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Frecuencia del polimorfismo PD-7.3 del gen

del receptor de muerte celular programada 1 (PD-1)

y su asociacion con diabetes tipo 1

Karla Vasquez O.', Johana Soto S.?, Carolina Pizarro A.7, Francisca Salas P' y Francisco Pérez B.'

Frequency of polymorphism PD-1.3 of programmed
cell death 1 (PD-1) and their association with type 1

diabetes

Background: The programmed cell death 1 (PDCD-1) immune-receptor is a key element in the ne-
gative regulation of peripheral tolerance in T cells. The gene has several polymorphisms and can be
associated with susceptibility to autoimmune diseases. Aim: To analyze the frequency and distribu-
tion of PD-1.3 polymorphism of PDCD-1 gene and explore its possible contribution as a susceptibility
gene for type I diabetes (T1D). Patients and Methods: We analyzed 248 cases with T1D with recent
diagnosis and 160 control children under 15 years of Santiago. Genetic polymorphism in PD-1 gene
variant for PD-1.3 (rs 11568821) was analyzed by polymerase chain reaction and restriction frag-
ment length polymorphism. Comparison of genotype, allele frequency and consistency with respect
to Hardy-Weinberg were analyzed using y’ tests and Fisher exact test. Results: There was a very low
frequency of the genotype A/A, both in T1D patients and in controls (< 2%). The A/G genotype was
more common in diabetic patients than in controls (41.6 and 18.8% respectively, p < 0.04). G/G ge-
notype was more common in controls than in patients (79.4 and 56.8% respectively, p < 0.02). TID
patients carrying genotype G/G had a higher frequency of anti-GADG65 and anti-A-2 antibodies (81
and 67% respectively). Conclusions: The distribution of PD-1.3 genotype frequencies are similar
to that reported elsewhere. Possibly, this genetic variant (rs 11568821) does not have an important
marker role in Chilean T1D patients.
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Introduccion

no endocrino-metabdlico mas comun en la infancia

y adolescencia. Su etiologia es compleja e intervie-
nen factores ambientales que interactuan con componen-
tes de predisposicion genética, lo que finalmente gatilla un
irreversible proceso autoinmune que destruye las células 3
pancreaticas'. Entre los multiples factores ambientales que
se han relacionado a la DM1 se encuentran las infecciones
virales, algunos agentes dietarios y la hipotesis de la higie-
nes®’. Todos ellos conducen de alguna forma, atin descono-
cida, a la ruptura de la tolerancia autogénica normal generan-
do autoinmunidad contra la célula B pancreatica®. Entre los
factores genéticos asociados a la DM, el sistema mayor de

l a diabetes mellitus tipo 1 (DM1) constituye el trastor-

histocompatibilidad (HLA de clase II) ha sido el candidato
principal desde hace mas de tres décadas debido al papel cen-
tral que juega en el proceso de reconocimiento antigénico’.
Ademas de esta region HLA, se han identificado y propuesto
otras 21 regiones candidatas como posibles marcadores de
susceptibilidad a la DM1!°. Parte de los estudios de los ul-
timos afios, han focalizado su atencion en aquellos genes de
regulacidon negativa de la respuesta inmune, es decir aquellos
que operan frenando la respuesta, una vez que el antigeno ha
sido destruido. Se han identificado tres regiones importan-
tes en esta regulacion negativa de los linfocitos T: CTLA-4,
PTPN22 y PD-1. Para CTLA-4 existen importantes estudios
que han revelado su papel como variante de susceptibilidad
en diversas patologias autoinmunes!'"'2, el gen PTPN22 que
codifica para la Proteina Tirosina-Fosfatasa (LYP) también
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ha demostrado relevancia a través de la regulacion de la res-
puesta del linfocito T y finalmente el gen que codifica para
los receptores de muerte celular programada 1 (PD-1) el cual
participa también en el reconocimiento de estructuras que re-
gulan negativamente la relacion entre la célula presentadora
del antigeno (célula B pancreatica en el caso de la DM1) y el
linfocito T'15.

El gen PD-1 y sus proteinas ligando tienen un importante
rol en la induccidn y/o mantencidn de la tolerancia periférica.
A través de la interaccion con sus ligandos (PDL1 y PDL2),
se inhibe la estimulacidon antigénica de las células T y B,
estos ligandos pertenecen a la familia de proteinas B7 y se
expresan en organos linfoides, como no linfoides. El balance
de seiiales inhibitorias (PD-1 y CTLA-4) y de estimulacion
(B7) genera interacciones entre la superficie celular de los
linfocitos T y las células presentadoras de antigenos y corres-
ponden a mecanismos cruciales de la homeostasis celular de
la tolerancia periférica'. El gen humano para PD-1, localiza-
do en el cromosoma 2q37 presenta varios polimorfismos de
nucledtido simple (SNPs) asociados con autoinmunidad: Lu-
pus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoidea (AR),
tiroiditis y DM 1", Los estudios de polimorfismo genético en
pacientes con DM1 han mostrado resultados controversiales
segun la poblacion analizada'®2!. El objetivo de esta inves-
tigacion fue analizar la frecuencia y posible asociacion del
polimorfismo PD-1.3 con la DMI1 en un grupo de pacientes
chilenos.

