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I. Introduccién

1. LA DIABETES MELLITUS EN LA INFANCIA'Y LA ADOLESCENCIA

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlicas crénica frecuente en la edad
pedidtrica (Atkinson, Eisenbarth and Michels, 2014; Grulich-Henn and Klose, 2018). El
término diabetes mellitus incluye a un conjunto de trastornos metabdlicos con clinica y
etiopatogenia diversa, caracterizados todos ellos por la presencia persistente de
concentraciones elevadas de glucosa en sangre, circunstancia responsable de gran
parte de las complicaciones agudas y crénicas que los pacientes con diabetes pueden

desarrollar en el tiempo (Donaghue et al., 2007; Kordonouri et al., 2007).

La hiperglucemia aparece cuando hay un desequilibrio entre la secrecién de insulina
por parte de las células B-pancreaticas y el grado de sensibilidad hacia la misma,
principalmente en higado, musculo y adipocitos (lze-ludlow and Sperling, 2005). Asi,
para que los valores de glucosa se mantengan dentro del intervalo de normalidad, es
necesario que las variaciones fisioldgicas de la sensibilidad a la insulina se compensen
con cambios de la secrecion de la misma en sentido opuesto. Por ejemplo, tal es el
caso de la insulinorresistencia caracteristica de la pubertad, que se acompafia de un
marcado aumento en la producciéon enddégena de insulina para mantener la glucemia
en valores normales. En caso de que una disminucién de la sensibilidad a la insulina,
fisioldgica o no, no pueda ser compensada adecuadamente por un aumento de su
secrecidn, el equilibrio entre los dos factores anteriores se altera, resultando una
situacion de deficiencia relativa de insulina, con la consiguiente aparicion de
hiperglucemia. Tal seria el caso de la diabetes tipo 2, de diabetes relacionadas con
sindromes de insulinorresistencia grave y lipodistrofias. En otros casos, la
hiperglucemia es debida a una disminucién o una pérdida total de la secrecién de
insulina sin cambios apreciables en la sensibilidad a la misma, tal es el caso de la
diabetes tipo 1, la diabetes tipo MODY y la diabetes neonatal, entre otras (Rubio
Cabezas and Argente, 2012; Grulich-Henn and Klose, 2018).

En la década de los afios 80, la Organizacién Mundial de la Salud publicd la primera
clasificacién ampliamente aceptada de la diabetes mellitus. Esta clasificacion se basaba

principalmente en el requisito del tratamiento con insulina. Asi, se hablaba de dos
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I. Introduccién

tipos de diabetes: la insulinodependiente, que era la forma predominante de diabetes
en pediatria, y la no insulinodependiente, que era muy rara en la infancia y
adolescencia (Alberti and Zimmet, 1998). Los nuevos conocimientos sobre la
fisiopatologia y la genética de la diabetes mellitus han cambiado la visién de la
diabetes en pediatria. La actual clasificacion de la diabetes recomendada por la
Sociedad Internacional de Diabetes Pediatrica y Adolescente, ISPAD, 2018 (Mayer-
Davis et al., 2018), esta basada en la clasificacion de la ADA (American Diabetes
Association, 2018) y describe cuatro grupos generales de diabetes mellitus, que se
clasifican ademas en subtipos especificos. Aunque la diabetes tipo 1 (grupo | de la
actual clasificacion) es la mas prevalente en pediatria, en ciertas etnias cada vez se
diagnostica con mas frecuencia la diabetes tipo 2 ligada al aumento de la obesidad
infantil (grupo Il de la actual clasificacidn). Asimismo, es importante considerar otros
tipos de diabetes por las implicaciones terapéuticas que con frecuencia conlleva su
diagnéstico (grupo lll de la actual clasificacion). En la tabla 1 se presenta la clasificacidon

de la diabetes segln la American Diabetes Association (ADA), 2018.

En los siguientes apartados se detallan las caracteristicas de los tipos de diabetes que
se presentan con mayor frecuencia en la infancia y la adolescencia. Se comienza con la
diabetes tipo 1, para continuar con la diabetes tipo 2 y la monogénica, y se finaliza con

una breve descripcion de la diabetes secundaria.

1.1. Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1 es un trastorno autoinmune que causa la destruccién de las
células B-pancreaticas productoras de insulina, lo que conduce a una deficiencia
absoluta de esta hormona en el paciente. Aunque se puede diagnosticar a cualquier
edad, los picos en la presentacién ocurren entre los 5y los 7 afios de edad y/o cerca de
la pubertad (Atkinson, Eisenbarth and Michels, 2014). Supone alrededor del 10% de los
casos de diabetes en la poblacién general, pero es la forma de diabetes mas frecuente
con gran diferencia en la edad pediatrica, en la que supone mas de 90% de los casos

(Mayer-Davis et al., 2018).
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Tabla 1. Clasificacion etioldgica de la diabetes mellitus

Diabetes tipo 1 (destruccidon de la célula B, déficit absoluto de insulina)

A. Autoinmune

B. Idiopatica

Otros tipos especificos de diabetes

. Diabetes tipo 2 (resistencia a la insulina, déficit relativo de insulina)

A. Alteraciones genéticas funcion célula B E. Inducidas por farmacos

1. Diabetes tipo MODY
2. Diabetes neonatal
3. Diabetes mitocondrial
4. Otros
B. Alteraciones genéticas accién insulina
1. Resistencia a la insulina tipo A
2. Leprechaunismo
3. Sindrome de Rabson-Mendenhall
4. Diabetes lipoatréfica
5. Otras
C. Enfermedades pancredticas exocrinas
1. Pancreatitis
2. Traumatismo / pancreatectomia
3. Neoplasia
4. Fibrosis quistica
5. Hemacromatosis
6. Pancreatopatia fibrocalculosa
7. Otras
D. Endocrinopatias
. Acromegalia
. Sindroma de Cushing
. Glucagonoma
. Feocromocitoma
. Hipertiroidismo
. Somatostatinoma
. Aldosteronoma
. Otras

0 N O Ul B WN P

1. Vacor
. Pentamidina
. Acido nicotinico
. Glucocorticoides
. Hormona tiroidea
. Diazdxido
. Agonistas B-adrenérgicos
. Tiazidas
9. Dilantina
10. Interferon-y
11. Otros

0O N O UL A WN

F. Infecciones

1. Rubedla congénita
2. Citomegalovirus
3. Otras

. Mediada por alteraciones inmunoldgicas

1. Sindrome del hombre rigido
2. Anticuerpos antirreceptor de insulina
3. Otros

H. Otros sindromes genéticos

1. Sindrome de Down

. Sindrome de Klinefelter

. Sindrome de Turner

. Sindrome de Wolfram

. Ataxia de Friedrich

. Corea de Hutington

. Sindrome de Laurence-Moon-Bied|

0O N O U1 A WN

. Distrofia miotdnica
9. Porfiria

10. Sindrome de Prader-Willi
11. Otros

IV. Diabetes Gestacional (diabetes diagnosticada en el 2° o0 3* trimestre de embarazo)

Basada en la clasificaciéon de la American Diabetes Association (ADA), 2018. Adaptado de

(Mayer-Davis et al., 2018)
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1.1.1. Epidemiologia de la diabetes tipo 1

La incidencia de la diabetes tipo 1 en jovenes a nivel mundial varia segun la geografia,
la edad, el sexo y el origen étnico (Shah and Nadeau, 2020). Los resultados del
Proyecto Multinacional para la Diabetes Infantil (Diabetes Mondiale o DIAMOND)
promovido por la Organizacion Mundial de la Salud (The Diamond Project Group,
2006), encontrd las mayores tasas de incidencia de diabetes tipo 1 en Finlandia,
seguido por Cerdefia y Suecia (40, 37 y 30 casos por cada 100.000 nifos-aio,
respectivamente) con un ligero predominio masculino (proporcién de 3:2 entre
hombres y mujeres en la incidencia a la edad de 213 afios). Por el contrario, en
Venezuela y en ciertas regiones de China se detectaron las incidencias mas bajas
(menos de 1 caso por cada 100.000 nifios-afio). Posteriormente, el estudio SEARCH
sobre la diabetes juvenil en Estados Unidos, estimé en 2012 una incidencia de diabetes
tipo 1 de 27 casos por cada 100.000 nifios-afo entre nifos y adolescentes blancos no
hispanos. La estimacidn para nifios afroamericanos e hispanos fue menor, de 19y 14,8
casos por cada 100.000 nifios-afio, respectivamente, y las tasas mds bajas
correspondieron a asiaticos e islefios del Pacifico (personas de origen chino, filipino,
coreano, hawaiano, indio-asidtico, japonés, samoano, vietnamita, entre otras) con 9,7
casos por cada 100.000 nifios-afio y a jovenes nativos americanos con 6,5 casos por
cada 100.000 nifios-afio, sin presentar diferencias significativas por sexo (Mayer-Davis
et al., 2017). Estos resultados proporcionaron una nueva clara evidencia de diferencias

entre etnias.

Tanto la variacién geografica como el aumento de las tasas de incidencia de diabetes
tipo 1 a nivel mundial representan un enigma epidemioldgico por resolver (Atkinson,
Eisenbarth and Michels, 2014). La variacidon geografica parece reflejar un grado
diferente de susceptibilidad genética a la diabetes entre etnias. Sin embargo, se han
encontrado grandes diferencias en la incidencia en poblaciones europeas proximas y
gue son genéticamente similares. Tal es el caso de la incidencia en Estonia que es
menos de un tercio de la incidencia en Finlandia, aunque los dos paises estan
separados por menos de 120 km (Podar et al., 2001). Por otro lado, el rapido aumento

de la incidencia de la diabetes de tipo 1 ha sido casi un fendmeno mundial durante las
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ultimas décadas que queda reflejado en muchos estudios epidemioldgicos (EURODIAB
ACE Study Group, 2000; Harjutsalo, Sjoberg and Tuomilehto, 2008; Dabelea, 2009;
Stanescu, Lord and Lipman, 2012; Mayer-Davis et al., 2017).

Se desconocen los mecanismos que subyacen a estos enigmas pero sugieren un papel
importante de los factores ambientales en la patogenia de la enfermedad, ya que los
cambios genéticos o el hecho de que nazcan mas nifios de madres con diabetes tipo 1
no pueden explicar por si solos esos rapidos incrementos de las tasas de incidencia
(Atkinson, Eisenbarth and Michels, 2014). Diversos estudios han propuesto que
factores ambientales que actuan a una edad temprana podrian desencadenar el
proceso autoinmune en individuos susceptibles (Rewers and Ludvigsson, 2016). Por
ejemplo, se han analizado factores perinatales como el peso elevado al nacer
(Cardwell, Stene, Joner, Davis, et al.,, 2010) o la edad materna avanzada (Cardwell,
Stene, Joner, Bulsara, et al., 2010) ambos asociados débilmente a un mayor riesgo a
desarrollar diabetes. Dada la variacién estacional en la aparicion de la diabetes tipo 1,
se ha investigado ampliamente sobre un desencadenante viral, siendo los enterovirus
el principal candidato (Yeung, Rawlinson and Craig, 2011). Asimismo, se ha estudiado
el papel de la alimentacidon en la infancia, basado en que la exposicidon temprana a
ciertas proteinas podria ser un desencadenante del proceso autoinmune (Knip,
Virtanen and Akerblom, 2010). Ademas, la alta tasa de incidencia en paises del norte
de Europa comparado con la reduccién de tasas al acercarse al Ecuador (gradiente
norte-sur), ha sugerido que los valores bajos de vitamina D detectados en pacientes
con diabetes tipo 1 podrian ser una causa del desarrollo de la patologia (Blanton et al.,

2011).

Otros factores recientemente propuestos estan basados en los cambios en el estilo de
vida que ha experimentado la sociedad en los ultimos 20 afios. Estos cambios han
proporcionado una mejor higiene y como consecuencia una menor exposicién a
enfermedades infecciosas comunes que protegen de enfermedades autoinmunes y
alérgicas (Bach and Chatenoud, 2012) propiciando asi el desarrollo de diabetes tipo 1.
Asimismo, asociado con un cambio en el estilo de vida actual mas sedentario, ha

habido un aumento de la prevalencia del sobrepeso y la obesidad que puede contribuir
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también a la creciente incidencia de la enfermedad. La hipdtesis que se postula es que
en las personas genéticamente susceptibles, la resistencia a la insulina puede inducir
tanto la apoptosis de las células B-pancreaticas como la respuesta inmunitaria, lo que

daria lugar a la aparicion de la diabetes tipo 1 (Ferrara-Cook et al., 2020).

