Los ligandos de PD-1 son PD-L1 y PD-L2, conocidos también como B7-H1 y B7-DC
respectivamente. Pertenecen a la familia de glicoproteinas de transmembrana de tipo 1

con dominios extracelulares tipo IgV e IgC (Figura 3).

Expresion: Macrgafos, CD, linfocitos B y células no linfoides

PD-L1 PD-L2
B7-H1 B?&DC

C
FD-1
Expresion: Linfocitos Ty B, timocitos, células mielociticas

Figura 3. PD-1 y sus ligandos. La unién entre estas moléculas regula negativamente
la respuesta inmune. Los dominios globulares IgV e IgC, se representan como V'y C
respectivamente (Extraido de Vargas-Rojas y col, 2008).

Una gran variedad de tejidos pueden expresar normalmente los transcritos de ambos
ligandos. Se han observado altos niveles de expresion en placenta, corazon, pulmon ¢
higado; bajos niveles de expresion en bazo, ganglios linfaticos y timo; y no s¢ han
observado transcritos en el cerebro. Sin embargo, la cantidad de estos ARNm no

siempre se correlacionan con la cantidad de proteinas. Este hecho se ha observado
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especialmente para PD-1.2, Ia cual se detecta ocasionalmente en condiciones normales
en Organos no linfoides, lo que sugiere una regulacién postranscripcional de este

ligando (Vargas-Rojas y col, 2008).

41. PFPD-L1

La molécula PD-L1 es una proteina que consta de 290 ad y que es codificada por el
gen Cd274 localizado en el cromosoma 9 humano. Contiene sicte exones, donde el
primer exén es no codificante y contiene la region S"UTR. Los siguientes tres exones
corresponden a la secuencia sefial, un dominio tipo IgV'y otro dominio tipo IgC. Los
exones 5 y 6 comresponden al dominio transmembrana y al dominio intracelular,
respectivamente. El ltimo exon contiene residuos del dominio intracelular y la region
3°UTR. El dominio intracelular es pequefio, constando tan solo con 30 ai altamente
conservados en todas las especies reportadas (Keir y col, 2008). Existe una finica
variante de PD-L1 en humanos que carece del dominio tipo IgV codificado por el
exén 2. Aunque atin no se reporta su fimcién, ésta tendria relacién con la incapacidad
de la molécula para unirse a PD-1 (He y col, 2005).

Se ha evaluado la expresién de los ligandos de PD-1 en modelos murinos, y de
acuerdo con los reportes, PD-1.1 se expresa constitutivamente en células B y T,
macréfagos y CDs. También se ha encontrado en células troncales mesenquimaticas y
mastocitos derivados de la médula 6sea (Yamazaki y col, 2002). La expresién de PD-
L1 es sobrerregulada en respuesta a varios estimulos, como anticuerpos anti-IgM,
anti-CD40, anti-CD3, INFs, IL-4, IL-12 y factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF, por su nombre en inglés) (Vargas-Rojas y col,

2008).
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La expresion de PD-L1, tanto en tejidos linfoides como no linfoides, sugiere que la
via PD-1/PD-L1 puede modular las respuestas inmunes en 6rganos linfoides

secundarios y en los 6rganos blancos (Vargas-Rojas y col, 2008).

42. PD-L2

La molécula PD-L2 es una proteina que se codifica en el gen Pdcdllg2 adyacente al
gen Cd274. Estos genes estin separados por s6lo 42 kb en humanos. El gen
comprende siete exones en humanos, en donde ¢l exén 1 es no codificante, el exén 2
codifica la secuencia sefial, los exones 3 y 4 codifican los dominios IgV e IgC,
respectivamente, y el exén 5 contiene un pequefio tronco correspondiente a la regién
transmembrana y el comicnzo del dominio citoplasmatico. En el exon 6 y 7 hay una
regién codificante adicional que genera un dominio citoplasmatico de 30 aa. Este
dominio no presenta motivos de sefializacion apreciables pero estd conservado en
diversas especies, lo que podria indicar que tiene un papel funcional (Keir y col,
2008).

Se han reportado tres variantes de PD-1.2: una de ellas elimina el ex6n del dominio
tipo IgV perdiendo su capacidad de unirse a PD-1; otra variante llamada de tipo II
carece del dominio IgC, y se espera que se una a PD-1, ya que la mayor actividad de
unién se encuentra en el dominio IgV; y finalmente, una tercera variante denominada
tipo III, que pierde el dominio IgC y residuos transmembrana, y que de esta manera
puede generar una forma soluble del ligando.

La expresién de PD-L2 es mas restringida que la de PD-L1, ya que es inducible en
CDs, macréfagos y mastocitos derivados de la médula osea. PD-L2 también puede ser

inducido en monocitos y macréfagos por GM-CSF, 1L-4 ¢ INF-y (Keir y col, 2008).
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5. Polimorfismos y Enfermedades Autoinmunes

La sefial negativa generada a través de la via PD-1/PD-Ls es muy relevante en el
control de las enfermedades autoinmunes, limitando la funcién efectora de las células
T y constituyendo un importante mecanismo de regulacién intrinseca. La deficiencia
de PD-1, que se ha observado er modelos murinos, lieva al desarrollo de
enfermedades antoinmunes después de un periodo de meses y presenta una
distribucién organo especifica. Se ha descrito que ratones de la cepa BALB/c
deficientes de PD-1 (PD-17) desarrollan cardiomiopatia autoinmune (Nishimura y col,
2001), mientras que los C57BL/6 PD-1" desarrollan artritis y glomeruloneftitis lapica
(Nishimura y col, 1999), y los NOD (nonobese diabetic mice, por sus siglas en ingles)
PD-1" presentan diabetes autoinmune de forma acelerada (Wang y col, 2005).

En el gen pdcdl se han descrito muchos polimorfismos de un solo mucledtido (Single
Nucleotide Polymorphism, SNP) que conficren susceptibilidad al desarrollo de
enfermedades autoinmunes en humanos. Se han reportado unos 30 polimorfismos, de
los cuales 20 se localizan en las regiones intronicas del gen estructural {Vargas-Rojas
y col, 2008). Al menos 10 SNPs ya se han estudiado en asociacién con enfermedades
autoinmunes, sin embargo, los resultados varian dependiendo de la poblacién en
andlisis (Okazaki & Wang, 2005). Dentro de estas enfermedades se encuentra el lupus
eritematoso sistémico (Prokunina y col, 2002; Nielsen y col, 2004; Sanghera y col,
2004; Johansson y col, 2005), esclerosis miltiple (Kroner y col, 2005), la artritis
reumatoide (Lin y col, 2004; Prokunina y col, 2004; Kong y col, 2005) y la

DM1(Nielsen y col, 2003).
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Algunos de los SNPs mis estudiados son: PD-1.1, localizado en la region promotora
(posicién —531 relativa al sitio de inicio de transcripcion); PD-1.2, localizado en el
intrén 2 (posicién 6,438); PD-1.3, localizado en el intrén 4 (posicién 7,146); PD-1.4,
en el intrén 4 (posicién 7,499); PD-1.9, en el ex6n 5 (posicidn 7,625, sustitucion
Ala/Val); PD-1.5, en el exén 5 (posicion 7,785, ala/ala); y PD-1.6, en la posicion 32
de la regién no traducida (posicién 8,735). Se han descrito diferentes haplotipos de
estos SNP en familias caucéasicas y se sabe que PD-1.1, PD-1.2 y PD-1.9 estén en
desequilibrio de Ligamiento, mientras que las posiciones PD-1.4 y PD-1.5 forman un
bloque diferente (Prokunina y col, 2002). En Chile, de un estudio caso-control basado
en los polimorfismos PD-1.2, PD-15, PD-1.6 y PD-1.9, solo se observaron
resultados significativos pata PD-1.6, describiéndose una posible asociacién del
genotipo G/G con DM1 (Flores y col, 2010).