Pacientes y Métodos

El estudio incluyo 248 pacientes con DM1 (niflos y ado-
lescentes) y 160 controles adolescentes aparentemente sanos,
sin antecedentes familiares de diabetes u otras enfermedades
autoinmunes (datos obtenidos mediante encuesta familiar).
Las caracteristicas clinicas de ambos grupos se resumen en
la Tabla 1. Los controles fueron contactados de dos colegios
de Santiago (comunas de Independencia y Macul), por lo que
estimamos que son comparables en términos de su estatus so-
cio-demografico respecto de los casos con DM1 que provie-
nen del IDIMI, Hospital San Borja Arriaran. El protocolo de
esta investigacion ha sido aprobado por los comités de ética
respectivos (Facultad de Medicina, Universidad de Chile y
Servicio de Salud Metropolitano Central, Hospital San Borja

Tabla 1. Caracteristicas clinicas e inmunolégicas de los gru-
pos de estudio

Controles

(n = 160)
Edad (afos) 9,5 + 4,1 15,6 + 4,2
Edad de diagnostico (afios) 6,1 + 3,5 -
Total de anticuerpos positivos (%) 70,9 1,25
Anti-GAD65 (%) 77,4 0,625
Anti-IA-2 (%) 64,5 0,625

Arriaran). Todos los pacientes, controles y/o sus padres o
tutores entregaron su consentimiento por escrito.

Extraccion de ADN y determinacion de
polimorfismos PD-1

El ADN genomico se extrajo a partir de una muestra de
sangre periférica (3 ml) utilizando técnicas estandares de li-
sis celular (Winkler, Santiago, Chile). El polimorfismo PD-
1.3 (rs11568821) se determino a través de partidores especi-
ficos (Forward: 5"TGA TCC ACT GTG CCT TCC TTC CTG
37; Reverse: 5'"CCT CTG AAA TGT CCC TGG CAT TCT
3") y cada reaccion de PCR fue realizada en 25 pL de volu-
men de reaccion, conteniendo 10 uM de cada partidor, 11 pL
de ADN de cada una de las muestras, 10 mM de dNTP, 5 uL.
de Buffer NH4SO4, 3 uL de Mg™ 25 mM, 0,2 pL de Tag-
Polimerasa y H,O. La reaccion se estandariz6 en 35 ciclos a
fin de desnaturar el ADN (90°C), unir los partidores (58°C)
y realizar la extension (72°C). El polimorfismo PD-1.3 se
determiné a través de fragmentos de restriccion (RFLPs) y
para ello se tomaron 15 pL de cada producto de PCR que
fueron incubados a 37°C durante 1 h con 0,1 U de la enzima
Pstl; 5 uL de Buffer NE 10X, 0,5 pL de BSA y 29,5 uL de
H,0, el producto de digestion fue visualizado en geles de
agarosa al 3%.

Analisis serolégico de anticuerpos

Los anticuerpos anti-GADG6S5 y anti-IA2 fueron deter-
minados mediante inmunoensayo enzimatico (ELISA) con
el uso de kits comerciales (Medizym® Diagnostic, Berlin,
Germany). Esta deteccion de anticuerpos es semi-cuantita-
tiva y establece puntos de corte frente a una curva de cali-
bracion considerando, como referencia el valor de 5 UI/mL
para GAD65 y 10 Ul/mL para IA2. Aquellas muestras con
un titulo mayor o igual a dicho valor fueron consideradas
muestras positivas. Se obtuvo una sensibilidad y especifici-
dad del 92,3% y 98,6% para anti-GAD65 y de 75% y 98%
para anti-1A-2.

Analisis estadistico

Las comparaciones de frecuencia alélicas y genotipicas
entre casos y controles fueron analizadas mediante las pruebas
de y* y Prueba exacta de Fisher utilizando el programa SHE-
SIS (URL: http://202.120.7.14/analysis/myAnalysis.php). Se
evalud la concordancia de las frecuencias genotipicas con
respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg por y*. Las compa-
raciones de las variables continuas del estudio se realizaron
mediante prueba t de Student, la comparacion de anticuerpos
a través de test de proporciones. Un valor de p < 0,05 fue
considerado como estadisticamente significativo.

Resultados

La Tabla 2 muestra la distribucion observada para el
polimorfismo PD-1.3. Existe una muy baja frecuencia del
genotipo A/A tanto en pacientes con DM1 como en contro-
les (1,6% y 1,8% respectivamente). Esta baja frecuencia es



concordante con los datos provenientes de otros estudios
donde se informa de la misma baja frecuencia. El genoti-
po heterocigoto A/G muestra diferencias al comparar ambos
grupos, 41,6% de los pacientes con DM1 son portadores de
este genotipo vs el 18,8% presente en controles (p < 0,04).
El polimorfismo G/G también mostré diferencias, siendo
muy frecuente en la poblacion control con un 79,4% vs un
56,8% en pacientes con DM1 (p <0,02). Como consecuencia
de esta distribucion genotipica, la frecuencia del alelo G es
significativamente mayor en controles (88,7% vs 77,6%, p <
0,05). Lamentablemente, el analisis de este polimorfismo no
se muestra en equilibrio de Hardy-Weinberg, situacion que
también ya ha sido descrita en los estudios publicados para
esta variante.