Estd siendo también objeto de considerable atencién el papel del microbioma
intestinal ya que hay pruebas que indican que la disbiosis intestinal desempefia un
papel especifico en el desarrollo de enfermedades autoinmunes, incluida la diabetes
de tipo 1 (Boerner and Sarvetnick, 2011). En este sentido se propone que quizas varios
factores ambientales como la dieta, la higiene o la obesidad, entre otros, pueden
aumentar el riesgo a diabetes debido a sus efectos en la composiciéon del microbioma

intestinal del individuo (Boerner and Sarvetnick, 2011).

Hasta el momento no se ha identificado un agente especifico con una influencia
inequivoca en la patogénesis. Cada vez hay mas pruebas que apoyan la
heterogeneidad de la diabetes tipo 1 por edad, genotipo y fenotipo autoinmune. La
combinacidn o sucesién de exposiciones a factores ambientales causales puede variar
entre los individuos, asi como a lo largo del tiempo dentro de una poblacidn. Esta
heterogeneidad podria explicar observaciones inconsistentes, a veces incluso
contradictorias, de diferentes poblaciones (Rewers and Ludvigsson, 2016). Es necesaria
mas investigacién para esclarecer qué factores genéticos y ambientales locales son
importantes y cudles son universales, lo que permitird una deteccién selectiva y el

desarrollo de nuevas terapias para tratar e idealmente prevenir la enfermedad.

1.1.2. Etiopatogenia de la diabetes tipo 1

El mecanismo que contribuye a la destruccidon de las células B-pancreaticas en la
diabetes mellitus tipo 1 esta mediado por una infiltracion linfocitica en los islotes de
Langerhans, pero la cuestién de si existe un estimulo desencadenante de la respuesta
inmunoldgica contra las células B, o si la respuesta inmunoldgica es un acontecimiento
estocastico, ha sido objeto de considerable especulacién y controversia (DiMeglio,

Evans-Molina and Oram, 2018). La teoria mas aceptada es que la respuesta
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autoinmune se desencadena en una persona genéticamente predispuesta por medio

de algun factor ambiental, como se ha detallado en el apartado anterior.

La activaciéon inmunoldgica se inicia con la liberacion de ciertas proteinas de
membrana o autoantigenos por parte de las células B-pancredaticas como consecuencia

del dafio causado en ellas por el estimulo desencadenante (Figura 1).

Predisposicion genética Factores ambientales

4
I Célula B

\
~.

Autoantigenos

0 ,
tgibFragmentos antigeno

“W Proteinas MHC-II

'{ Autoanticuerpos

e Citoquinas

Figura 1. La célula B dafiada libera proteinas de membrana que actian como autoantigenos.
Las células presentadoras de antigenos (APC) fagocitan los autoantigenos, los presentan en su
superficie a los linfocitos T CD4" y liberan interleucina 12 (IL12) para activarlos. A su vez, los
linfocitos CD4*activos liberan citoquinas como interferén gamma (IFy) e interleucina 2 (IL-2)
para activar a los macréfagos y linfocitos T CD8* que actian de manera sinérgica para destruir
a las células B pancredticas. La interleucina 4 (IL-4) estimula a los linfocitos B responsables de
la secrecion de anticuerpos contra los autoantigenos de la célula B.

Los autoantigenos son fagocitados por células presentadoras de antigenos
(macrdéfagos, células dendriticas o linfocitos B) y son expuestos en sus membranas
acoplados a sus moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase Il

(MHC), formandose complejos MHC-antigeno. Estas células se infiltran en los islotes
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pancreaticos, provocando una inflamacién denominada insulitis, y migran hacia los
ganglios linfaticos donde realizan una sinapsis inmunoldgica con los receptores del
MHC presentes en una poblacién especifica de linfocitos T, los linfocitos coadyuvantes
CDA4*. Estos linfocitos CD4* son activados por la interleucina-12 liberada por las células
presentadoras de antigenos. A su vez, los linfocitos CD4* activados, liberan diferentes
citoquinas que provocan un aumento en la actividad de macréfagos, linfocitos T
citotéxicos CD8* y linfocitos B. Los macréfagos liberan radicales libres que dafian a las
células B, y los linfocitos CD8* son, en ultima instancia, responsables de la lisis de las
células B al liberar unas sustancias toxicas, las citolisinas, que las destruyen. Por otro
lado, los linfocitos B son los responsables de la produccién de autoanticuerpos contra
distintas proteinas de las células B-pancreaticas. Esta fase subclinica de la enfermedad
caracterizada por la presencia de autoanticuerpos en la sangre, se denomina
prediabetes y puede prolongarse durante afios hasta que el nimero de células
B-pancredticas productoras de insulina sea insuficiente para mantener la
normoglucemia, figura 2 (Atkinson, Eisenbarth and Michels, 2014). En este momento
hacen su aparicion los cuadros de hiperglucemia y cetosis, manifestaciones clinicas

tipicas de la diabetes tipo 1 que requieren un tratamiento con insulina exdgena.
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Figura 2. Modelo del desarrollo de la diabetes tipo 1. Adaptado de (Atkinson, Eisenbarth
and Michels, 2014)
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Los autoanticuerpos, que se encuentran en la circulacion sanguinea del paciente, se
consideran biomarcadores determinantes de diabetes tipo 1 que reflejan el dafio
celular (Lampasona and Liberati, 2016; Nakayasu et al., 2019). A pesar de su
importancia como marcadores de un proceso autoinmune en curso, la opinién mas
generalizada es que los autoanticuerpos no son los principales efectores del dafio de la
célula B-pancreatica (llonen, Lempainen and Veijola, 2019; Nakayasu et al., 2019). No
obstante, hay evidencias cientificas que apoyan la idea de que los autoanticuerpos
asociados a la diabetes tipo 1 podrian desempefiar algin papel en el desarrollo de la
enfermedad. Asi, por ejemplo, se ha observado que los ratones NOD deficientes en
linfocitos B muestran una importante resistencia al desarrollo de la diabetes
autoinmune (Serreze et al., 1996). También se ha observado que el tratamiento con
Rituximab, anticuerpo monoclonal que causa un agotamiento selectivo de los linfocitos
B, preserva la secrecion de péptido-C durante un aifo después del diagnéstico de
diabetes tipo 1 (Pescovitz et al., 2009). Actualmente, se investiga en el desarrollo de
estrategias de inmunoterapia consistentes en administrar a pacientes autoantigenos
reconocidos por los autoanticuerpos en un esfuerzo por inducir la tolerancia vy
modificar el desarrollo de diabetes tipo 1 en edad pediatrica (Ludvigsson et al., 2008;

Nanto-Salonen et al., 2008).

1.1.3. Marcadores autoinmunes en la diabetes tipo 1

La presencia de autoanticuerpos contra las células B-pancredticas en una persona con
diabetes confirma la etiologia autoinmune de la enfermedad. Los autoanticuerpos
pancreaticos suelen estar presentes al inicio de la enfermedad y persisten durante
periodos de tiempo variables después de su aparicién. Ademas, pueden preceder a la
manifestacion clinica de la diabetes en meses e incluso afios, lo que los convierte, por
ahora, en los mejores biomarcadores que pueden predecir el desarrollo y la progresién
de la enfermedad (Barker et al., 2004; Ling et al., 2018; Chiarelli, Giannini and
Primavera, 2019).

El riesgo a desarrollar diabetes se relaciona con el nimero de autoanticuerpos

detectados en el paciente: la presencia de dos o mas autoanticuerpos da una
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probabilidad mas alta de padecer la enfermedad que la presencia de uno solo (Ziegler
et al., 2013). Incluso con la presencia de multiples autoanticuerpos, existe una gran
variabilidad en la tasa de progresién. Esta variabilidad se correlaciona con variables
como la edad en la seroconversion, los niveles de autoanticuerpos, la presencia de
combinaciones especificas de autoanticuerpos y la presencia de genotipos que

incluyen o no genes HLA (Sosenko, 2016; Vehik et al., 2020).

La lista de autoanticuerpos que se han descubierto hasta el momento es muy amplia
(Winter and Schatz, 2011). En la tabla 2 se presenta una seleccion de los mas

relevantes.

Tabla 2. Autoanticuerpos mas relevantes relacionados con la diabetes tipo 1

I. Insulina y moléculas relacionadas con su procesado y almacenaje

Insulina (Palmer et al., 1983)
Proinsulina (Kuglin et al., 1990)
Carboxypeptidasa H (Castaio et al., 1991)
Transportador del zinc 8 (ZnT8A) (Wenzlau et al., 2007)

Il. Proteinas de tipo Tirosina Fosfatasa
IA-2 (Verge et al., 1996)
IA-2 B (Kawasaki, Hutton and Eisenbarth, 1996)

lll. Enzimas
GADA (Baekkeskov et al., 1990)
30-kDa quimiotripsindgeno pancreatico (Kim et al., 1993)
51-kDa descarboxilasa aromatica-L-amino-acida (Rorsman et al., 1995)
DNA topoisomerasa Il (Chang et al., 1996)
Anhydrasa carbodnica Il (Taniguchi et al., 2003)

IV. Miscelanea
ICA (Bottazzo, Florin-Christensen and Doniach, 1974)
Proteina de 38-kDa del islote pancredtico (Pak et al., 1990)
GLUT2 (Johnson et al., 1990)
Proteinas de choque térmico, HSPs (Jones, Hunter and Duff, 1990)
GM2-1 gangliosido (Dotta et al., 1997)
Glicolipidos (Cabrera-Rode et al., 1995)
Glima 38 (Aanstoot et al., 1996)
Aminoacyl-tRNA synthetasa (Park et al., 2010)

Adaptado de (Winter and Schatz, 2011)
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Los anticuerpos anti-islote, ICAs, fueron descritos por primera vez hace mds de 40 afios
(Bottazzo, Florin-Christensen and Doniach, 1974). Estos autoanticuerpos son
detectados por una técnica de inmunofluorescencia indirecta utilizando como sustrato
tejido pancredtico de donantes de dérganos del grupo sanguineo 0. La técnica consiste
en incubar el suero del paciente sobre el tejido pancreatico para que los anticuerpos
del suero reconozcan las estructuras antigénicas celulares del tejido. La interaccién se
evidencia por medio de la posterior incubacién con un anticuerpo
anti-inmunoglobulina humana conjugado con un fluordforo. Los resultados se evalian
con un microscopio de fluorescencia y si hay autoinmunidad en el suero los islotes se
muestran fluorescentes. Los ICAs son policlonales, es decir, comprenden un grupo
heterogéneo de autoanticuerpos que incluyen, en grado variable, 1AA, 1A2A, GADA y

ZnT8A, ademas de otros autoanticuerpos hasta ahora no caracterizados.

Los ensayos para la deteccién de ICAs estan sujetos a variaciones en el tejido
pancreatico, el conjugado, los tiempos de incubacién, la humedad vy la interpretacién
bioldgico-cientifica. Por ello, tras el descubrimiento de los ICAs surgieron discrepancias
entre los resultados de los laboratorios que utilizaban diferentes protocolos para los
ensayos. Estas discrepancias condujeron a establecer workshops internacionales para
la estandarizacion de las técnicas, un esfuerzo destinado a la normalizacion de los
ensayos de autoanticuerpos y a la evaluacién de los resultados de los laboratorios
(Lampasona and Liberati, 2016). En general, la principal contribucién de los workshops
ha sido la informacién de que los ensayos en los que la unién de los anticuerpos se
produce en la interfaz de una superficie sélida recubierta de antigeno, como es el caso
del ELISA directo (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), no permiten la deteccidn
sensible y especifica de los autoanticuerpos anti-islote. Por consiguiente, los formatos
para la medicidn de autoanticuerpos se basan en ensayos en los que la interaccidn de
los anticuerpos con el antigeno se produce total o parcialmente en fase fluida como es
el caso de los radioinmunoensayos (RIA) que por el momento son los que presentan
mayor fiabilidad, los ensayos de electroquimioluminiscencia (ECL) o los

enzimoinmunoensayos del tipo ELISA puente (Lampasona and Liberati, 2016).
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Los autoanticuerpos contra la insulina (IAA), la enzima glutamato descarboxilasa
(GADA), la proteina tirosina fosfatasa I1A2 (IA2A), y la proteina transportadora de zinc 8
(ZnT8A), son los autoanticuerpos mejor caracterizados asociados con la diabetes
autoinmune. El ZnT8A es el de mas reciente reconocimiento y tiene el potencial de
estar entre los cuatro mas prevalentes. Los demds autoanticuerpos descritos en la
tabla 2 son dificiles de cuantificar y/o no son suficientemente prevalentes ni
especificos para la diabetes tipo 1, por lo que en la actualidad no se justifica su uso

como marcadores de esta enfermedad en la préctica clinica (Winter and Schatz, 2011).