Estudios previos usando anticuerpos anti-PD-L1 y anti-PD-1.2 demuestran que el
bloqueo de la via PD-1-PD-Ls se telaciona con el desarrollo de enfermedades
autoinmunes. El bloqueo de PD-L1 desencadena rapidamente diabetes en hembras
pre-diabéticas NOD (Ansari y col, 2003), mientras que el bloqueo de PD-L2 induce
en animales un aumento de presencia de encefalomielitis experimental autoinmune
(Salama y col, 2003).

También se han descritos diversos SNPs en los ligandos de PD-1, los cuales pueden
resultar en sustituciones de aminodcidos, cambios estructurales y diferencias en la
expresion, lo que podria afectar y cambiar las interacciones entre PD-L1 o PD-L2 y
PD-1 (Kong y col, 2005). Por lo tanto, es posible relacionar estos polimorfismos a la
patogénesis de las enfermedades autoinmunes. Asi, para PD-L1 se han descrito

numerosos polimorfismos (Ni y col, 2007; Wang y col, 2007a; Hayashi y col, 2008;
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Mitchell v col, 2009), de los cuales algunos ya han sido relacionados a enfermedades
autoinmunes, como por ejemplo, enfermedad de Graves (Hayashi y col, 2008) y
Addison (Mitchell y col, 2009). Por otro lado, otro estudio ha demostrado que
polimorfismos en PD-L2 se asocian con susceptibilidad de padecer lupus eritematoso
gistémico (Wang y col, 2007D).

Respecto a los estudios realizados con estos polimorfismos destaca el realizado por
Ni y col, en poblacion japonesa (Ni y col, 2007). En este trabajo fueron analizados 8
SNPs para PD-L1 y 9 SNPs para PD-L2 (Figura 4) obteniéndose resultados muy
variados, que de acuerdo a lo sefialado, dependen de una confirmacién posterior con

un tamafio muestral mayor.
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Figura 4. Esquema de la estructura 'y polimorfismos de los genes PD-L1y PD-
L2. Los polimorfismos se¢ muestran en numeros, los exones codificantes en bloques
negros, los exones no codificantes en blogues blancos y las regiones intromnicas se

muestran como lineas (Extraido de Niy col, 2007).
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Los estudios genéticos de estos ligandos realizados previamente sobre susceptibilidad
a la DM1 no han arrojado resultados significativos hasta ahora. Debido al papel que
cumplen ambos ligandos dentro de la via de PD-1 y su relacién con la mantencion de
la tolerancia periférica, se hace relevante realizar un analisis genético fino de esta
region. Esto se puede realizar mediante Ia construccién de distintos haplotipos, dela
determinacién de expresién génica y secrecién de estos ligandos, y de su asociacion
con ¢l desarrollo de fenotipo DM1 en humanos. Estos analisis nos ayudarian a evaluar
el papel de estos ligandos dentro de la generacion de respuesta autoinmune y su

potencial como marcador genético de esta enfermedad.
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6. Hipotesis

Existe asociacién entre los polimorfismos en los genes ligandos del receptor de
muerte celular programada (PD-L1 y PD-1.2) y los niveles séricos de estas proteinas

con mayor susceptibilidad a DM1 en poblacion chilena.

7. Objetivos

Objetivo general
e Determinar las frecuencias alélicas y genotipicas de tres polimorfismos de PD-
L] (1s822342, 152297137 y 1s4143815) y tres polimorfismos de PD-L2
(1516923189, rs7852996 y 1s7854303) en poblacion diabética tipo 1 y

controles sanos de la Regién Metropolitana.

Objetivos especificos
s Construir haplotipos de riesgo y/o proteccion a partir de los polimorfismos de
PD-L1yPD-L2.
e Asociar genotipos con niveles séricos de los ligandos PD-LI y PD-L2.
o Determinar la posible asociacién entre genotipos de riesgo y/o proteccion

(PD-L1 y PD-L2) con marcadores de autoinmunidad clasicos de la DM1
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MATERIALES Y METODOS

1. Participantes del Estudio

En este estudio participaron 205 pacientes debutantes con DMI1 de la Region
Metropolitana, con un rango etario de 6 meses - 17 afios, provenientes del Instituto
de Investigaciones Materno Infantil (IDIMI) del Hospital San Borja Arriaran. El
diagnéstico de DM1 fue realizado en base al criterio utilizado por la Asociacién
Americana de Diabetes (ADA) (Silverstein y col, 2005). Las muestras de sangre
fueron colectadas en el centro hospitalario, previa firma de consentimiento informado
por los padres del probando y/o asentimiento informado por parte de los nifios
mayores de 10 afios. Ademas, en este estudio se utilizaron muestras de 205 controles
sanos. Estos procedimientos se encuentran aprobados por los comités de ética del
Hospital San Borja Arriaran (Servicio de Salud Medicina Central) y Facultad de

Medicina de la Universidad de Chile.

2. Diserio de Estudio

Para estudiar Ja posible asociacion entre los polimorfismos de los ligandos PD-L1 ¥
PD-L2 con prevalencia de DM, se realizo un estudio del tipo caso-control con el fin
de estimar la posible diferencia en el patrén de desequilibrio de ligamiento entre el
grupo de nifios enfermos versus el grupo control. A partir de este estudio también se
realizé un apalisis de asociacion directa para establecer la posible existencia de

haplotipos de riesgo.
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3. Extraccién de ADN

De cada uno de los participantes de este estudio se colectaron aproximadamente 5 mL
de sangre periférica, la cual fue centrifugada a 275 g en centrifuga clinica para separat
el suero de las particulas en suspensién (eritrocitos, linfocitos y plaquetas
principalmente). Se almacenaron 500 pL del suero de cada muestra para analisis
posteriores de citoquinas y anticuerpos, mientras que las células precipitadas fueron
sometidas al proceso de extraccion de ADN con el método de Chomezynski. Para ello
se mezclé el residuo o “pellet” con tampdn de lisis (sacarosa 0,32 M; Tris 10 mM pH
7,5; MgCl, 5 mM; Tritén X-100 1%) en proporcion 1:5 y luego se centrifugd a 1900
g durante 10 minutos. Después de repetir este proceso 3 veces se resuspendi6 el
residuo lisado con 1 mL de sohicién de Chomczynski (CHsN; x HSCN + 0,
Winkler Lida., Santiago, Chile). Luego de 1 hora se agregaron 4 mL de etanol
absoluto frio y se centrifugd a 1900 g durante 3 minutos. Este proceso se repitié 3
veces. Finalmente el residuo se dejé secar y se rehidrato con 150 pL de NaOH 8 mM.
El ADN obtenido fue analizado en un equipo GeneQuant (Pharmacia Biotech,

Cambridge, Inglaterra) para obtener su concentracion y nivel de pureza.