Finalmente, la Tabla 3 muestra los resultados del estudio
de asociacion entre genotipos PD-/.3 y marcadores inmuno-
logicos caracteristicos de la DM1. Dada la baja frecuencia
del genotipo A/A el resultado es solamente referencial, pues-
to que su baja distribucién impide realizar comparaciones.
Sin embargo, para los genotipos A/G y G/G se observa una
mayor frecuencia de anticuerpos positivos. El genotipo G/G
se asocia a un porcentaje mayor de anti-GAD65 (85,1%) y al
mayor porcentaje de anti-IA-2 (66,6%).

Discusion

Dado el importante papel que tienen las moléculas de
inmuno-regulacion negativa en la proliferacion de células T,
tanto la molécula PD-1 como CTLA-4 han sido objeto de in-
numerables estudios en los ultimos 10 afios con el fin de esta-
blecer su relacion con patologias de origen autoinmune!!-322,
Existe en la literatura un amplio numero de publicaciones en
relacion a CTLA-4, sin embargo, los estudios que involucran
a PD-1 son de menor cuantia. Al respecto, la informacién pu-
blicada respecto a la posible asociacion de este polimorfismo
en la DMI es limitada y controversial'®?.

Nuestro estudio mostréd que el polimorfismo PD-1.3 y en
especial el genotipo G/G no estaria asociado a la enferme-
dad, ya que éste resultd ser mas frecuente entre los controles.
No obstante, cuando se analizé este genotipo en el contexto
de la autoinmunidad entre los pacientes con DM, fue posi-
ble observar que este genotipo se encuentra asociado a un
mayor patrén autoinmune. Esta situacion ya ha sido descrita
en otras enfermedades autoinmunes?.

Nuestros resultados de distribucion del polimorfismo
PD-1.3 estan mas proximos a los observados en poblacion
europea, no asi a las frecuencias que muestran grupos asia-
ticos. La muy baja frecuencia observada para uno de los
polimorfismos (A/A) también ha sido descrita en diferentes
etnias y en distintas patologias autoinmunes tales como la
Enfermedad de Graves, Enfermedad de Addison y Lupus*?’.

Hay dos aspectos importantes a considerar en este estu-
dio, uno de ellos es el tamafio de la muestra y su procedencia.
Sin embargo, esto ha sido reportado en la mayoria de los es-
tudios. Al respecto, creemos que nuestra muestra no presenta
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Tabla 2. Distribucion de frecuencias genotipicas y alélicas para el poli-
morfismo PD-1.3 en ambos grupos

Polimorfismo DM1 (n = 248) Control (n = 160) p-value
n Frec. ] Frec.

PDCD 1.3
A/A 4 0,016 3 0,018 NS
A/G 103 0,416 30 0,188 0,04
G/G 141 0,568 127 0,794 0,02

% alelo A 22,4 11,3

% alelo G 77,6 88,7 0,05

H-W equilibrium p < 0,01.

Tabla 3. Distribucion de anticuerpos anti-GAD65 y anti-lIA-2 en los 248
pacientes con DM1 de acuerdo al genotipo PD-1.3

Genotipo Anti-GAD65 Anti-1A-2

A/A (n=4) 2 50,0% 1 25,0%
A/G  (n=103) 70 67,9% 65 63,1%
G/G  (n=141) 120 85,1% 94 66,6%

un sesgo de seleccion, es decir que los pacientes y controles
no sean representativos de la poblacion chilena, dado que
estan seleccionadas de lugares comparables y representan a
poblacion pediatrica y adolescente del sector medio-bajo de
nuestra poblacion. Sin embargo, la baja frecuencia de una
de las variantes genotipicas (A/A) hace predecible un desvio
del equilibrio®.

Los resultados obtenidos por este estudio, no mostraron
asociacion genotipica del polimorfismo PD-1.3 con DM1. No
obstante, dentro del grupo con DM1 el genotipo G/G pare-
ce relacionarse con una mayor frecuencia de autoinmunidad
(mayor frecuencia de anti-GAD y anti-IA-2). El polimorfis-
mo PD-1.3 del gen PDCD] es uno de los pocos polimorfis-
mos funcionales descritos para este gen, dentro de mas de
130 polimorfismos, es decir que la sustitucion nucleotidica
es capaz de producir un cambio en el marco de lectura de
la proteina, esto podria relacionarse tal vez con una mayor
reactividad celular (situacidén no abordada por este estudio)
y repercutir en un mayor patrén de autoinmunidad. En este
nuevo escenario, los estudios dirigidos a la caracterizacion
de otros polimorfismos funcionales en la regulacion nega-
tiva de la célula T podrian tener en el futuro una relevancia
importante para entender los mecanismos que alteran la tole-
rancia inmunologica.
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