1.1.3.1. Autoanticuerpos anti-insulina (IAA)

La insulina fue el primero de los autoantigenos identificados en la diabetes tipo 1. La
primera publicacion sobre la presencia de anticuerpos contra la insulina en pacientes
con diabetes antes del tratamiento, tuvo lugar en 1963 (Pav, Jezkova and Skrha, 1963).
La confirmacidn de estos resultados y su relacién con el proceso autoinmune que tiene
lugar en esta patologia, se produjo dos décadas mas tarde con el desarrollo de un
radioensayo que detectaba autoanticuerpos anti-insulina (IAA) en pacientes con
diabetes no tratados e incluso varios afios antes del inicio clinico de la enfermedad

(Palmer et al., 1983).

La insulina es una hormona polipeptidica sintetizada por las células B-pancreaticas
cuya funcién es la regulacidon del nivel de glucosa en la sangre. En su forma activa
consta de dos cadenas polipeptidicas: la A, de 20 aminodcidos y la B, de 31. Estas dos
cadenas se unen entre si por medio de dos puentes disulfuro. La respuesta humoral
contra la insulina se dirige fundamentalmente contra los epitopos conformacionales y
no reaccionan con el antigeno desnaturalizado. Los aminoacidos clave para la unién de
IAA de alta afinidad han sido mapeados dentro de los residuos de 8 a 13 de la cadena
A, mientras que la mayoria de IAA de baja afinidad dependen de los residuos de 28 a
30 de la cadena B. Sin embargo, también se ha descrito casos de IAA positivo con

afinidad hacia otros epitopos (Achenbach et al., 2004).
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La presencia de IAA es mas comun en la edad pedidtrica que en la adulta (Winter and
Schatz, 2011), y los titulos mas altos de IAA (por encima de 2000 nU/mL) se describen
casi exclusivamente en nifios que desarrollan la enfermedad antes de los 5 aios. Por el
contrario, menos del 50% de los pacientes que desarrollan diabetes después de los 15
anos tienen niveles medibles de IAA (Michels et al., 2015). Transcurridos unos 10 dias
desde la primera administracién de insulina, la determinacion de IAA ya no es valida
porque la inyeccion de insulina exdgena puede provocar una respuesta inmunitaria de
anticuerpos secundarios contra la insulina que no pueden distinguirse, con los

métodos habituales, de la produccidn de autoanticuerpos (Winter and Schatz, 2011).

1.1.3.2. Autoanticuerpos anti-GADes (GADA)

A principios de la década de los 80, se descubrid la presencia de anticuerpos contra
una proteina de los islotes pancredticos de peso molecular de 64 kDa (Baekkeskov et
al., 1990). Esta actividad era especifica de pacientes con diabetes tipo 1, ya que se
presentaba en aproximadamente el 70% de los pacientes al inicio clinico, pero no se
detectaba en controles sanos. La identificacidn de la enzima glutamato descarboxilasa
como el antigeno de 64 kDa tuvo lugar en pacientes con un desorden neurolégico muy
poco frecuente llamado sindrome de la persona rigida (Stiff-man syndrome) que suele
asociarse con diabetes tipo 1 y que se presenta con elevados titulos de GADA vy

positividad ICA (Solimena et al., 1988).

La enzima glutamato descarboxilasa, GAD, cataliza la descarboxilacion del acido
glutamico para formar el dcido y-amino butirico, GABA, que es un neurotransmisor que
inhibe o reduce la actividad neuronal en el sistema nervioso central. El GABA ejerce
funciones de sefializacién en varios tejidos periféricos y células del intestino,
estdmago, pancreas, trompa de Falopio, Utero, ovario, testiculos, rindn, vejiga urinaria,
pulmén, ojo e higado. (Lampasona and Liberati, 2016). Se desconoce el papel
especifico del GAD en las células B-pancreaticas aunque se ha sugerido que el GABA
podria ser importante para el metabolismo energético de la célula B, debido a su
capacidad para generar NADH y ATP en una ruta alternativa al ciclo de Krebs (Vincent

etal., 1983).
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Existen dos isoformas de la molécula GAD, de pesos moleculares de 65 kDa (GADss) y
67 kDa (GADs7). La molécula GADes incluye un dominio NH; terminal, un dominio
intermedio que contiene un sitio de unién de cofactores de piridoxal 5'-fosfato (PLP), y
un dominio catalitico terminal COOH. La isoforma GADs; esta codificada por un gen
distinto y es en general 76% homodloga a la GADes. En el islote pancreatico humano,
GADgs parece ser la forma predominante, y se ha detectado mayoritariamente en
células B, aunque no es exclusivo de estas. La respuesta humoral contra la molécula
GADges esta muy bien caracterizada y se pueden identificar epitopos de reconocimiento
en el dominio NH; terminal, el dominio de enlace PLP medio y en el dominio COOH
terminal. Aproximadamente el 80% de los sueros de diabéticos en el momento del
diagndstico reconocen la isoforma GADes, mientras que anticuerpos frente a la forma
GADg7 aparecen en menos del 20% de los sujetos con diabetes tipo 1 y parece deberse
a reacciones cruzadas con GADes (Winter and Schatz, 2011; Lampasona and Liberati,
2016). La presencia de los GADA antes del diagndstico de la enfermedad subraya la
importancia de los anticuerpos anti-GAD para predecir el riesgo de desarrollar diabetes
tipo 1 en los nifios (Knip et al., 2016), lo que demuestra su importante papel en los

criterios de diagndstico de la enfermedad.

1.1.3.3. Autoanticuerpos anti-1A2 (1A2A)

Después de la identificacion de GADss como componente principal del antigeno de
64 kDa, un estudio publicado en 1995 (Payton, Hawkes and Christie, 1995) puso de
manifiesto la heterogeneidad de los anticuerpos anti-64 kDa, ya que el tratamiento
suave con tripsina de la fraccién de 64 kDa inmunoprecipitada con suero de pacientes
con diabetes, originaba fragmentos de peso molecular de 37, 40 y 50 kDa. Unicamente

el fragmento de 50 kDa desaparecia previa incubacién con anticuerpos anti-GADes.

El cribado de una genoteca de expresion de islote humano con suero de pacientes con
diabetes (Rabin et al., 1992) identifico el antigeno ICA512 (islet cell antigen 512).
Paralelamente, otro grupo investigador aislé la molécula 1A2 (insulinoma associated
protein 2) a partir de una genoteca de ADNc de insulinoma humano (Lan et al., 1994).

El estudio de la secuencia del ADN codificante demostré que ICA512 e IA2 son la
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misma proteina (Pietropaolo, Hutton and Eisenbarth, 1997). Por otro lado, se ha
demostrado que el fragmento de 40 kDa (a partir del antigeno de 64 kDa) corresponde
a la region intracelular de 1A2 y que el fragmento de 37 kDa deriva de otra molécula
denominada IA23, con una homologia del 42% con IA2 y con la que parece compartir

varios epitopos (Pietropaolo, Hutton and Eisenbarth, 1997).

La molécula IA2 es una proteina de 979 aminodcidos que guarda relativa homologia
con la familia de los receptores tirosina-fosfatasas. Se trata de una proteina de
membrana de los granulos de secrecién de células neuroendocrinas y que en humanos
se encuentra, entre otros lugares, en células secretoras de proteinas del cerebro,
hipofisis y pancreas. Resultados de diferentes investigaciones apuntan a que su
funcién en la célula B-pancreatica es de modulador positivo de la secrecion de insulina,
no obstante, el mecanismo molecular que subyace a esta funcién es hasta el momento
desconocido (Hu et al., 2005). La proteina IA2 presenta un péptido sefial de 34
aminodacidos, una regién extracelular (aminodacidos 35-575), otra transmembrana (576-
600) y un dominio intracelular (601-979) en la que se encuentra una zona homdloga a
otras tirosina fosfatasas (696-979) pero que estd inactivada por la sustitucién de dos
aminodcidos: alanina en posicidon 911 por aspartico y aspartico por alanina en posicién
877, dos lugares conservados criticos para la actividad de la enzima (Hu et al., 2005).
Respecto a la respuesta humoral contra la molécula 1A2, se han identificado multiples
epitopos lineales cortos contra la region intracelular de la molécula y epitopos

conformacionales del dominio homdlogo a otras tirosina fosfatasas (Hu et al., 2005).

La prevalencia de los IA2A en pacientes con diabetes en el momento del diagndstico
esta entre el 50-70% (Notkins, 2002). Se ha encontrado también una sensibilidad
diagnéstica de los anticuerpos anti-IA2B en torno al 50%. Sin embargo, mas del 95% de
los sueros IA2A positivos reconocen también IA2B (Kawasaki et al., 1996). Estudios
encaminados a determinar la cronologia de apariciéon de los autoanticuerpos frente a
IA2 e IA2B han observado que los anti-IA2B se presentan mas tarde que los anti-lA2,
como consecuencia de la prolongacién de la autoinmunidad a otros epitopos de la
proteina IA2, lo que va en contra de la posible existencia de una respuesta especifica

contra IA2p.
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1.1.3.4. Autoanticuerpos anti-ZnT8 (ZnT8A)

El transportador de zinc 8 (ZnT8), es la proteina de mas reciente identificacion como
antigeno en la diabetes mellitus tipo 1 (Wenzlau et al., 2007) sugiriendo su potencial
como marcador serolégico predictivo y de diagndstico de diabetes autoinmune que

complementa a los cldsicos descubiertos previamente: IAA, GADA e IA2A.

El ZnT8 es una proteina de 369 aminoacidos codificada por el gen SLC30A8 localizado
en el cromosoma 8qg24.11. Este transportador se encuentra localizado en la membrana
de los granulos de secrecidn de insulina de la célula B-pancredtica (Chimienti et al.,
2004), donde actua en el transporte de zinc desde el citoplasma de la célula B al
interior del granulo de secrecién. Estd compuesto por 6 dominios transmembrana con
un extremo carboxilo terminal y otro amino terminal y un dominio rico en histidina

entre la cuarta y la quinta hélice, con alta afinidad al zinc (Figura 3).
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Figura 3. N-term corresponde al extremo amino terminal formado por los
aminodcidos del 1 al 74; C-term corresponde al extremo carboxilo terminal
formado por los aminoacidos del 264 al 369. Adaptado de (Wenzlau et al., 2007).

El zinc es un elemento fundamental para el procesamiento, maduracién vy
almacenamiento de la insulina (Chimienti, Favier and Seve, 2005). Durante la sintesis
de esta hormona, la presencia del transportador ZnT8 en las vesiculas de insulina es
necesaria para permitir que el zinc se incorpore dentro de esas vesiculas y asi facilitar

la formacion de hexdmeros solidos de zinc-insulina. Normalmente, la insulina es
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secretada por las células B-pancreaticas después de la estimulaciéon de la glucosa
(Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de secrecion de insulina y funcién hipotética del transportador ZnT8 y de
los iones de zinc en la célula B pancreatica. La acumulacidn de zinc en las vesiculas se produce
a lo largo de todo el proceso de maduracién, almacenamiento y secrecidn de la insulina. La
insulina se almacena en el interior de las vesiculas secretoras con una estructura hexagonal
unida a dos iones de Zn** por hexagono. El zinc es también un componente importante en los
mecanismos de secrecién de insulina por medio de una accidn autocrina y modula la funcion
de células vecinas mediante interacciones paracrinas. Adaptado de (Chimienti, Favier and
Seve, 2005).

La secrecién de insulina se produce como consecuencia de la entrada de glucosa al
interior celular a través del transportador de glucosa GLUT-2. La glucosa se incorpora a
la glucolisis y sufre una fosforilacion por parte de la glucoquinasa (GK) con el
consiguiente gasto de ATP. En los siguientes pasos de la glucolisis se produce piruvato,
NADH y ATP. El piruvato entra en la mitocondria y activa el ciclo de Krebs generando
mas ATP y poder reductor. Tanto el poder reductor generado en el citosol (NADH) y
transportado al interior mitocondrial, como el generado en la mitocondria en el ciclo
de Krebs (NADH y FADH2) entran en la cadena respiratoria mitocondrial y activa el

transporte de electrones en los diferentes complejos que la conforman. A partir de ahi

35



I. Introduccién

se crea un gradiente de H* a ambos lados de la membrana mitocondrial interna que es
aprovechado por la ATP-sintetasa para generar ATP. El aumento del cociente ATP/ADP
provoca el cierre de los canales de potasio dependientes de ATP (Karp), lo que
despolariza la membrana celular y provoca la apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje, permitiendo la entrada de Ca?". El incremento de Ca?*
intracelular hace que los granulos de insulina del citoplasma se aproximen a la
membrana y sean secretados al medio extracelular por exocitosis. Junto con la insulina
se liberan grandes cantidades de zinc al medio extracelular (Qian et al., 2000). Varias
publicaciones cientificas demuestran que el zinc regula esta via a muchos niveles, es
decir, en los canales del Karp (Bancila et al., 2005), en la sintesis y almacenamiento de
insulina (Dodson and Steiner, 1998) y a nivel de células a modulando su funcién

mediante interacciones paracrinas/autocrinas (Ishihara et al., 2003).