4. Discriminacién Alélica

Cada muestra de ADN se someti6 a genotipificacién por medio de sondas TagMan®
a través de la reaccion de PCR en tiempo real siguiendo las condiciones indicadas por
el fabricante (Ensayo TaqMan Predisefiadas para Genotipificar SNP, Applied
Biosystems, California, EEUU), en un equipo Agilent Mx3005P (Agilent
Technologies, California, EEUU). Este ensayo esta basado en la capacidad de ligar

sondas fluorescentes a secuencias especificas del ADN, especificamente una sonda
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para cada alelo. Cada secuencia, ademas de estar unida a un fluoréforo, estd unida a

un apagador, por lo que en este estado no emite fluorescencia. Una vez que la

secuencia especifica de la sonda, para el alelo determinado, se une a su secuencia

homéloga en el ADN de interés, la accion de la ADN polimerasa durante la PCR

separa tanto a la sonda como al apagador de la secuencia, produciéndose asi la

fluorescencia que es detectada por el equipo. Las sondas y sus especificaciones

generales se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Detalle de cada polimorfismo y las sondas de acuerdo a Io seralado en

Applied BiosystemsTM '

Ligando SNP Ubicacién Tipo Polimorfismo Secuencia Contexto
(GEN) Sondas [VIC/FAM]
PD-L1 rs822342 Chr.9: Intrdn, C/T TGCTCCCTGGGTGAGA

{CD274) 5453973 Sustitucion GTGATGAAA[CIT]AGT

Transicion, AGGGGATTTTCCCCIT
Intragénico CTTTTC
152297137 Chr.9: Intrdn, A/G TGCAAAGGCATTCCAC
5465732 Sustitucion TGTTCAACAJA/G]CAA
Transicion, TTATATTGAAGCTGAG
Intragénico TGGGAT
54143815 Chr.9: 3UTR, C/G TTGCCTCCACTCAATG
5468257 Sustitucion CCTCAATTTI[C/G]TTTT
Transversion, CTGCATGACTGAGAGT
Intragénice CTCAG
PD-L2 rs16923189 Chr.9: 5°UTR, A/G TTACCCATCCTCATAT
(PDCD1 5510644 Sustitucion GTCCCAGCT[A/G]GAA
LG2) Transicion, AGAATCCTGGGTTGGA
Intragénico GCTACT
rs7852996 Chr.9: Intron, AT CGGCTTCCAGCTAGAT
5569860 Sustitucion GAACTTTTT[A/T]AAA
Transversion, AAAATTAGTTCCTCAC
Intragénico TCAAAT
157854303 Chr.9: Mutacién C/T TGGCTGCTTCACATTT
5557672 Mis-sense, TCATCCCCT[C/T|CTGC
Sustitucion ATCATTGCTTYCATTTT
Transicion, CATA
Intragénico
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5. Determinacién Serolégica de los Ligandos PD-L1 y PD-1.2

Las concentraciones séricas de PD-L1 y PD-L2 fueron realizadas por el Servicio de
Inmunologia de la Universidad Complutense (Hospital 12 de Octubre, Madrid,
Espaiia), perteneciente al Laboratorio de Inmuno-genética a cargo del Dr. Jorge
Martinez-Lazo. Los sueros fueron enviados a una temperatura de -20°C para su
conservacion. Para las determinaciones de cada ligando se utilizé un volumen de 30
pl. de suero por muestra. Las determinaciones de PD-L1 se realizaron mediante
ELISA, utilizando un kit comercial obtenido de antibodies-online Inc. (Atlanta,
EEUU) con coeficientes de variacion intraensayo de 1,56% e interensayo de 4,28%.
Por otro lado, la determinacién para PD-L2 se realizé con un kit de ELISA en
experimentacion, por Io que los datos obtenidos se encuentran en validacion. Los

coeficientes de variacidn en este ensayo son: 3,67% intraensayo y 5,8% interensayo.

6. Deteccién de Autoanticuerpos

La presencia de anticuerpos anti-GAD65 y anti-IA2 fue determinada mediante
inmunoensayo enzimatico (ELISA) con el uso de kits comerciales Medizym® anti-
IA2 v Medizym® anti-GAD (Medipan GmbH, Alemania) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Para la determinacion de anti-GADG6S se utilizé un
volumen de 25 pL y para anti-IA2 se utilizé 50 pL de suero, previamente
almacenados a -20°C. La detecciéon de anticuerpos se llevd a cabo de manera semi-
cuantitativa tomando como referencia el valor de 5 Ul/mL para GAD65 y 10 Ul/mL
para 1A2. Aquellas muestras con un titulo mayor o igual a dicho valor fueron

consideradas “muestras positivas”.
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7. Analisis Estadistico y Bioinformatico

Las comparaciones de frecuencia alélicas y genotipicas entre casos y controles fueron
analizadas mediante 1a prueba estadistica de ¥, la cual también se utilizo para evaluar
la concordancia de las frecuencias genotipicas con respecto al equilibrio de Hardy-
Weinberg. Un valor de p<0,05 fue considerado como estadisticamente significativo.
Para la construccion de haplotipos se utilizo el programa SHEsis (URL:
http:f/202.120.7.14/ana1ysis/myAna1ysis.php) (Li y col, 2009). Ademés, este
programa entregd los datos acerca del desequilibrio de ligamiento de los
polimorfismos analizados.

Para la realizacién de comparaciones entre los distintos grupos de datos se utilizaron
herramientas estadisticas distintas dependiendo del tipo de distribucion de las
variables. En el caso de variables con distribucién normal se us6 estadistica
paramétrica (t-Student), y los resultados fueron expresados como media + DE. Para
las variables sin distribucién normal los valores fueron expresados como mediana y
rango, utilizandose la prueba estadistica U de Mann-Whitney para su analisis. El
programa utilizado fue GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc. San Diego CA,

EEUU).
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RESULTADOS

1. Frecuencias Genotipicas y Alélicas

Se compararon las frecuencias genotipicas y alélicas obtenidas para los tres
polimorfismos de PD-L1 y para los tres polimorfismos de PD-L2. Para facilitar la
lectura y diferenciacion de cada SNP, se les reasigné un nombre a cada uno,
quedando de la siguiente forma: RS42 (1s822342), RS37 (1s2297137) y RS15
(rs4143815) para los polimorfismos de PD-L1; y RS89 (rs16923189), RS96
(1s7852996) y RS03 (rs7854303) para los polimorfismos de PD-L2.

Tos datos de frecuencia obtenidos para PD-L1 se encuentran en Jas tablas 2, 3y 4, En
el caso del polimorfismo RS42 (Tabla 2), el alelo C presenta una mayor frecuencia
que el alelo T tanto en pacientes como controles, pero con una marcada tendencia
hacia DM1 (0,64). También s¢ puede observar que hay un leve aumento de la
frecuencia del alelo T en los controles (0,41). Sin embargo, ninguna de las diferencias

encontradas en este SNP es estadisticamente significativa.

Tabla 2. Distribucién del polimorfismo RS42 en pacientes con DMI1 y controles
sanos.

Pacientes (n=195) | Controles (n=192)

Frecuencias Genotipicas N F N F Valor p

cC 80 0,41 67 0,35
CT 91 0,47 93 0,48 0,3181

TT 24 0,12 32 0,17

Valor p Hardy-Weinberg 0,809 0,977
Frecuencias Alélicas

C 251 0,64 227 0,59 0,1334

T 139 0,36 157 0,41

OR [95% IC] 1,2489 [0,9341~1,6698]
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La Tabla 3 muestra los datos para el polimorfismo RS37, en donde se observa mayor
frecuencia del alelo G en pacientes con DMI (0,73) y en controles (0,66) en
comparacién con el alelo A. Sin embargo, al comparar el alelo A entre pacientes y
controles, se puede ver un aumento en la frecuencia en controles sanos (0,34). Las
diferencias alélicas encontradas son estadisticamente significativas.

Tabla 3. Distribucion del polimorfismo RS37 en pacientes con DM1 y controles
SAnos.

Pacientes (n=197) | Controles (n=195)
Frecuencias Genotipicas N F N F Valor p
AA 17 0,09 24 0,12
AG 72 0,36 84 0,43 0,1126
GG 108 0,55 87 0,45
Valor p Hardy-Weinberg 0,320 0,600
Frecuencias Alélicas
A 106 0,27 132 0,34 0,0346*
G 288 0,73 258 0,66
OR [95% IC] 0,7194 [0,5298~0,9768]
* p<0,05.

Para el polimorfismo RS15 (Tabla 4), la distribucién alélica entre pacientes y
controles es diferente. Se encontrd un aumento en la frecuencia del alelo G para los
pacientes con DM1 (0,57), mientras que para Jos controles sanos hay un leve aumento
en la frecuencia del alelo C (0,52). Estas diferencias son estadisticamente

significativas.
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Tabla 4. Distribucién del polimorfismo RS15 en pacientes con DMI1 y controles

sanaos.
Pacientes (n=195) | Controles (n=194)

Frecuencias Genotipicas N F N F Valor p

CC 46 0,24 56 0,29
CcG 77 0,39 88 0,45 0,0586

GG 72 0,37 50 0,26

Valor p Hardy-Weinberg 0,006 * 0,200
Frecuencias Alélicas

C 169 0,43 200 0,52 0,0218*

G 221 0,57 188 0,48

OR [95% IC] 0,7188 [0,5420~0,9534]

* p<0,05; "no estd en equilibrio H-W.

Todas las poblaciones en estudio se comportan de acuerdo al equilibrio Hardy-

Weimberg (H-W) con excepcién de los pacientes en el polimorfismo RS15 (p=0,006).

Para las frecuencias genotipicas de cada polimorfismo, no se encontraron diferencias

significativas.

Los resultados obtenidos para PD-L2 se muestran a continuacion en las tablas 5, 6 y

7. Con respecto al polimorfismo RS96 (Tabla 5), no present6 variacién genotipica,

fijandose en el genotipo AT. Por otro lado, las frecuencias genotipicas no tienen

distribucion H-W.
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Tabla 5. Distribucion del polimorfismo RS96 en pacientes con DMI1 y controles

sanos.
Pacientes (n=182) | Controles (n=173)
Frecuencias Genotipicas N F N F Valor p
AA 0 0,00 0 0,00
AT 182 1,00 173 1,00 1
TT 0 0,00 0 0,00
Valor p Hardy-Weinberg 0,0 0,0
Frecuencias Alé€licas i
A 182 0,50 173 0,50
T 182 0,50 173 0,50
OR [95% IC] 1,0000 [0,7450~1,3422]

El polimorfismo RSO3 (Tabla 6) mno presenta variacién genotipica al igual que el

RS96, fijandose en el genotipo CC. En relacién a las frecuencias genotipicas, no

tienen distribucion H-W.

Tabla 6. Distribucion del polimorfismo RS03 en pacientes con DM1 y controles

sanos.
Pacientes (n1=197) | Controles (n=193}
Frecuencias Genotfpicas N F N F Valor p
CC 197 1,00 193 1,00
CT 0 0,00 0 0,00 -
TT 0 0,00 0 0,00
Valor p Hardy-Weinberg - -
Frecuencias Alélicas
C 394 1,00 386 1,00 -
T 0 0,00 0 0,00
OR [95% IC] -
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Por tltimo, en la Tabla 7 se observa que en el SNP RS89 existe un leve aumento de Ja

frecuencia del alelo G en pacientes y controles (ambos 0,51). En relacion al equilibrio

H-W, la frecuencia de pacientes y controles en el RS89 se distribuyen de acuerdo a las

frecuencias esperadas, por lo que ambos grupos se encuentran cn equilibrio.

Tabla 7. Distribucion del polimorfismo RS89 en pacientes con DMI1 y controles

sanos.
Pacientes (n=183) | Controles (n=192)
Frecuencias Genotipicas N F N F Valor p
AA 44 0,24 46 0,24
AG 91 0,50 95 0,49 0,9973
GG 48 0,26 51 0,27
Valor p Hardy-Weinberg 0,946 0,892
Frecuencias Alélicas
A 179 0,49 187 0,49 0,9543
G 187 0,51 197 0,51
OR [95% IC] 1,0084 [0,7572~1,3429]

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en cada una de las

frecuencias genotipicas analizadas en los polimorfismos de PD-L2.

2. Desequilibrio de Ligamiento

Se determind el desequilibrio de ligamiento (D’) entre pares de polimorfismos

analizados (Figura 5). Sin embargo, dentro de este analisis no fueron considerados los

polimorfismos RS96 y RSO3 debido a que no se observé variacion genotipica.
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Figura 5. Esquema de Desequilibrio de ligamiento para los polimorfismos RS42,
RS37, RS15 y RS89. Los numeros dentro de las casillas indican el valor de
desequilibrio (D) que va desde 0-1 (0-100). El color rojo indica la cercania con el
ligamiento perfecto (valor 1), en cambio colores menos rojos sefialan alejamiento a
este ligamiento perfecto. Extraido de los resultados obtenidos con el programa
SHEsis.

Como se muestra en la Figura 5, fueron detectados dos valores de D” importantes que
indican que estos polimorfismos estan ligados en ¢l cromosoma. Entre los
polimorfismos RS42 y RS37 se obscrva un valor de D’=0,76, mientras que para los
polimorfismos RS37 y RS15 sc reporta un valor mucho mas alto, acercindose al
ligamiento perfecto (D'=0,91). Por lo tanto, el polimorfismo RS37 tiene una alta
probabilidad de segregar junto a los polimorfismos RS42 y RS15. Sin embargo, estos
tltimos presentan un D’=0,34, lo que indica que no estan ligados entre ellos y que se
encuentran separados. El resto de los valores se encontraron muy por debajo de lo

aceptable (D’<0,5) (Reich y col, 2001), lo que sugiere que no existe asociacion.
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3. Haplotipos

La Tabla 8 nos indica los valores entregados por SHEsis para [a construcci6n de
haplotipos. Se observé solo un haplotipo con asociacion a DMI1. El haplotipo CGGA
presenté un Odds Ratio (O.R.)=1,41 con un rango de [1,02-1,95] para un 95% de
Intervalo de Confianza (IC). Este haplotipo presenta una frecuencia de 0,32 en
pacientes en comparacion con un 0,25 para controles. Esto es, que los portadores del
haplotipo CGGA tiene un factor de riesgo a DM1 1,41 veces mayor que las personas

que no lo poseen.

Tabla 8. Frecuencias haplotipicas de los polimorfismos RS42, RS37, RS1S y
RS89 para pacientes y controles.

HAPLOTIPOS F F Odds Ratio |
(RS42-RS37-RS15-RS89) pacientes | controles [95%IC]
CGCA 0,03 0,05 0,58 [0,28-1,23]
CGCG 0,13 0,14 1,00 [0,66-1,53]
CGGA 0,32 0,25 1,41 [1,02-1,95]
CGGG 0,12 0,11 1,09 [0,69-1,72]
TACA 0,07 0,09 0,75 [0,44-1,27]
TACG 0,16 0,19 0,82 [0,56-1,20]
TGGA 0,04 0,06 0,68 [0,35-1,31]
TGGG 0,06 0,05 1,27 [0,68-2,36]

F<0,03 son ignoradas por el programa. RS96 y RSO3 no fueron considerados en este
analisis.

Al observar que el RS89 de PD-L2 presenla las mismas frecuencias en casos ¥
controles, se realizé un segundo analisis de haplotipos. Esta construccion (Tabla 9) se
realizé solo con los polimorfismos de PD-L1.Este analisis arrojo solo un haplotipo

con asociacién a DM, el cual presenta la misma combinacién que en el analisis
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anterior. Sin embargo presenté frecuencias més altas en pacientes y controles, y un

O.R. mayor que el anterior.

Tabla 9. Frecuencias haplotipicas de los polimorfismos RS42, RS37 y RS15 para
pacientes y controles.