La respuesta humoral contra el ZnT8 es compleja y comprende varios determinantes
antigénicos dirigidos a los extremos carboxilo y amino terminal del transportador de
zinc localizados en el citoplasma. Los sueros de pacientes con diabetes tipo 1 y ZnT8A
positivo reconocen mayormente el dominio carboxilo terminal del transportador
(residuos 268-369), resultando muy poco frecuente la presencia de anticuerpos que
reconozcan al fragmento amino terminal (residuos 1-74) (Wenzlau et al., 2007). Por
otro lado, en el extremo carboxilo terminal del ZnT8 existe un polimorfismo no
sinénimo (rs1326634 G>T) con dos variantes polimdrficas en el aminoacido 325
(Arg/Trp). Este aminoacido 325 es clave en la generacién de variantes polimadrficas de
la proteina y en la especificidad de la unidn de autoanticuerpos (Wenzlau et al., 2008).
Conforme a estos descubrimientos, se han publicado trabajos que evalian el
reconocimiento especifico de los ZnT8A presentes en sueros de pacientes con diabetes
tipo 1 utilizando construcciones monoméricas del dominio carboxilo terminal que
contienen Arg o Trp en el residuo 325 y construcciones diméricas con Arg-Arg, Trp-Trp
o Arg-Trp (Kawasaki et al., 2008; Vaziri-Sani et al., 2011; Faccinetti et al., 2016). Segun
los resultados del primer workshop internacional para la estandarizaciéon de la
determinacién de autoanticuerpos anti-ZnT8, la construccidn heterodimérica (Arg-Trp)
es la que presenta mejor combinacién de sensibilidad y especificidad para ser utilizada

en el screening rutinario de ZnT8A en personas con diabetes (Lampasona et al., 2011).
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1.1.4. Susceptibilidad genética en la diabetes tipo 1

Una evidencia de la contribucion de los factores genéticos en la etiologia de la diabetes
tipo 1 es el aumento considerable del riesgo a padecer la enfermedad entre los
familiares de enfermos, comparado con el riesgo del 0,4% estimado para la poblacion
general. Asi, en los nifios que tienen un progenitor con diabetes se estima un riesgo a
desarrollar la patologia del 1-9%, entre hermanos es del 6-7% y entre gemelos
idénticos alcanza el 70% si el seguimiento es a largo plazo (DiMeglio, Evans-Molina and

Oram, 2018; Redondo, Steck and Pugliese, 2018).

En la actualidad se establece que la diabetes tipo 1 es una enfermedad poligénica. Los
estudios sobre la genética de la diabetes tipo 1 comenzaron en la década de los 70 y
revelaron la contribucién de los genes del sistema del antigeno leucocitario humano o
HLA. Posteriormente, los estudios familiares y de genes candidato descubrieron otros
cinco genes que se asocian con la diabetes tipo 1, INS, CTLA4, PTPN22, IL2RA e IFIH1. A
partir de 2007, los estudios de asociacién del genoma completo (GWAS por sus siglas
en inglés Genome Wide Association Study) han aumentado drasticamente el nimero

de genes asociados con la diabetes tipo 1 a mas de 60, figura 5
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Figura 5. Esquema cronoldgico del descubrimiento de los genes que contribuyen a la
susceptibilidad a desarrollar diabetes tipo 1. Adaptado de (Bakay et al., 2019)
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Muchos de los loci que se han encontrado asociados a la patologia contienen genes
que afectan a la respuesta inmune, aunque también pueden estar implicadas vias

alternativas, auin desconocidas. A continuacién se presentan los mds relevantes.

1.1.4.1. Genes HLA

Todas las especies de mamiferos tienen un conjunto de genes estrechamente ligados y
muy polimodrficos, que fueron descubiertos por su implicacion en el rechazo o
aceptacion de trasplantes o injertos de tejidos u érganos, de ahi deriva su nombre de
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major Histocompatibility

Complex).

Las moléculas codificadas por el MHC son esenciales en el desarrollo de las respuestas
inmunes especificas, tanto la humoral como la celular. Estas moléculas tienen un papel
esencial en el reconocimiento del antigeno por parte de los linfocitos T, de forma que
el conjunto de alelos de los genes MHC que posee un individuo, influye sobre el
repertorio de epitopos que pueden reconocer sus linfocitos. Por esa razén, la
capacidad de respuesta frente a los patégenos y los fendmenos de autoinmunidad
dependen de esa dotacidon concreta de alelos del complejo MHC. En humanos, este
conjunto de genes del MHC se situa en el cromosoma 6 en la posicién p21, y se conoce
como sistema de antigenos leucocitarios humanos o HLA (del inglés Human Leukocyte

Antigen).

El sistema HLA juega un papel critico en la patogénesis de la diabetes tipo 1. La
asociacién entre la diabetes tipo 1 y el HLA se publicé por primera vez en 1973, tras la
observacion de una mayor frecuencia de ciertos antigenos HLA en los pacientes con
diabetes tipo 1 en comparaciéon con individuos sanos (Singal and Blajchman, 1973).
Entre los genes HLA, los mas relacionados con la susceptibilidad a desarrollar diabetes
tipo 1 son los HLA de clases | y I, que sintetizan proteinas que resultan esenciales para
la especificidad inmunitaria y desempefian una funcién importante en la

predisposicion a diversas enfermedades autoinmunes.
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La organizacion de los genes HLA en el cromosoma se muestra en la siguiente figura.
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Figura 6. Organizacion de los genes de HLA en el cromosoma 6, regién p21.1-21.3. Los
genes HLA de clase Il codifican las cadenas a y B que componen las moléculas DP, DQ y DR.
Los genes HLA de clase | (A, B, C) codifican las cadenas a de las moléculas de clase I. La
codificacion de la cadena P corresponde al cromosoma 15. Los rectangulos negros
representan otros genes cuyos productos no intervienen en el reconocimiento inmune.

Las moléculas HLA de clase | son glicoproteinas transmembrana que se presentan en la
superficie de todas las células nucleadas. Estas moléculas estan formadas por una
cadena pesada polimdrfica (también denominada cadena a) que se asocia mediante
un enlace no covalente a una cadena ligera no polimédrfica, microglobulina B2,
codificada en el cromosoma 15. Las cadenas a de las moléculas de clase | estan
codificadas por genes en los loci HLA-A, HLA-B y HLA-C. Los linfocitos que expresan
moléculas CD8 reaccionan con moléculas HLA de clase I. Estos linfocitos suelen tener
una funcién citotdxica, que requiere la capacidad de reconocer cualquier célula
infectada. Debido a que cada célula nucleada expresa moléculas HLA de clase |, todas
las células infectadas pueden actuar como células presentadoras de antigeno para los

linfocitos T CD8".

Las moléculas HLA de clase Il se expresan sdélo en la superficie de células presentadoras

de antigeno (macroéfagos, células dendriticas y linfocitos B), y sirven para presentar
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péptidos procesados procedentes de antigenos exdgenos a los linfocitos T CD4*. Las
moléculas HLA de clase Il son glicoproteinas transmembrana formadas por dos
cadenas glicoproteicas, a y B, que forman heterodimeros asociados de forma no
covalente. Cada una de ellas estd codificada por un gen diferente, A y B
respectivamente, situados de forma contigua en la region HLA. La cadena a del HLA-DR
estd codificada por un Unico gen DRA, mientras que la B puede estar codificada por
distintos genes B (DRB1, DRB3, DRB4 o DRBS5) siendo todos ellos a su vez polimdrficos.
Las cadenas HLA-DQ estan codificadas por un solo gen DQA1 y otro DQB1, como
también es el caso de las cadenas HLA-DP codificadas por los genes DPA1 y DPB1. Las

moléculas HLA-DQy -DP son polimérficas en ambas cadenas a y B.

Las moléculas HLA de clase Ill incluyen algunos componentes del complemento (C4, C2
y Bf), que son proteinas de la superficie celular que intervienen en la respuesta
inflamatoria, la agregacion de leucocitos, la fagocitosis y la actividad bactericida. Otros
genes de clase lll codifican la enzima 21-hidroxilasa, el factor de necrosis tumoral (TNF
del inglés tumor necrosis factor) THF-a y la linfotoxina o TNF-B, asi como otras
moléculas asociadas al transporte peptidico, respuesta inmune y ciertos sistemas
enzimaticos. Algunas moléculas HLA de clase Il se han descrito asociadas con diabetes
tipo 1, aunque no esta claro si estas asociaciones son primarias o causadas por estar en
desequilibrio de ligamiento con otros genes HLA de clase Il (Valdes and Thomson,

2009; Kumar et al., 2012).

La region HLA de clase Il ha sido propuesta como la principal implicada en Ia
susceptibilidad a la diabetes tipo 1 contribuyendo en un 40-50% al riesgo genético a
desarrollar la enfermedad (DiMeglio, Evans-Molina and Oram, 2018). Sin embargo, los
mecanismos bioldgicos exactos por los que los alelos de los genes que codifican el HLA
contribuyen al riesgo de desarrollar diabetes tipo 1 siguen siendo dificiles de

interpretar (Nyaga et al., 2018).

Tanto la susceptibilidad como la proteccién a desarrollar diabetes tipo 1 estdn
asociadas con las secuencias altamente polimodrficas de los genes HLA de clase II,

concretamente los genes DR y DQ. En la region HLA los genes presentan desequilibrio
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de ligamiento, es decir, debido a la proximidad que hay entre ellos, la frecuencia de
recombinacion entre los genes es menor del 50%, por lo que los alelos no se segregan
de forma independiente sino que tienden a heredarse juntos. A la combinaciéon de
alelos de diferentes loci de un cromosoma que se transmiten juntos a la descendencia
se denomina haplotipo (cada individuo hereda dos haplotipos, el materno y el
paterno). Esto es particularmente habitual en los genes DR y DQ de tal forma que para
una poblacién determinada un alelo DR o DQ se encuentra generalmente en un solo
haplotipo o en escasas combinaciones. En muchos casos, la sola presencia de un alelo

permite asumir los otros alelos del haplotipo.

En poblaciones caucasicas, los haplotipos que confieren el mayor riesgo a desarrollar
diabetes tipo 1 son el DRB1*03:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01 (también conocido como
DR3-DQ2) y el DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1*03:02 (también conocido como DR4-DQ8)
principalmente los haplotipos portadores de los alelos DRB1*04:05, *04:01 y *04:02.
Hasta el 90% de las personas con diabetes tipo 1 son portadores de uno de los dos
haplotipos de alto riesgo y alrededor del 30% de los pacientes portan los dos
haplotipos de riesgo en heterocigosis, comparado con el 2% de la poblacién general.
De hecho, la combinacién de los dos haplotipos en un individuo confiere el mayor
riesgo a desarrollar diabetes (Erlich et al., 2008; Redondo, Steck and Pugliese, 2018;
Lee and Hwang, 2019). Por otro lado, también se han descrito haplotipos que
disminuyen el riesgo a desarrollar diabetes, como es el caso del haplotipo DRB1*15:01-
DQA1*01:02-DQB1*06:02 (también conocido como DR2) y en menor medida del
DRB1*1401-DQA1*0101-DQB*0503 y DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*0303 (Redondo
et al., 2000; Erlich et al., 2008).

1.1.4.2. Genes no-HLA

En 1984, el gen de la insulina, gen INS, fue identificado como el segundo locus
asociado con la diabetes tipo 1 (Bell, Horita and Karam, 1984). Esta localizado en el
cromosoma 11p15.5, se expresa en las células B-pancreaticas y en el timo, y después
de la regién HLA es el que presenta mayor asociacién. La susceptibilidad a desarrollar

la patologia se asocia a una regién polimdrfica localizada en el extremo 5" del gen, que
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se origina por la repeticidon en tdndem de un oligonucledtido de 14-15 pb (VNTR del
inglés Variable Number of Tandem Repeats). El nimero de repeticiones varia en un
amplio rango que puede ir desde 26 a mas de 200, lo que permite la clasificacion de los
alelos en tres tamafios: alelos clase | (de 26 a 63 repeticiones), alelos clase Il (de 64 a
143 repeticiones) y alelos clase Ill (de 140 a 210 repeticiones). Los alelos de clase | se
asocian con un aumento del riesgo de diabetes tipo 1 en comparacién con los alelos
protectores dominantes de clase Ill (Bennett et al., 1995; Urrutia et al., 1998), pero el
mecanismo fisiopatoldgico por el que el genotipo INS-VNTR condiciona la aparicién de
la enfermedad esta aun por determinar. En este sentido, se ha descubierto que el locus
VNTR regula la expresion de dos genes que podrian ser relevantes en la patogénesis de
la enfermedad, el propio gen de la insulina y el gen del factor de crecimiento insulinico
tipo 2, IGF2 (Kennedy, German and Rutter, 1995). Los alelos VNTR clase | se asocian
con una menor transcripcién del gen INS y por tanto una menor expresion de la
insulina en el timo. Los niveles bajos de insulina en el timo se asocian con una
disminucion de la tolerancia hacia la misma, lo que aumentaria la susceptibilidad a la
enfermedad. Diferentes estudios publicados que proponen a la insulina y sus
precursores como el principal autoantigeno iniciador de la diabetes tipo 1 respaldarian

esta hipotesis (Kent et al., 2005; Zhang, Nakayama and Eisenbarth, 2008).