HAPLOTIPOS F F Odds Ratio
(RS42-RS37-RS15) | pacientes | controles [95%IC]
CAC 0,03 0,04 0,81 [0,37-1,75]
CGC 0,17 0,19 0,90 [0,62-1,31]
CGG 0,44 0,36 1,44 [1,08-1,93]
TAC 0,22 0,28 0,72 [0,52-1,00]
TGG 0,11 0,12 0,97 [0,62-1,51]

F<0,03 son ignoradas por el programa.

4. Genotipos

Se realizo un anilisis posterior con genotipos combinados de los polimorfismos en
estudio, para determinar si existen genotipos asociados a riesgo o proteccion a DM1.
Los datos obtenidos para el primer analisis se encuentran en la Tabla 10. Solo se
consideraron los genotipos més frecuentes (mayores a 3%). Fueron detectadas tres
combinaciones genotipicas asociadas a riesgo de padecer DM1 y dos combinaciones
asociadas a proteccion. Las combinaciones asociadas a riesgo presentan O.R. de entre
13, 5 (combinacién 3) hasta 31,57 (combinacién 5), todos con frecuencias mayores en
pacientes. Por otro lado, las combinaciones genotipicas asociadas a proteccion
presentan un O.R. de 0,05 (combinacion 4) y 0,18 (combinacién 2) con frecuencias

mas altas en los casos.
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Tabla 10. Distribucién de los genotipos miiltiples mas frecuentes en pacientes y
controles.

Combinacion Pacientes Controles
Genotipica * N | F(%) | N | F(%) | Odds Ratio 95% IC
CC-AG-CG-AG 8 402 | 5 2,56 1,33 [0,26 - 6,81]
CC-AG-CG-GG 6 | 302 | 5 2,56 1,20 [0,25 - 5,85]
CC-GG-CG-AG 7 352 | 7 | 3,59 0,80 [0,15 — 4,30]
CC-GG-GG-AG 8 | 402 | 4 1 2,05 0,22 10,02 - 2,46]
CC-GG-GG-GG (1) 9 4,52 1 0,51 15,00 [1,21 — 185,3]
CT-AG-CG-AG (2) 6 | 3,02 | 14| 7,18 0,18 [0,03 — 0,96]
CT-AG-GG-AG (3) 9 4,52 4 | 2,05 13,50 1,20 - 152,3]
CT-AG-CC-AG (4) 0 0,00 8 | 410 0,05 [0,00 — 0,95]
CT-GG-CG-AG 10 | 5,03 8 | 4,10 0,79 [0,21—3,00]
CT-GG-GG-AG 11 | 5,53 7 1 3,59 0,58 [0,12 - 3,01]
CT-GG-CC-AA (5) 8 4,02 3 1,54 31,57 [1,37 — 725,8]

*Combinacién Genotipica sigue el siguiente orden: RS42-RS37-RS15-RS89.

Aunque se obtuvieron resultados significativos en el analisis anterior, se realizd un
segundo analisis. Esto es debido a que las combinaciones genotipicas construidas con
los cuatro polimorfismos presentan frecuencias pequefias por lo que poseen un bajo
poder estadistico. Para este nuevo andlisis se dejo fuera el RS89, y se construyé una

nueva combinacion solo con los polimorfismos de PD-L1 (Tabla 11).
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Tabla 11. Distribucién de los genotipos miiltiples mas frecuentes en pacientes y
controles para la combinacion genotipica de RS42-RS37-RS15.

Combinacién | Pacientes Controles
Genotipica N |F(%) | N | F(%) | Odds Ratio 95% IC
CT-AG-CC 5 2,51 | 11 5,64 0,41 [0,10 - 1,61]
CC-GG-CC | 11 | 5,53 | 10 | 5,13 1,10 {0,33 —3,64]
CT-AG-GG | 11 | 5,53 | 11 | 5,64 1,07 [0,35 - 3,25]
CC-GG-CG | 14 | 7,04 | 15 7,69 1,13 [0,41-3,13]
CT-GG-CG | 14 | 7,04 | 17| &72 0,71 [0,25 —1,99]
CC-AG-CG | 15| 7,54 | 13 | 6,67 1,44 {0,53 —3,89]
CT-AG-CG |16} 804 | 20| 10,26 0,45 [0,16 —1,28]
CT-GG-CC | 16 | 8,04 9 4,62 1,36 [0,46 — 4,04]
CT-GG-GG | 17 | 854 | 13 6,67 0,58 [0,19 —1,75]

CC-GG-GG | 18 | 9,05 8 4,10 9,00 [1,35 —-52,29]
TT-AG-CC 2 | 101 8 4,10 0,55 [0,08 —3,60]

A partir de este anlisis se obtuvo solo una combinacion genotipica con asociacion a
DM1. Se determind un O.R.= 9,00 para la combinacién CC-GG-GG; con una
frecuencia de 9,05 para pacientes en comparacion con una frecuencia de 4,10 en los
controles. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas asociadas a
combinaciones genotipicas de proteccion a DM1.

Finalmente se realizo un tltimo analisis de genotipos combinados. Se construy6 una
combinacién genotipica simple de los polimorfismos RS37 y RS15, los cuales
presentaron las tinicas diferencias estadisticamente significativas en las distribuciones
alélicas durante este estudio (Tabla 12). De acuerdo a los resultados, se observo que
las combinaciones GG-GG y AG-CC presentan diferencias estadisticamente
significativas. La combinacion GG-GG presenta una frecuencia de 19,6 en diabéticos
versus una frecuencia de 12,82 en controles con un O.R.= 3,12 asociado a riesgo de
DM1. Por otro lado, la combinacién AG-CC presenta frecuencias de 6,53 en

pacientes y 13,33 en controles, con un O.R.= 0,36 asociado con proteccién a DM1.
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Tabla 12. Distribucién de los genotipos simples mis frecuentes en pacientes y
controles para la combinacién genotipica de RS37-RS15.

Combinacién | Pacientes Controles
Genotipica | N | F(%) | N | F (%) | Odds Ratio 95% IC
AA-CG 6 | 3,02 | 10 | 5,13 0,48 [0,12 - 1,90]
AA-GG 101 5,03 8 | 4,10 1,46 [0,52—-4,12]
AG-CG 35 | 17,59 | 41 | 21,03 0,63 [0,29-1,37]
AG-GG 23 | 11,56 | 17 | 8,72 1,47 [0,67 —3,21]
GG-CG 34 | 17,09 | 37 | 18,97 0,59 [0,30-1,17]
GG-GG 39 | 19,60 | 25 | 12,82 3,12 [1,36 —7,19]
AG-CC 13| 6,53 | 26 | 13,33 0,36 [0,16 — 0,85]
GG-CC 33 | 16,58 | 24 | 12,31 2,29 0,73 -7,17]

5. Concentraciones Séricas de PD-L1y PD-L2

Los datos obtenidos de la cuantificacién realizada mediante ELISA para PD-L1y PD-
12 se encuentran en la Tabla 13. En este caso, los datos obtenidos de controles
pertenecen 2 personas sanas, mayores de 25 afios y sin antecedentes de enfermedades
autoinmunes. Los datos entregados para la poblacién diabética y controles no

presentan distribucion normal en ninguno de los ligandos (datos no mostrados).

Tabla 13. Datos serolégicos de los ligandos PD-L1 y PD-L2 en pacientes con
DMI1 y controles.

LIGANDOS PD-L1 (ng/mL) PD-L2 (ng/mL)
Pacientes Controles Pacientes Controles
Mediana 1,42 3,35 0,95 2,88
Rango 0,23-7,45 | 0,49-5,89 | 0,16-3,77 0,24 - 5,01
N 198 189 175 120
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Se puede observar que existe una disminucion de la concentracion de ambos ligandos
en los pacientes al compararlos con los controles (Tabla 13 y Figura 6). Esta
diferencia es estadisticamente significativa. Al mismo tiempo, se puede observar que
en ambas poblaciones es menor la concentracion de PD-L2 en comparacion con PD-
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Figura 6. Concentracion sérica de los ligandos PD-L1 y PD-L2 en pacientes y
controles. Se¢ muestra el promedio y la desviacion estandar para cada ligando en
pacientes y controles. Para determinar si existen diferencias significativas entre casos
y controles se utilizo el test estadistico t de Student para muestras no pareadas.
*p<0,05.