En 1996, el gen CTLA4 localizado en el cromosoma 233, fue reconocido como otro
posible gen que confiere susceptibilidad a desarrollar diabetes tipo 1 (Nistico et al.,
1996). El gen codifica un receptor proteico situado en la membrana celular de los
linfocitos T activados CD4* y CD8*, y estd asociado con varias enfermedades
autoinmunes, entre ellas la diabetes tipo 1 (Kristiansen, Larsen and Pociot, 2000; Tang
et al., 2012). Se trata de una molécula que actua como posible inhibidora de la
proliferacion de linfocitos T y de la produccion de interleucina 2. Los polimorfismos del
gen CTLA4 asociados con la diabetes tipo 1, a través de distintos mecanismos aun no
determinados, dan como resultado un menor control de la proliferacién de los

linfocitos T (Kristiansen, Larsen and Pociot, 2000; Wing et al., 2008).

Posteriormente, en un estudio caso-control publicado en 2004, se identifico el gen

PTPN22 asociado con la diabetes tipo 1 (Bottini et al., 2004). Este gen, localizado en el
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cromosoma 1p13, codifica una proteina tirosina fosfatasa especifica de linfocitos (LYP
del inglés lymphoid tyrosine phosphatase) que actua como inhibidora de la activacion
de los linfocitos T mediante la interaccion con la tirosina quinasa Csk (C-terminal Src
quinasa). El polimorfismo rs2476601 asociado con la diabetes tipo 1, consiste en la
sustitucion de Arginina por Triptéfano en la posicién 620 de la proteina, lugar clave de
union del complejo LYP-Csk. Los individuos portadores del polimorfismo pueden tener
cantidades reducidas de complejos LYP-Csk y, ante la falta de inhibicion, los linfocitos T
son mas propensos a desencadenar una respuesta inmune destructiva contra los
autoantigenos generados después de la accién de un factor ambiental estimulante

(Bottini et al., 2004).

En 2005 se identificd el gen IL2RA, localizado en el cromosoma 10p15.1, como otro
posible gen asociado a la diabetes tipo 1. Codifica la subunidad alfa del receptor de
interleucina-2 (CD25), altamente expresado en linfocitos T reguladores. Se han descrito
variantes del gen IL2RA que afectan a la sensibilidad de la seial de la interleucina-2, lo
que puede jugar un papel importante en la disfuncién de los linfocitos T reguladores y

en la patogénesis de la diabetes tipo 1 (Vella et al., 2005; Yang et al., 2015).

Por ultimo, en un estudio de asociacion que implicaba a 6.500 SNPs (Smyth et al.,
2006), se identificd el gen IFIH1, localizado en el cromosoma 2924, que codifica una
helicasa de ARN implicada en la respuesta inmune innata frente a virus. El gen IFIH1 es

el sexto gen reconocido asociado a esta patologia en la época previa al GWAS.

Gracias al desarrollo de los estudios de asociacion del genoma completo, GWAS, que
en un contexto libre de hipdtesis permiten probar un gran ndmero (hasta millones) de
variantes en grandes poblaciones clinicamente bien caracterizadas, se han hecho
grandes progresos en el descubrimiento de genes o loci asociados con el riesgo de
diabetes tipo 1, llegando a identificarse mds de 60 (Nyaga et al., 2018; Bakay et al.,
2019; Lee and Hwang, 2019). Sin embargo, en comparacién con el HLA o incluso con el
gen INS, la contribucidn de todos estos genes a la susceptibilidad a desarrollar diabetes
tipo 1 es claramente menor (Figura 7). Por otro lado, se desconocen en gran medida

los mecanismos de accidn de estos loci en el desarrollo y la progresiéon de la
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enfermedad, lo que limita la aplicacidn clinica de los hallazgos del GWAS (Bakay et al.,
2019). Caracterizar la funcion y esclarecer los mecanismos biolégicos subyacentes en
estos loci, asi como identificar genes y SNPs de susceptibilidad, e integrar los datos
GWAS con datos de transcriptoma y epigenoma en la diabetes tipo 1, es el préximo

gran desafio de la era post-GWAS.
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Figura 7. Representacion de la Odds Ratio de los alelos de riesgo de 42 genes/loci asociados
con el desarrollo de diabetes tipo 1. La mayoria de estos genes estan implicados en la
respuesta inmune. El asterisco indica los genes que se expresan en los islotes pancreaticos.
El color designa el afio del descubrimiento del gen candidato. Adaptado de (Pociot et al.,
2010).

1.2. Diabetes mellitus tipo 2

La diabetes tipo 2, previamente conocida como diabetes no insulinodependiente o
diabetes del adulto, se debe a la coexistencia de cierto grado de resistencia a la accién
de la insulina y un defecto funcional en las células B-pancreaticas que no permite
compensar completamente la situacion mediante un incremento de la secrecién de
insulina (Rubio Cabezas and Argente, 2012). En adultos, este tipo de diabetes
representa alrededor del 90% de todos los casos. Sin embargo, en la mayoria de las

poblaciones pediatricas estudiadas, la diabetes tipo 2 representa menos del 50% de los

44



I. Introduccién

casos de diabetes, existiendo grandes diferencias de prevalencia entre etnias, desde
valores menores al 3% en poblaciones europeas caucdsicas hasta alcanzar casi el 50%
en India y Japén y el 64% en poblaciones indigenas americanas (Aguayo et al., 2013;

Reinehr, 2013; Dabelea et al., 2014; Barrett et al., 2020; Shah and Nadeau, 2020).

El aumento de casos de diabetes mellitus de tipo 2 en nifios y adolescentes esta
asociado al aumento de la obesidad infantil, y se estd convirtiendo en una
preocupacion de salud publica cada vez mdas importante en todo el mundo
(Rosenbloom et al., 2008). El estudio SEARCH sobre la diabetes juvenil desarrollado en
Estados Unidos (Mayer-Davis et al., 2017), evalud la tendencia de la tasa de incidencia
de diabetes tipo 2 juvenil en 10 afios de seguimiento (2002-2012). Encontraron un
incremento anual significativo de la incidencia en todos los grupos étnicos excepto en
blancos no hispanos. Asi, la tasa de incidencia aumentd en mas de un 9% en nativos
americanos y en asiaticos e islefios del Pacifico (personas de origen chino, filipino,
coreano, hawaiano, indio-asiatico, japonés, samoano, vietnamita, entre otras). El
incremento estimado entre nifios afroamericanos e hispanos fue menor, en torno al
6,6%. En contraste, los jovenes blancos no hispanos presentaron una incidencia baja y

estable de 4 casos/100.000-afo a lo largo de los 10 afios de seguimiento.

Al igual que en la diabetes tipo 2 de los adultos, la diabetes tipo 2 de los jovenes se
asocia con la resistencia a la insulina, junto con el deterioro progresivo de la funcién de
la célula B-pancredtica y la deficiencia relativa de insulina en ausencia de marcadores
inmunoldgicos relacionados con la diabetes. Sin embargo, los mecanismos precisos por
los que la diabetes tipo 2 progresa en este grupo de edad todavia no estdn bien
caracterizados. Se pensaba que este tipo de diabetes en los jévenes estaba asociada
con complicaciones crénicas debido a una exposicién mas prolongada a la enfermedad,
pero diversos estudios muestran que la funcién de la célula B del pancreas se deteriora
mas rapidamente en los jévenes con diabetes tipo 2 en comparacién con la diabetes
de inicio en la edad adulta (Hannon and Arslanian, 2015; Barrett et al., 2020). En
general, los nifios con diabetes tipo 2 son obesos, tienen niveles inicialmente altos de
péptido C, presentan resistencia a la insulina (hiperlipemia, hipertensién, acantosis

nigricans, hiperandrogenismo ovarico y enfermedad de higado graso no alcohdlico),
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tienen historia familiar de diabetes y ausencia de autoanticuerpos pancreaticos
(Rosenbloom et al., 2008). La edad media de presentacién de la patologia es de 13,5
afios, coincidiendo con la resistencia fisiolégica a la insulina caracteristica de la
adolescencia, con una presentacion mds temprana en nifias frente a nifios debido a las
diferencias en la edad de inicio de la pubertad. Aunque es raro el desarrollo de esta
patologia en nifios prepuberes, se han descrito casos en menores de 10 afos

(Klingensmith et al., 2016).

La diabetes tipo 2 de la infancia es un grupo muy heterogéneo y todavia parece ser un
término que recoge una variedad de diabetes de diferente etiologia. En la practica
clinica, en ocasiones es dificil diferenciar entre la diabetes tipo 2 y la tipo MODY
(desarrollada en el apartado 1.3.1.). En un examen sistematico de pacientes con inicio
de diabetes tipo 2 antes de los 30 afios de edad que se llevd a cabo en el Reino Unido,
aproximadamente el 25% de los pacientes se identificaron como casos MODY

(Thanabalasingham et al., 2012).

Por este motivo, aunque la prevalencia de la diabetes tipo 2 ha aumentado claramente
en la infancia durante las ultimas décadas, se estima que una proporcién importante
se reclasificard en el futuro (Grulich-Henn and Klose, 2018). La prevalencia de la
diabetes tipo 2 en la infancia podria haberse sobrestimado en el pasado debido a
clasificaciones erréneas (Awa et al., 2011; Thanabalasingham et al., 2012). La
caracterizacion precisa y la exclusion de otras formas de diabetes, principalmente
monogénicas, son esenciales para un tratamiento adecuado e individualizado de esos
pacientes, que de otro modo corren un alto riesgo de sufrir complicaciones

relacionadas con la diabetes.

1.3. Diabetes monogénica

Las formas monogénicas de diabetes representan un grupo heterogéneo poco comun
de alteraciones de un solo gen, caracterizadas principalmente por defectos funcionales
de las células B del pancreas que dan lugar a una hiperglucemia de moderada a grave

(Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018). Hasta el momento se han descrito mas de 30
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genes en los que se han identificado variantes patogénicas asociadas a cuadros clinicos
monogénicos que pueden afectar bien a la sintesis de la insulina, como las alteraciones
en factores de transcripcion o de la propia insulina, a su secrecién, como las
alteraciones en los canales de potasio, o a su funciéon, como los alteraciones en el

receptor de la insulina (Alkorta-Aranburu et al., 2014; Hattersley et al., 2018). Figura 8.
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Figura 8. Proceso de secrecion de insulina en la célula B-pancreatica en respuesta a la glucosa.
Los nimeros indican proteinas asociadas con disfunciones de la célula B-pancredtica causantes
de diabetes monogénica. 1. Alteraciones en el gen de la Glucoquinasa (GCK); 2. Alteraciones en
los genes que codifican los canales de potasio sensibles a ATP (ABCC8, KCNJ11); 3. Alteraciones
de los factores de transcripcion nucleares (HNF1A, HNF4A, HNF1B, etc); 4. Alteraciones en el
gen de la insulina (/NS); 5. Alteraciones en el gen del receptor de la insulina (INSR). GK
glucoquinasa; PKs proteina quinasas.

Cuando la célula B-pancredtica se encuentra en estado de reposo (niveles plasmaticos
de glucosa bajos), los canales Katp permanecen abiertos debido a la concentracion baja
de ATP intracelular y los iones potasio fluyen al exterior de la célula. Como
consecuencia, la membrana se mantiene hiperpolarizada e impide la apertura de los

canales de calcio dependientes de voltaje. El Ca?* no entra al interior celular y, por
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tanto, no estimula la secrecién de insulina. En cambio, cuando los niveles de glucosa
en plasma aumentan, ésta entra a la célula a través del transportador GLUT2. El
metabolismo celular de la glucosa provoca el aumento de las concentraciones de ATP
intracelulares que bloquea a los canales Kare. Este cierre conlleva la despolarizacion de
la membrana plasmatica y la consiguiente apertura de los canales de calcio, lo que
permite la entrada de Ca?* al interior celular. El aumento del Ca?* en el citoplasma
celular es el principal desencadenante de la fusion de las vesiculas de insulina con la
membrana plasmatica y, por lo tanto, de la secrecidn de insulina. La insulina liberada
tiene efectos autocrinos sobre el receptor de la insulina de la célula B, iniciando
cascadas de sefalizacion que dependen de un orquestado numero de interacciones
proteicas. Estas vias regulan la mayoria de las acciones de la insulina asociadas a la
regulacion del metabolismo energético, de la expresion génica y de efectos

mitogénicos. (Lazo-de-la-Vega-Monroy and Fernandez-Mejia, 2009).

La actividad de la célula B-pancredtica se puede ver afectada cuando genes, que
codifican proteinas claves para su correcto funcionamiento, portan alteraciones
patogénicas que alteran su funcionalidad. Asi, por ejemplo, mutaciones activantes en
los genes que codifican las proteinas que conforman el canal Karp (ABCC8, KCNJ11)
impiden el cierre del canal incluso cuando los niveles de glucosa plasmatica son altos.
Como consecuencia, se produce un flujo continuo de potasio al exterior celular que
hiperpolariza la membrana plasmatica e impide la apertura de los canales de calcio
dependientes de voltaje. Al disminuir la concentracién de calcio intracelular no se
estimula la secrecién de insulina. La insuficiencia de insulina impide a la glucosa entrar

en las células, aumenta su concentracién en sangre y acarrea la diabetes al paciente.

En la infancia y la adolescencia la diabetes monogénica incluye fundamentalmente a la
diabetes denominada clasicamente tipo MODY vy la diabetes de comienzo neonatal,
pero también incluye otras formas monogénicas menos frecuentes como son la
diabetes mitocondrial y otros sindromes genéticos raros asociadas a esta patologia
(Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018). Hoy en dia se tiende a sustituir los términos
diabetes tipo MODY y diabetes neonatal por la denominacién mas amplia de diabetes

monogénica, ya que hay varios casos en los que diferentes alteraciones en un mismo
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gen, pueden provocar ambos tipos de diabetes. Esta denominacion es la que se ha

seguido en este trabajo.

Los estudios sobre la prevalencia de diabetes monogénica entre los casos pediatricos
de diabetes, se han llevado a cabo fundamentalmente en poblaciones caucasicas, y las
estimaciones varian desde el 1,1% en poblacién pediatrica noruega (Irgens et al., 2013)
al 6,3% en poblacidon pediatrica italiana (Delvecchio et al., 2017). En otros paises
europeos como el Reino Unido y Polonia se han determinado prevalencias del 2,5% y
4,2% respectivamente (Fendler et al.,, 2012; Shepherd et al., 2016). El estudio
multicéntrico SEARCH sobre diabetes juvenil en Estados Unidos, identificé una
prevalencia minima de MODY en pediatria del 1,2% (Pihoker et al., 2013) y una
prevalencia de 0,25% de diabetes neonatal (Kanakatti Shankar et al., 2013).

1.3.1. Diabetes tipo MODY

El término MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) se utilizdé por primera vez en
los afios 70 para describir formas hereditarias de diabetes distintas de la diabetes de
tipo 1 dependiente de insulina y de la diabetes tipo 2 no dependiente de insulina
(Tattersall, Fajans and Arbor, 1975). En la actualidad, MODY representa un grupo
clinicamente heterogéneo de desérdenes autosémicos dominantes causados por
mutaciones en los genes involucrados tanto en el desarrollo de las células
B-pancreaticas como en la secrecidn de insulina, y es la forma mdas comun de diabetes
monogénica. Hasta el momento se han descrito al menos 14 genes asociados a un
subtipo distinto de MODY, cada uno de los cuales difiere en cuanto a la funcion, la
presentacion clinica (edad de inicio y patron de hiperglucemia), las manifestaciones
extra-pancreaticas, el riesgo de complicaciones y la respuesta al tratamiento (Vaxillaire

and Froguel, 2016).

A continuacidn, en la tabla 3 se presenta un resumen de las caracteristicas clinicas y las
consecuencias terapeuticas de cada tipo MODY, asi como el gen implicado vy la

frecuencia que cada tipo de MODY representa dentro de la diabetes monogénica.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas de los diferentes subtipos de MODY

ubtipo , o tras caracteristicas ratamiento
supo S P s T
Hiperinsulinemia en Utero, macrosomia .
HNF4A Fact I |
MODY1 actor fje ., 5-10% fetal e hipoglucemia neonatal. Sen5|b.e atas
(20g12) transcripcion . - sulfonilureas
Alteraciones lipidicas.
. Leve hiperglucemia de por vida. A Sin tratamiento
MODY2 (7GC1I;) Eruzég}?si(:e la 30-60% menudo asintomatico. Diabetes excepto en el
P g gestacional. embarazo
MODY3 ANFIA — Factor ?Ie ., 30-60% Glucosuria. HDL-colesterol elevado Sen5|b.le alas
(12924.2) transcripcion sulfonilureas
MODY4 PDX1 Factor de <1% En homocigosis provoca agenesia Dieta, ADOs o
(13g12.1) transcripcidn 0 pancreatica insulina
HNF1B  Factor de ., Diabetes asociada con anormalidades .
MODY5 (17921)  transcripcion >-10% renales y genito-urinarias Insulina
En homocigosis puede causar diabetes
MODY6 NEUROD1 Factor de 1% neonatal permanente, anormalidades ADOs o insulina
(2931.3) transcripcién 0 neuroldgicas y dificultades de
aprendizaje
MODY7 (l;L:zlsl) 'Ic:facr:gcrr?;cién <1% Similar a diabetes tipo 2 ADOs o insulina
£l Disfuncié o4 .
MODY8 ¢ Enzima Lipasa <1% 'S ur.1C|on del pancreas endocrinoy ADOs o insulina
(9p34) exocrino
PAX4 Factor d . ) Dieta, ADO
MODY9 actor . N ., <1% Diabetes propensa a la cetosis . '€ ? >0
(7932)  transcripcion insulina
INS 0 Puede ocasionar diabetes neonatal y . .
MODY10 (11p15.5) Hormona <1% MODY ADOs o insulina
BLK Tirosi Di AD
MODY11 rosina <1% Frecuente obesidad . |et§, Oso
(8p23) quinasa insulina
ABCCS SUR1 Generalmente asociado a diabetes Sensible a las
MODY12 (11p15.1) (Subunidad del <1% neonatal pero también es una forma sulfonilureas
P> canal Karp) poco frecuente de MODY
Kir6.2 Generalmente asociado a diabetes
11 i
MODY13 KenJ (Subunidad del <1% neonatal pero también es una forma Sen5|b'le alas
(11p15.13) sulfonilureas
P> canal Karp) poco frecuente de MODY
APPL1 Serina/T i Dieta, ADO
MODY14 ef'”a/ reonina <1% Diabetes de debut en edad adulta . '€ ?’ 50
(3p14.3) quinasa insulina

ADOs: antidiabéticos orales. Adaptada de (Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018)
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Las variantes patogénicas en los genes GCK y HNF1A son la causa mas frecuente en
poblaciones caucasicas, sin embargo, la proporcion de mutaciones GCK vs. HNF1A varia
entre paises debido posiblemente a las diferentes estrategias de reclutamiento de
pacientes para realizar las pruebas genéticas. Por ejemplo, el analisis de glucosa en
sangre en individuos jévenes y asintomaticos, identifica una mayor proporcién de
diabetes monogénica causada por variantes patogénicas en GCK (Shields et al., 2010).
Esta puede ser la razén por la que las variantes patogénicas en GCK predominan en
Espana, ltalia, Francia, Alemania y la Republica Checa, donde se examinan mas casos
pedidtricos, mientras que las mutaciones en HNF1A es el subtipo MODY mas comun en
los Paises Bajos y Dinamarca (Estalella et al., 2007). En general, en caucasicos, los
genes GCK, HNF1A y HNF4A representan aproximadamente el 85-90% de todos los
casos de MODY en pediatria (Shields et al., 2010; Sanyoura, Philipson and Naylor,
2018). Sin embargo, en poblaciones asiaticas se ha descrito una proporcién diferente.
En Japon sdélo explican un 48% de los casos de MODY pediatricos y en Corea el
porcentaje es incluso menor, en torno al 10% (Urakami, 2019). Estas diferencias
apoyan la idea de que aparte de la influencia de las diferentes formas de reclutamiento
en la frecuencia de los subtipos de MODY, también puede existir una diferencia

genética entre poblaciones.

1.3.1.1. Alteraciones en el gen de la glucoquinasa (GCK)

El gen GCK, también conocido como MODY2, esta localizado en el cromosoma 7
(7p13). Es una de las formas mdas comunes de diabetes tipo MODY, representando el
30-60% de los casos de diabetes monogénica (Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018).
El gen GCK codifica la glucoquinasa, una enzima que se expresa predominantemente
en los hepatocitos y las células B-pancredticas y desempefia un papel central en el
metabolismo de la glucosa al catalizar la fosforilacién de la glucosa a glucosa 6 fosfato,
el paso que inicia la glucolisis. Se trata de una enzima que regula el metabolismo de la
glucosa en las células B-pancredticas, controlando la secrecidn de insulina en respuesta

a las variaciones en las concentraciones de glucosa intracelular (Matschinsky, 2002).
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Las mutaciones heterocigotas inactivantes (pérdida de funcién) del gen GCK provocan
una disminucién de la sensibilidad de las células B-pancredticas al aumento de las
concentraciones de glucosa y, por consiguiente, dan lugar a un aumento del punto de
ajuste de la secrecion de insulina estimulada por la glucosa, es decir, se necesita un
umbral mas elevado de glucosa (hiperglucemia) para que se pueda secretar insulina
(Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018). Desde el punto de vista clinico, las variantes
patogénicas inactivantes en el gen GCK causan una hiperglucemia leve que permanece
estable a lo largo de los afios, de hecho, la hiperglucemia puede detectarse, si se
busca, desde el nacimiento. Sin embargo, puesto que es clinicamente silente, se suele
diagnosticar en controles rutinarios en la edad adulta. Salvo que la mutacién sea de
novo, en las familias suelen existir varias generaciones afectadas, con diagndstico de

hiperglucemia o de diabetes tipo 2 leve.

Aunque los pacientes con mutaciones en GCK tienen una hiperglucemia de por vida, la
prevalencia y gravedad de complicaciones micro y macrovasculares son similares a las
de las personas sin diabetes (Steele et al., 2014). Generalmente no precisa tratamiento
farmacoldgico, salvo que se asocie a otros factores de riesgo como, por ejemplo, la
obesidad, o durante el embarazo, situacién especial en la que el tratamiento
dependerd del genotipo del feto. En este sentido, hay que recordar que la insulina es
un factor de crecimiento fundamental en el periodo intrauterino, por lo que para que
el crecimiento del feto sea apropiado, se necesita que las concentraciones de insulina
sean adecuadas. Asi, en madres portadoras de una alteracién patogénica en el gen
GCK, si el feto no hereda la alteracién, éste tendra un hiperinsulinismo secundario a la
hiperglucemia materna y, como consecuencia, presentara macrosomia. En este caso
hay que intervenir para mantener una concentracion de glucosa normal en la madre.
Por el contrario, si el feto hereda la alteracidén, la hiperglucemia de la madre favorece
para que el feto libere su propia insulina, evitando la insulinopenia prenatal vy
alcanzando un crecimiento intrauterino adecuado. En este caso no habria que
intervenir en el control glucémico de la madre porque se podria provocar una
reduccion de secrecion de insulina en el feto y como consecuencia un crecimiento

intrauterino bajo.
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A pesar de que las alteraciones patogénicas en heterocigosis en el gen GCK sean
clinicamente silentes, el diagndstico de GCK-MODY mediante pruebas genéticas es
esencial para evitar un tratamiento innecesario y para identificar a otros miembros de
la familia que tengan la alteracién y poder valorar, en las mujeres, una intervencion

terapeutica en caso de embarazo.