Al comparar los niveles de cada ligando por paciente, se observa que el ligando PD-
L2 se encuentra disminuido en relacién al ligando PD-L1. Las diferencias son

estadisticamente significativas (Figura 7).
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Figura 7. Datos serolégicos de los ligandos en pacientes con DM1. Los datos
indican que hay una disminucion estadisticamente significativa de PD-L2 en
comparacion con PD-L1. La linca horizontal indica el valor de la mediana para cada
ligando. Test estadistico utilizado: Wilcoxon para muestras pareadas. ***p<0,0001.

6. Concentraciones Séricas de Autoanticuerpos

La cuantificacion de la presencia de anticuerpos especificos contra elementos del
péncreas, en este caso los anticuerpos GADG65 e 1A2, se presentanen la Tabla 14. Los
datos corresponden a la positividad de estos autoanticuerpos, de acuerdo a los valores
de referencia descritos anteriormente en Materiales y Métodos. Los resultados
correspondientes a controles no se¢ muestran en la tabla, debido a que fueron

negativos para ambos autoanticuerpos en toda la poblacién control de analisis.
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Tabla 14. Distribucion de la presencia de autoanticuerpos en pacientes con

DMI1.
Anticuerpo Positivo N %o
anti-GADG65 138 | 70,77
anti-1A2 105 53,85
anti-GADG5 + anti-TAZ 80 41,03

A partir de estos resultados, se puede observar claramente que los pacientes presentan

mayor frecuencia para anti-GADG65 en comparacién con anti-IA2. Los pacientes que

presentaron ambos autoanticuerpos representan el 41,03% del total.

7. Genotipos y Ligandos

Se agruparon los datos de las concentraciones de los ligandos de acuerdo a los

genotipos de cada polimorfismo (Tabla 15). Aparentemente no se muestra una

tendencia en la concentracién de ligandos de acuerdo a la distribucion de los

genotipos.
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Tabla 15. Datos de distribucién porcentual por genotipos y concentraciones
séricas de PD-L1 y PD-L2.

PD-L1 (ng/mL) PD-L2 (ng/mL)

Polimorfismo | Genotipo Y Mediana [Rango] % Mediana [Rango]
cC 447 | 1,4370,23-5,67] | 444 | 088[0,16 - 2,67]

RS42 CT 437 | 1,05[0,33-4,89] | 422 | 0,75 {0,22 - 3,33]
TT 11,6 | 1,46[0,57-7,34] | 13,3 | 1,21[0,45-3,77

AA 77 | 1,4270,62-4,33] | 88 | 1,00[0,45 -3,77]

RS37 AG 336 | 1,23[0,38-4389] | 30,8 | 0,74[0,27-2,45]
GG 587 | 1,41[0,23-7,34] | 60,4 | 0,99[0,16 - 3,33]

cC 223 | 1,44[0,38-433] | 23,3 | 0,76[0,16-3,77]

RS15 CG 369 | 1,01[0,23-5,67] | 356 | 0,94[0,22-3,33]
GG 408 | 1,45[0,29-7,34] | 41,1 | 0,88[0,26 - 2,89]

AA 281 | 1,55[0,23-7,34] | 25,0 | 1,04[0,34 - 2,89]

RS89 AG 500 | 1,43[0,38-567] | 524 | 0,79]0,0-3,77]
GG 219 | 1,25[0,57-4,62] | 22,6 | 0,88[0,27-2,67]

Para conocer si existe significancia en estos valores, se realizd un andlisis de las
concentraciones entre genotipos de cada polimorfismo. Como resultado, no se
encontraron  diferencias  estadisticamente  significativas  en los valores de

concentracién, tanto en PD-L1 como en PD-L2 (Figura 8).
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Figura 8. Concentraciones de PD-L1 y PD-L2 de a cuerdo a los genotipos
analizados en este estudio. Se muestra la mediana y el rango de las concentraciones
de PD-L1 (A) y PD-L2 (B) para cada genotipo analizado. Las barras de diferentes
tonos se corresponden con un polimorfismo de la siguiente manera: verde (RS42), lila
(RS37), azul (RS15) y naranjo (RS89). Test estadistico: Kruskal-Wallis con Dunns
post test.

8. Genotipos y Autoanticuerpos
Para determinar la posible asociacién entre genotipos de riesgo y/o proteccion con

los marcadores de autoinmunidad clasicos de la DMI, se realizd un analisis
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comparativo entre cada genotipo obtenido y la presencia de anti-GAD65 y anti-[A2.
Solo se realizé este andlisis con el grupo de pacientes DM1, debido a que en el grupo
control no se enconird presencia de autoanticuerpos. Los datos obtenidos se
presentan en la Figura 9, en donde se puede observar que la mayoria de los genotipos
analizados sigue la tendencia general de distribucion de autoanticuerpos positivos.
Esto es, que hay un mayor porcentaje de pacientes que presenta el anticuerpo anti-
GAD65, seguido por un porcentaje de anti-IA2 y finalmente con menor frecuencia
para ambos anticuerpos. Sin embargo el genotipo CC del RS15 escapa a esta
tendencia, puesto que presentd un mayor porcentaje de anti-IA2. Para analizar la
significancia de estos datos se realizo el test de x*. Como resultado, se encontré una

diferencia estadisticamente significativa entre los genotipos CCy CG del RS15.

100- Em Anti-GADES5
" B Anti-Al2
80- —_— 5 Anti-GADSS + Anti-IA2

Frecuencia

CC CT TT, AA AG GG CC CG GG, AA AG GG,
RS42 RS37 RS15 RS89

Figura 9. Distribucién de autoanticuerpos por genotipo. Se presentan las
frecuencias de autoanticuerpos positivos para anti-GAD65, anti-IA2 y para ambos
(anti-GAD65 + anti-IA2). ** p<0,01
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DISCUSION

La compleja ctiologia de la DMI hace necesario que se identifiquen el mayor nomero
de factores que intervienen en el momento del diagnéstico y durante el desarrolio de
la enfermedad, con miras a las medidas de prevencién de estos dos fenémenos. La
determinacién de estos factores varfa de acuerdo a la poblacién de andlisis, tomando
en cuenta especialmente la base genética de cada poblacién y etnia a estudiar. Este
estudio basado en polimorfismos de¢ los ligandos PD-1 conmstituye la primera
aproximacién genética realizada en Latinoamérica.

La carga genética, asociada al factor autoinmune de la enfermedad, ya ha sido objeto
de estudio en nuestra poblacion. Genes como CTLA-4y PD-1, se han relacionado con
la autoinmunidad, especificamente con alteraciones en Ia apoptosis, que derivan en
una resistencia por parte de los LT a la muerte celular programada y que los
transforma en LT autorreactivos, rompiendo la tolerancia auto génica. Estos luego son
capaces de atacar células propias y, en el caso de DM, de agredir a las células p del
pancreas. Ademas, un reciente estudio realizado en pacientes chilenos con DM1 que
analizd perfiles de expresion de genes pro-apoptéticos y anti-apoptoticos (Valencia y
col, 2012), reveld resultados muy interesantes que darfan cuenta de los eventos
relacionados con la reactividad de los LT. En el estudio realizado por Valencia y col
(2012), se reporté una expresion elevada del gen que codifica la proteina anti-
apoptotica XIAP y niveles disminuidos del gen que codifica la proteina pro-apoptética
FAS en CMP, sometidas a concentraciones elevadas de glucosa, lo que podria
relacionarse en forma indirecta con los fenémenos de mayor reactividad de los LT,

fendmeno que ha sido observado en otras patologfas (Vendrame y col, 2006).
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Polimorfismos de los genes ligandos PD-L1 y PD-L2

Estudios de polimorfismos en PD-1 ya han sido llevados a cabo en diferentes
poblaciones, incluyendo nuestro pais. No obstante, datos que relacionan sus ligandos
con ¢l desarrollo de DM1 no se habian obtenido hasta ahora.