1.3.1.2. Alteraciones en los factores de transcripcion HNF4A, HNF1A y HNF1B

Los factores de transcripcion nucleares (HNF4A, HNF1A y HNF1B) regulan la expresion
de muchos genes esenciales para el desarrollo y la funcién normal del higado, el
intestino, el rifién y los islotes pancreaticos. En las células B del pancreas, estos
factores de transcripcién regulan la expresién del gen de la insulina, asi como la
expresion de otros genes implicados en el transporte y el metabolismo de la glucosa
(Maestro et al., 2007). Sus alteraciones causan una disfuncién progresiva de las células
B que provoca diabetes de caracteristicas clinicas semejantes pero, a veces, asociada a
diferentes manifestaciones extra-pancredticas. A diferencia de las alteraciones en
heterocigosis en el gen GCK, los pacientes con variantes patogénicas en heterocigosis
en los factores de transcripcién HNF nacen con normoglucemia y la hiperglucemia
aparece generalmente a partir de la segunda década de la vida, es progresiva y grave.
Todos los pacientes terminan por necesitar tratamiento farmacoldgico vy, si no se trata
de manera adecuada, son frecuentes las complicaciones derivadas del mal control

glucémico.

Gen HNF1A. Las alteraciones del gen HNF1A son, junto con las del gen GCK, las mas
frecuentes y representan entre el 30-60% de las diabetes monogénicas (Sanyoura,
Philipson and Naylor, 2018). El gen HNF1A, también conocido como MODY3, esta
localizado en el cromosoma 12 (12924.2) y regula la expresion de multiples genes
asociados con el metabolismo de la glucosa y la produccion y secrecién de insulina.
Desde el punto de vista clinico, las variantes patogénicas en heterocigosis en el gen
HNF1A causan una reduccién en la secrecion de insulina, lo que provoca una alteracién
de la glucemia antes de la aparicién de la diabetes franca, que generalmente se

desarrolla en el periodo pospuberal. El papel del HNF1IA en la regulacion de la
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transcripcion y la expresion del co-transportador de sodio-glucosa tipo 2 (SGLT2)
puede explicar el mantenimiento de los niveles de glucosa normal durante algin
tiempo. Dicho co-transportador es el responsable de la mayor parte de la reabsorcién
de la glucosa desde la luz de los tubulos renales, por lo que una drastica disminucién
de la expresién de SGLT2 en los individuos con mutaciones en HNFIA aumenta la
excrecion urinaria de glucosa y por tanto disminuye su concentracidon plasmatica
(Pontoglio et al., 2000). Sin embargo, con el tiempo, los defectos de secrecidn
empeoran como resultado de la disfuncidn progresiva de las células B-pancreatica
desencadenando una diabetes clara, que puede confundirse con una diabetes tipo 1 o
tipo 2. Debido a la reducida reabsorcién de glucosa por el rifién, la glucosuria es
frecuente en este tipo de MODY. Ademds, los niveles de lipoproteinas de alta densidad
(HDL-colesterol) se presentan frecuentemente elevados debido al papel del HNF1A en
el metabolismo de los lipidos (Shih et al., 2001). A pesar del alto HDL, el riesgo de
enfermedades cardiovasculares es mayor en los individuos con HNF1A-MODY en
comparacion con sus parientes no afectados (Steele et al., 2010). La prevalencia de
complicaciones microvasculares en pacientes con este subtipo de MODY estd

fuertemente relacionada con el control glucémico.

Una de las caracteristicas mas importantes del HNF1A-MODY es la sensibilidad a las
sulfonilureas, que es la primera opcidon de tratamiento en este tipo de diabetes
monogénica. Esto tiene implicaciones significativas, particularmente para aquellas
personas previamente mal diagnosticados de diabetes tipo 1, ya que pueden
suspender el tratamiento con insulina y ser tratados con sulfonilureas, incluso después

de un tratamiento de insulina prolongado (Shepherd et al., 2003).

Gen HNF4A. Las alteraciones en heterocigosis en el gen HNF4A, también conocido
como MODY1, son menos comunes y representan entre el 5 y el 10% de los casos
(Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018). El gen HNF4A, localizado en el cromosoma 20
(20g13.12), se expresa en el higado, rifidn, intestino e islotes pancreaticos. Es un
regulador clave de la expresidn de los genes hepaticos y es un activador importante
del factor de transcripcion HNF1A que a su vez activa la expresion de un gran nimero

de genes implicados en el metabolismo de la glucosa, el colesterol y los acidos grasos.
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La presentacion clinica de los pacientes con HNF4A-MODY es similar a la del HNF1A-
MODY y se caracteriza por un descenso progresivo de la funcidon de las células
B-pancreaticas. En aproximadamente un 50% de los casos, las variantes patogénicas
del gen HNF4A causan hiperinsulinemia en el utero, lo que conduce a una macrosomia
fetal significativa y a la subsiguiente hipoglucemia neonatal (esto ocurre raramente en
el HNF1A-MODY) (Pearson et al., 2007). En general la hipoglucemia es transitoria, y
progresa hacia una glucemia normal en la infancia, pero posteriormente la disfuncién
progresiva de las células B-pancredticas provoca una disminucion de la secrecidn de
insulina que con el transcurso del tiempo termina en una diabetes que puede
confundirse con una diabetes tipo 1 o tipo 2. La mayoria de los portadores de cambios
patogénicos en HNF4A desarrollan diabetes en la adolescencia o en la edad adulta
temprana (antes de los 25 afos), pero algunos portadores no desarrollan diabetes

hasta una edad mas avanzada.

El HNF4A-MODY también se presenta con caracteristicas extra-pancreaticas unicas,
incluyendo niveles reducidos de colesterol HDL, bajos niveles de triglicéridos y altos
niveles de lipoproteinas de baja densidad (colesterol LDL) (Pearson et al., 2005). Las
complicaciones macro y micro vasculares se producen a un ritmo similar al de la
diabetes de tipo 1 y tipo 2 y estdn fuertemente relacionadas con el control glucémico.
El tratamiento en este caso, como en el de HNF1A-MODY, es también con dosis bajas

de sulfonilureas.

Gen HNF1B. Las mutaciones de HNF1B, también conocido como MODY5, representan
menos del 10% de todos los casos de MODY (Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018). El
gen HNF1B localizado en el cromosoma 17 (17g21) desempefiia un papel crucial en el
desarrollo embrionario temprano y estd involucrado en la diferenciacion tisular y
organogénesis incluyendo el intestino, el higado, el pulmdn, el rifidn y el pancreas.
Como consecuencia, los portadores de variantes patogénicas en HNF1B pueden
presentar anormalidades en el desarrollo de todos estos érganos (Clissold et al., 2015).
Las alteraciones en heterocigosis tienen un espectro clinico amplio y heterogéneo de
presentacion, por lo que su diagndstico debe ser considerado en circunstancias clinicas

especificas. Asi, ademas de una diabetes semejante a la de HNF1A, asocia anomalias
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renales (quistes renales, displasia renal, etc) que pueden ser diagnosticadas intrautero
y suelen preceder al diagndstico de la diabetes. En pediatria la implicacidén renal es mas
frecuente que la diabetes. También se pueden asociar malformaciones genitales (Utero
bicorne, quistes en el epididimo, agenesia de vasos eferentes, etc) y en raras
ocasiones, alteraciones del pancreas exocrino o del higado. A menudo, las alteraciones
del gen HNF1B son de novo, por lo que se presentan como casos aislados en ausencia
de antecedentes familiares (Clissold et al., 2015). Mas del 50% de los casos se pueden
deber a una delecidn parcial o total del gen, por lo que las pruebas genéticas para el
HNF1B-MODY deben incluir un método para detectar este tipo de alteraciones. No
parece existir ninguna correlaciéon entre el tipo o la posicion de la mutacion y las
caracteristicas clinicas (Clissold et al., 2015). Los pacientes no suelen responder a

sulfonilureas y necesitan tratamiento con insulina.

1.3.1.3. Otras formas raras de MODY

Gen PDX1. Las alteraciones patogénicas en el gen PDX1 o IPF1 (insulin promoter factor
1), también conocido como MODY4, representan un subtipo raro de diabetes
monogénica con una frecuencia menor del 1% (Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018).
Esta localizado en el cromosoma 13g12.1 y codifica un factor de transcripcién clave en
el desarrollo del pancreas embrionario. Asi, variantes patogénicas en heterocigosis en
el gen PDX1 pueden producir importantes alteraciones en la formacién del pancreas
embrionario, las cuales pueden desencadenar desequilibrios en la funcidn del pancreas
post-natal que se asocian con diabetes tipo MODY de comienzo tardio (Gragnoli et al.,
2005). La edad de inicio de la diabetes se produce mas tarde que la de otras formas de
MODY, entre los 17 y los 67 anos, y los fenotipos clinicos van desde la disminucion de
la tolerancia a la glucosa, hasta la diabetes no insulinodependiente con una amplia
variedad de tratamientos, tanto dieta exclusivamente, como agentes hipoglucémicos
orales, y/o insulina (Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018). Las alteraciones en
homocigosis se asocian con diabetes neonatal grave con agenesia pancreatica

(Schwitzgebel et al., 2003).
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Gen NEUROD1. El gen NEUROD1, también conocido como MODY®6, estd localizado en
el cromosoma 2g31.3 y codifica un factor de transcripcién bdsico que participa en el
desarrollo del linaje celular endocrino asi como en el desarrollo neuronal. Las variantes
patogénicas en heterocigosis en el gen NEUROD1 inducen a una diabetes tipo MODY,
mientras que en homocigosis pueden causar diabetes neonatal permanente,
anormalidades neurolégicas y dificultades de aprendizaje (Kristinsson et al., 2001;

Rubio-Cabezas et al., 2010).

Gen KLF11. El gen KLF11 se encuentra en el cromosoma 2p25 y codifica un factor de
transcripciéon que desempefia un papel importante en el funcionamiento de las células
B del pancreas regulando los niveles de expresion de la insulina. Ademas, también
puede afectar a la funcién de las células B al regular la expresién de ciertas enzimas
antioxidantes como la catalasa y la superdxido dismutasa que protegen a las células
contra la glucolipotoxicidad (Robertson et al., 2004). Un control estricto del estrés
oxidativo es critico para mantener la homeostasis de las células B, de hecho, se cree
que el estrés oxidativo estd involucrado en la progresion de la disfuncidn de las células
B del pancreas en la diabetes tipo 2. Se han descrito dos variantes funcionales del gen

KLF11 asociadas con la diabetes tipo MODY conocido como MODY7 (Neve et al., 2005).

Gen PAX4. El gen PAX4 localizado en el cromosoma 7932, codifica un factor de
transcripcion que desempefia un papel importante en la generacién, desarrollo,
diferenciacién y supervivencia de las células B-pancredticas (Lorenzo et al., 2017). Se
trata de un gen clave de susceptibilidad a la diabetes mellitus en el que se han descrito
polimorfismos asociados a diabetes tipo 1y tipo 2 (Lorenzo et al., 2017) y alteraciones
patogénicas causantes de la forma monogénica de diabetes denominada MODY9

(Plengvidhya et al., 2007).

Genes BLK y CEL. Otras formas monogénicas extremadamente raras son las debidas a
trastornos enzimaticos, como es el caso de alteraciones en el gen BLK y el gen CEL. El
gen BLK, localizado en el cromosoma 8p23, codifica una tirosina quinasa no receptora.
Es una proteina de senalizacidon intracelular que utiliza la adicion de grupos fosfato a la

tirosina de las cadenas proteicas para transmitir sefiales desde varios receptores de
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membrana a las proteinas y asi permite la activacién de la sintesis proteica y el
crecimiento celular, principalmente. Se expresa en células B-pancreaticas donde
promueve la sintesis y secrecidn de insulina mediante la regulacién de los factores de
transcripcion Pdx1 y Nkx6.1. La disminucién de la actividad de la tirosina quinasa
reduce el contenido de insulina y hace que las células B respondan menos a la glucosa,
lo que lleva a una disminucién de la secrecidn de insulina y, con el tiempo, a la

diabetes tipo MODY, conocida como MODY11 (Borowiec et al., 2009).

Las alteraciones en el gen CEL, localizado en el cromosoma 9p34, también conocido
como MODYS8, asocian la diabetes de comienzo tardio a una disfuncién pancreatica
exocrina con déficit de elastasa fecal, dolor abdominal y diarrea (Raeder et al., 2006).
Aunque este gen se expresa en las células acinares exocrinas, no lo hace en las
célulasB y no se conoce por qué mecanismo causa un fallo progresivo de las
productoras de insulina. Codifica una lipasa estimulada por las sales biliares que es
secretada por el pancreas al tracto digestivo. La enzima ayuda a la digestion del
colesterol y de las vitaminas liposolubles, y a la absorcion intestinal de la grasa. Hasta
la fecha, sélo se han identificado mutaciones en heterocigosis en el gen CEL en tres
familias (Torsvik et al., 2010) y las tres se asocian a una region VNTR altamente
polimérfica localizada en el exdn 11. Se trata de una regidn formada por la repeticién
de un oligonucledtido de 33 pb que se repite entre 7 y 21 veces con pequeiias
variaciones en la secuencia. Es muy dificil de secuenciar por métodos de NGS debido al
alto contenido de GC y la considerable variacidn de longitud que puede presentar
(Torsvik et al., 2010) por lo que el gen CEL no se ha incluido en el panel de genes

desarrollado para este estudio.