La asociacién de los polimorfismos de los ligandos de PD-1 con enfermedades
autoinmunes ya ha sido evaluada anteriormente en otros paises. En el caso particular
de este estudio, Ia eleccién de los polimorfismos se basé en datos obtenidos en
distintas poblaciones, como los estudios realizados en poblacién japonesa y taiwanesa
(Ni y col, 2007; Wang y col, 2007a). Los polimorfismos escogidos correspondieron a
aquellos cuyos resultados mostraron altas frecuencias, teniendo o no relacion con
DML. Por lo tanto, se tomé la decision de no considerar polimorfismos con
frecuencias marginales.

La mayor parte de los polimorfismos escogidos y sefialados en la literatura
corresponden a SNPs que se encuentran €n zonas intrénicas del gen. Posiblemente,
este hecho no genera efectos sobre el transcrito de la proteina, como lo que podria
ocurrir si los SNPs se encontraran en regiones traducibles, debido a que estos podrian
generar cambios en el marco de lectura de la proteina. Ademas, en estudios previos
realizados con SNPs de exones e intrones, se observd que existe mayor variabilidad
alélica en regiones intrénicas en comparacién con exones (Tsunoda y col, 2004). Por
otro Tado, se ha reportado que SNPs en regiones intrénicas (o SNPs silentes, como
también se los ha definido) pueden afectar procesos de splicing, siendo a menudo la
causa de distintas enfermedades (Pagani & Baralle, 2004). En algunos casos se ha
descrito que estas mutaciones pueden crear nuevos sitios de splicing, generando asi

nuevos exones (o exén criptico) (Christie y col, 2001). Mutaciones sitio dirigidas a
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un solo punto del genoma, dentro de regiones intrénicas, pueden generar este mismo
efecto (Pagani y col, 2002). Otro efecto posible de SNPs silentes, es la inactivacion o
la creacion de elementos cis- reguladores del splicing (Pagani & Baralle, 2004). Por
lo tanto, los posibles efectos de estos polimorfismos en los ligandos de PD-1 podrian
generar alteraciones en los niveles dc ARNmo enla generacién de ARNm aberrantes,
afectando incluso el procesamiento y la traduccién (Shen y col, 1999). Ademas, se ha
descrito que un SNP inirénico en PD-I altera el sitio de union del factor de
transcripcion (RUNXI) (Prokunina y col, 2002). De acuerdo a esto, se pueden
producir proteinas carentes de dominios funcionales, afectando asi, la unién de estos
ligandos con PD-1 y su efecto sobre la via de regulacién negativa de las células T y,

consecuentemente, gatillar el desarrollo de enfermedades autommunes.

Desequilibrio de Ligamiento

El Desequilibrio de Ligamiento (D”) se relaciona con la frecuencia de recombinacidn
entre alelos vecinos, lo que puede afectar la forma en que estos segregan €n la
descendencia (Reich y col, 2001). Los resultados de este analisis reflejan la forma en
que se ubican en ¢l cromosoma y facilitan Ja construccion de bloques de haplotipos, y
que pueden estar asociados a distintas enfermedades. Segun esto, de los cuatro SNPs
sometidos a este analisis, tres cumplen con altos valores de ligamiento. Esto es, que
los SNPs 1s822342, 152297137 y rs4143815 segregan juntos y estan ubicados en
forma contigua en el cromosoma. Esto ademas concuerda con que estos SNPs
pertenccen al mismo gen (PD-L1), dejando afuera del bloque al rs16923189,

perteneciente a PD-L2.
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Distribucion Alélica, Genotipos y Haplotipos

En este trabajo solo se encontraron dos polimorfismos con diferencias
estadisticamente significativas en sus distribuciones alélicas. Ambos SNPs son
pertenecientes al ligando PD-LI, donde se pudo observar una mayor frecuencia del
alelo G en el 152297137 para ambas poblaciones, pero con mayor frecuencia en
pacientes con DM1 en comparaciéon con controles. Sin embargo, ¢l aumento en la
frecuencia del alelo A en los controles podria asociarse con un posible efecto de
proteccion contra el desarrollo de DM, indicado por el valor de O.R.= 0,72. En el
caso del rs4143815, se observé una marcada tendencia del alelo G en pacientes frente
a controles. Sin embargo, la distribucién de este polimorfismo en la poblacién
diabética no estd en equilibrio Hardy-Weimberg, ya que la proporcién genotipica tiene
una marcada tendencia a la homocigocidad (GG) y al genotipo CG. Uno de los
eventos que afectan el equilibrio H-W es la mutacién, por lo que, en este caso, el SNP
es el responsable que el alelo G afecte este equilibrio en la poblacién diabética. Sin
embargo, de acuerdo al O.R.= 0,72 existirfa proteccién a DM1 dado por el alelo C, ya
que en controles presenta un aumento en relacion a pacientes. Por otro lado, el
15822342 que no presenté diferencias estadisticamente significativas en su
distribucién, mostré un aumento del alelo C en los casos y un aumento del alelo T en
controles. Estos datos s6lo concuerdan con lo encontrado en controles de Japon (C =
0,55 y T = 0,44), ya que en pacientes con DMI en ese pais, se observé la misma
frecuencia para Cy T (0,5) (Niy col, 2007).

En relacién con los polimorfismos del ligando PD-L2, solo uno de los tres SNPs
analizados presenté variacion genotipica, mientras que los otros dos presentaron solo

un genotipo. Estos resultados difieren considerablemente con los datos publicados
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con anterioridad. En el caso del 157852996, este polimorfismo presentd solo el
genotipo AT, y para el 1s7854303, present6 s6lo el genotipo CC. Este hallazgo
evidencia la variabilidad del genoma a través de las poblaciones, dado que estos
mismos polimorfismos presentaron tendencias muy distintas en poblacion japonesa
(157852996 alelo A caso/control = 0,89/0,84)(Ni y col, 2007) y en poblacion
taiwancsa (rs7854303 alelo C caso/control = 0,86/0,79)(Wang y col, 2007a). Sin
embrago, el tnico alelo que presentd variacion alélica, el 1516923189, no mostrd
diferencias en las frecuencias entre casos y controles. Por lo tanto, los polimorfismos
de PD-L2 escogidos no dieron resultados para el anélisis de asociacién a DMI.

En relacién a la construccién de genotipos multiples y su posible asociacion con
riesgo o proteccion a DMI, al considerar todos los polimorfismos se pudieron
detectar tres combinaciones genotipicas asociadas a un mayor riesgo y dos
combinaciones asociadas con proteccién. Sin ecmbargo, estas combinaciones
presentaron frecuencias muy bajas tanto en casos y controles (menores a 0,06 y 0,08,
respectivamente). Estos resultados no fueron considerados por su bajo poder
estadistico. No obstante, al excluir el polimorfismo de PD-L2 en un nuevo anilisis
estas frecuencias fueron mayores en ambas poblaciones. De acuerdo a esta segunda
combinacion, solo se encontré una combinacién asociada a riesgo para el desarrollo
de DM1 (CC-GG-GG). A pesar de lo anterior, para poder obtener frecuencias altas
en pacientes y controles, se optd por considerar los polimorfismos que obtuvieron
diferencias significativas en los anélisis anteriores, los SNPs rs2297137 y rs4143815
de PD-L1. En este caso, las frecuencias aumentaron notablemente tanto en pacientes
como en controles, alcanzando valores de hasta 0,2, y fue posible obtener

combinaciones relevantes para este estudio. La combinacién GG-GG, con frecuencias
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de 0,20 en pacientes y 0,13 en controles, se asocio a riesgo de padecer DM1 (O.R.=
3,12). Por otro lado, la combinacién AG-CC, con frecuencias de 0,06 en pacientes y
0,13 en controles, se encontrd que se asocia a proteccion contra DMI. Estos
resultados son interesantes en este estudio, ya que estas combinaciones se podrian
evaluar a futuro como posibles marcadores genéticos de susceptibilidad en DM1 en
poblacion chilena.

En relacién a los haplotipos encontrados, el primer analisis arroja un haplotipo
asociado a riesgo de DM1 con un O.R.= 1,41, pero al igual que en el andlisis por
genotipos combinados, al eliminar el polimorfismo de PD-L2 este valor aument6 a
1,44 para el haplotipo C-G-G, en donde igualmente aumentaron las frecuencias en
pacientes y controles. Este hallazgo también estaria indicando la posibilidad de utilizar
estos analisis como posibles marcadores dentro de la poblacién.

De acuerdo a lo anteriormente expuesto, la contribucién de los polimorfismos de PD-
L1 (152297137 y 154143815) serfan los que otorgan una mejor aproximacion al riesgo

y/o proteccion de DMI.

Niveles Séricos de Ligandos

En relacion a los niveles séricos de los ligandos, se encontrd una baja concentracion
de ambos ligandos en los pacientes en comparacién con los controles. Este resultado,
da los primeros indicios de que la expresion de estas proteinas estd alterada en los
pacientes con DMI. Esta disminucién provocaria la existencia de una menor
disponibilidad de ligando para la molécula PD-1, generando que también disminuyan
las sefiales generadas por esta proteina, como la disminucién en la inhibicion de la

activacién celular. Finalmente, esto podria tener una directa relacién con Ila
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disminucién de la apoptosis, provocando una mayor reactividad de las células T en
diabéticos.

Actualmente no se han publicado trabajos relacionados con las concentraciones
séricas de estos ligandos en la DMI, por lo que estos hallazgos son altamente
relevantes en el drea de las enfermedades autoinmunes. Los valores encontrados en
controles siguen la misma tendencia de valores recientemente encontrados en otras
poblaciones de América (Argentina y Colombia, datos ain no publicados). Sin
embargo, se debe sefialar que los andlisis realizados en PD-L2 aun no estan validados
y se encuentran en proceso de interpretacion, debido a la escasa disponibilidad de kits
comerciales para realizar la comparacion y a la dificultad de deteccion en suero de
este ligando, por lo que los resultados para PD-L2 deben ser interpretados con
cautela.

De acuerdo a lo anterior, se podria ampliar el analisis de estos ligandos a otras
enfermedades autoinmunes, ya que posiblemente marcaria la diferencia en cuanto a
establecer si los valores obtenidos corresponden al periil de una persona coi DML, o
de las enfermedades autoinmunes en general.

Al comparar ambos ligandos entre si, se pudo notar una baja en los niveles de PD-L2
en comparacién con los niveles de PD-L1, tanto ¢n pacientes como en controles.
Junto 2 los problemas técnicos de deteccion de PD-L2 mencionados anteriormente,
este fenémeno puede ser cxplicado también debido al pairén de expresion que
presentan, como se ha mostrado en trabajos previos con distintos tipos celulares (Keir
y col, 2008). Estudios anteriores han observado que la expresion de PD-L1 presenta
niveles mas altos que PD-L2 y presenta un rango mucho mas amplio y variado de

expresion en células y tejidos (Keir y col, 2008). Esto también concuerda con lo
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anteriormente revisado en la literatura, sefialando que PD-L2 presenta expresiones
més limitadas en comparacién con PD-L1, siendo lo que posiblemente se esté
observando en esta disminucién de los niveles séricos.

Cuando se relacionaron los niveles séricos de los ligandos con los genotipos, no se
pudo observar ninguna asociacién preferencial, ya que los valores de ambos ligandos
presentaron una amplia desviacion en los grupos experimentales y no s¢ encontro

tendencia alguna.

Marcadores de Autoinmunidad

Al reatizar el anilisis serolégico para los auto-anticuerpos GAD65 e IA-2, se observd
una alta frecuencia para GAD6S e IA-2 (70% y 54%, respectivamente) en pacientes.
Este resultado es esperable de acuerdo a lo reportado en la literatura, donde la
presencia de los dos autoanticuerpos positivos, se observa en aproximadamente un
75% de los pacientes con DM1, mientras que la presencia de alguno de estos
anticuerpos por si solo imprime un riesgo asaciado al 25% (Verge y col, 1996). Es
importante destacar que estas altas frecuencias solo se presentan para las muestras de
pacientes con DM1, ya que se mostré nula presencia en los controles analizados.
Cuando se compararon las frecuencias de autoanticuerpos con los genotipos de cada
polimorfismo PD-L1 y PD-L2 analizado, se observé que la mayoria present6 la misma
tendencia, una mayor frecuencia de GADG65 que de IA-2. Sin embargo, se pudo
observar solo un genotipo (CC del SNP 1s4143815) que escapo a esta tendencia, el
que presentd mayor frecuencia de IA-2. A pesar de esto, 1o se observé ninguna

asociacién mayor entre este genotipo y la produccion de autoanticuerpos.

54




Proyecciones

Este trabajo sc enmarca dentro de Ja actual tinea de investigacion relacionada con la
bisqueda de marcadores genéticos de enfermedades autoinmunes, especificamente en
DML De acuerdo a los resultados obtenidos, el haplotipo generado a partir de los
polimorfismos de PD-L1 es un buen candidato para constituir un marcador genético
de DM1 vy ser utilizado como herramienta de andlisis de susceptibilidad para la
enfermedad. Las caracteristicas de J]a DM1 hacen necesaria la utilizacién de técnicas
predictivas de la enfermedad, ya que actualmente los {inicos analisis se realizan una

vez gatillados los sintomas y dan cuenta del estado de avance de la DML
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CONCLUSIONES

Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipicas para los polimorfismos de PD-

L1y PD-L2, concluyendo lo siguiente:

Para PD-LI, dos de los tres polimorfismos estudiados presentaron diferencias
significativas en su distribucion alélica (rs2297137 p=0,035 y rs4143815
p=0,022)

Para PD-1.2, solo uno de los tres polimorfismos analizados presento variacion
genotipica, sin embargo no se enconiraron diferencias significativas en su
distribucion.

El haplotipo C G G se asocid a riesgo de DM1 (O.R. = 1,44), con una
frecuencia mayor en pacientes (0,44) en comparacion con controles (0,36).
Los andlisis genotipicos de los 1s2297137 y rs4143815, revelaron una
combinacién asociada a riesgo (GG-GQ) y otra asociada a proteccion a DM1
(AG-CC).

No se encontré relacion entre genotipos y concentraciones séricas de los
ligandos.

No se encontraron diferencias relacionadas a genotipos de riesgo a DM1 con

marcadores de autoinmunidad.

Por lo tanto, no existe asociacién entre los polimorfismos de PDL1 y PDL2 y los

niveles séricos de estas proteinas con mayor susceptibilidad a DM1 en poblacién

chilena, de acuerdo a la hipétesis planteada. Sin embargo, se hallaron resultados

importantes en relacién a genotipos y haplotipos de riesgo a DMI en poblacion

chilena.
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