Genes ABCC8, KCNJ11 e INS. Aunque las alteraciones de los genes ABCC8 y KCNJ11,
que codifican los canales de potasio sensibles a ATP (Karp), y del propio gen INS se han
asociado siempre a diabetes neonatal (desarrollado en el apartado 1.3.2.), hoy en dia
se admite que pueden manifestarse en edades tardias. Variantes patogénicas en el gen
de la insulina se han asociado con diabetes monogénica MODY10 (Molven et al., 2008),
y mutaciones activadoras en los genes ABCC8 y KCNJ11 con diabetes monogénica

MODY12 y 13, respectivamente (Bonnefond et al., 2012; Bowman et al., 2012). Tanto
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en el caso de alteraciones en ABCC8 como en KCNJ11 el tratamiento recomendado son
las sulfonilureas. Sin embargo, las alteraciones patogénicas en el gen INS requieren un

tratamiento con insulina.

Gen APPL1. Por ultimo, el gen APPL1 es el gen relacionado con MODY que se ha
identificado mds recientemente. APPL1 es una proteina con multiples dominios
funcionales que interactian con otras proteinas, incluyendo los componentes clave de
la via de sefializacion de la insulina. Se han identificado dos alteraciones de pérdida de
funcion en el gen APPL1 en un estudio de 60 familias con clinica de MODY mediante

secuenciacion del exoma completo (Prudente et al., 2015).

Estos 14 genes asociados con la diabetes tipo MODY (tabla 3) se examinan
rutinariamente en los paneles de diagndstico de MODY. Sin embargo, muchos de ellos
se han descrito en un nimero limitado de familias y las pruebas genéticas no siempre
son convincentes (Sanyoura, Philipson and Naylor, 2018). En el 15-20 % de casos
clinicamente compatibles con un diagndéstico de MODY no se encuentra ninguna causa
genética, son los conocidos como MODYX, lo que sugiere la existencia de otros genes
implicados en esta enfermedad que pueden condicionar la aparicion de nuevos

subtipos en un futuro préximo.

Diabetes monogénica autoinmune. Aunque una caracteristica de la diabetes
monogénica es la ausencia de autoinmunidad, algunas alteraciones monogénicas raras
producen diabetes con presencia de autoanticuerpos anti-islote (Strakova et al., 2019).
Se conoce como diabetes monogénica autoinmune. Hace dos décadas se reconocieron
dos subtipos de diabetes autoinmune monogénica: el sindrome de poliedrocrinopatia
autoinmune tipo 1 causado por alteraciones patogénicas en el gen AIRE (Akirav,
Ruddle and Herold, 2011) vy el sindrome IPEX (inmunodesregulacién,
poliendocrinopatia y enteropatia ligada a X) causado por alteraciones en el gen FOXP3

(Bennett et al., 2001).

Mediante la secuenciacién de nueva generacidn, se han identificado nuevas

alteraciones genéticas que conducen a formas monogénicas de diabetes autoinmune,
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en su mayoria acompafiadas de otras afecciones autoinmunes o de desregulacién
inmunolégica de aparicidon temprana, como citopenias de origen inmune, enfermedad
inflamatoria intestinal, artritis reumatoide, eccema atdpico grave o baja estatura. Las
nuevas causas genéticas incluyen variantes en el gen IL2RA, que codifica la
subunidad a del receptor de interleucina-2 (también llamada CD25), y que conducen a
un fenotipo similar al IPEX (Caudy et al., 2007), y variantes en el gen STAT3 que codifica
el transductor de sefales y activador de la transcripcion STAT3 y se asocia a diabetes
de comienzo temprano y a otros trastornos autoinmunes generalizados con diarrea
crénica o hipotiroidismo autoinmune neonatal (Flanagan et al., 2014). Recientemente
también se han asociado con diabetes monogénica autoinmune variantes patogénicas
en los genes CTLA4, el LRBA y STAT1 (Kuehn et al., 2014; Toubiana et al., 2016;
Johnson et al., 2017). El diagndstico de diabetes monogénica autoinmune esta fuera de

los objetivos de este trabajo.

1.3.2. Diabetes neonatal

La diabetes mellitus rara vez se presenta antes de los 6 meses de vida, y cuando lo
hace, no se acompana habitualmente de autoinmunidad frente a las células
B-pancreaticas, ni lleva asociado un mayor riesgo genético para desarrollar diabetes
tipo 1 (Edghill, Dix, et al., 2006). Este tipo de diabetes, conocida tradicionalmente
como diabetes neonatal, se asocia en la mayoria de los casos a alteraciones genéticas
de tipo monogénico y se reconocen mas de 20 genes involucrados (Greeley et al.,
2011; Hattersley and Patel, 2017; Beltrand et al., 2020). La etiologia de la diabetes
neonatal puede atribuirse a la ausencia o la alteracién del desarrollo del pancreas y a
la disfuncion o la destruccidn temprana de las células B de los islotes lo que ocasiona
gue los afectados, generalmente, nazcan con un mayor o menor grado de retraso de

crecimiento intrauterino secundario a la deficiencia de insulina durante la vida fetal.

Desde un punto de vista clinico, se diferencian dos tipos de diabetes neonatal que son
clinica y genéticamente muy heterogéneas: una forma permanente, que requiere
tratamiento continuado desde el diagndstico, y una forma transitoria, que remite

pocos meses después de su aparicion (Vaxillaire and Froguel, 2016). No obstante, al
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menos el 50% de las diabetes neonatales transitorias pueden recidivar en la pubertad
o en el embarazo (diabetes gestacional), por lo que es importante hacer un

seguimiento durante toda la vida.

Genes ABCC8 y KCNJ11. Aproximadamente el 50% de los casos de diabetes neonatal
permanente tiene una alteracién patogénica en alguno de los dos genes que codifican
los canales de potasio sensibles a ATP (Karp) localizados en la membrana plasmatica de
las células pancreaticas. Los canales Karp estan formados por cuatro subunidades kir6.2
(codificadas por el gen KCNJ11) y cuatro subunidades SUR1 (codificadas por el gen
ABCC8). Mutaciones inactivantes en los genes KCNJ11 o ABCC8 son responsables de
hiperinsulinismo neonatal. Por el contrario, mutaciones activantes de ambos genes se
asocian con diabetes neonatal. En este caso, la alteracidon impide que se puedan cerrar
correctamente los canales Katp inducido por el aumento de la concentracién de ATP
citoplasmadtica y, como consecuencia, el potasio sale al medio extracelular. La
membrana hiperpolarizada provoca que el canal de calcio se mantenga cerrado y no
permita la entrada de calcio al interior celular y, por tanto, no estimula la secrecién de
insulina (Figura 8. Esquema de la secrecion de insulina en la célula B-pancredtica,
pag.47). En el caso del KCNJ11 las mutaciones activantes causantes de diabetes
neonatal permanente siguen un patron de herencia autosémico dominante, mientras
qgue en el caso del ABCC8 se han descrito mutaciones activadoras dominantes, asi

como recesivas o heterocigotas compuestas (Ellard et al., 2007).

Aunque las alteraciones en estos genes son mdas comunes en diabetes neonatal
permanente, ambos genes del canal Kate también se han relacionado con algunos
casos de diabetes neonatal transitoria (Flanagan et al., 2007) y, aproximadamente el
20% de los pacientes presentan trastornos neurolégicos como consecuencia de la
expresion de los genes mutados en las neuronas del sistema nervioso central (Gloyn et

al., 2006; Clark et al., 2010).

Dado que los canales Katp son la diana de las sulfonilureas, estos farmacos sustituyen a
la insulina en el tratamiento de muchos casos de diabetes neonatal debido a que

estimulan su secrecién al unirse a la subunidad SUR1 e induciendo el cierre del canal.
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Ademas, en pacientes con trastornos neurolégicos asociados a mutaciones en ABCC8 y
KCNJ11, el tratamiento con dosis altas de sulfonilureas mejora también el cuadro
clinico neuroldgico, aspecto que no corrige el tratamiento con insulina. Aunque las
alteraciones de los canales Karp se han asociado habitualmente a diabetes neonatal,
existen cuadros clinicos que se manifiestan en edades posteriores (MODY12 y
MODY13) e, incluso, la misma mutacion en una familia se puede manifestar en un

individuo como diabetes neonatal y en otros como diabetes de comienzo tardio.

Gen INS. Las variantes patogénicas en heterocigosis en el gen INS son una causa
frecuente de diabetes neonatal permanente (Stoy et al.,, 2010). Estas mutaciones
provocan un desdoblamiento de la proinsulina y su acumulacion en el reticulo
endoplasmico, lo que conduce a una apoptosis sucesiva de células B-pancredticas, un
mecanismo similar al observado en la fisiopatologia de la diabetes tipo 1. También se
han descrito variantes patogénicas recesivas en el gen INS causantes de diabetes
neonatal permanente y transitoria (Garin et al., 2010). Como en el caso de los canales
Kate, la diabetes causada por alteraciones patogénicas en el gen INS también se puede

manifestar en edades mas avanzadas asociado a MODY10 (Molven et al., 2008).

Regidn 6¢24. La mayoria de los casos de diabetes neonatal transitoria puede deberse a
alteraciones en el brazo largo del cromosoma 6, regidon 6q24 (Naylor et al., 2011). En
los individuos sanos, una de las dos copias de la regidn 6g24 esta sometida a
imprinting materno, es decir, en condiciones normales sélo se expresa el alelo
procedente del padre. Por el contrario, los niflos con las dos copias activas, bien por
pérdida del imprinting materno, por isodisomia paterna (heredar los dos alelos del
padre) o por duplicacién del alelo paterno, presentan diabetes neonatal transitoria. Se
han propuesto dos genes de esta region, PLAGL1 y HYMAI, como implicados en este
trastorno, pero el mecanismo exacto por el cual la sobreexpresion de los genes de la
region 6qg24 da lugar a la diabetes neonatal transitoria sigue sin esclarecerse. Los
pacientes con diabetes neonatal transitoria normalmente necesitan dosis bajas de
insulina desde el nacimiento, y entran en remision completa dentro del primer afio de
vida. Sin embargo, tienden a recaer durante la adolescencia (Greeley et al., 2011). Un

estudio reciente ha descrito casos de diabetes neonatal asociada a anomalias de
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metilacion del cromosoma 6 que responden bien a la sustitucion de insulina por

sulfonilureas (Garcin et al., 2018).

Otros genes. A parte de los genes que codifican para los canales de potasio Karp y el
gen INS, también son causa de diabetes neonatal permanente las alteraciones
patogénicas en homocigosis o heterocigosis compuesta en los genes GCK y PDX1,
mientras que en heterocigosis se asocian a diabetes tipo MODY2 y MODY4. La diabetes
neonatal transitoria, aunque de manera mucho menos frecuente, también puede
deberse a defectos moleculares en otros genes involucrados en el funcionamiento de
la célula B-pancredtica. Se han descrito casos de diabetes neonatal transitoria
asociados a mutaciones raras en el gen HNF1B (Edghill, Bingham, et al., 2006). En la
mayoria de estos casos los pacientes presentaban otras alteraciones ademas de la

diabetes, como por ejemplo quistes renales o disfuncién exocrina del pancreas.

Los pacientes con alteraciones en la banda 6g24 o en homocigosis en el gen INS, en el
GCK o en el PDX1 nacen con un marcado retraso de crecimiento intrauterino y debutan
de forma abrupta en la primera semana de vida. Por el contrario, el fenotipo de la
diabetes neonatal debido a mutaciones en los genes del canal Katp 0 las alteraciones en
heterocigosis del gen INS es menos evidente, con un retraso de crecimiento ausente o
leve y un diagndstico mas tardio, a partir del primer mes de vida. Toda esta
variabilidad clinica remarca la necesidad de dilucidar la base molecular de la diabetes
neonatal en cada paciente, ya que el prondstico y el tratamiento depende del

diagndstico preciso de la enfermedad (Hattersley and Patel, 2017).

1.3.3. Sindromes genéticos raros asociadas a diabetes

Las formas sindromicas de diabetes son raras, y representan menos del 1% de los nifios
con diabetes (Barrett, 2007). A continuacidn hacemos una breve resefia de los mas

prevalentes en la infancia y adolescencia.

Diabetes mitocondrial. La forma mas frecuente de diabetes mitocondrial se debe a

una alteracién patogénica puntual del ADN mitocondrial, m.3243A>G, que causa una
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alteracion en el ARN de transferencia para la leucina. Otras alteraciones puntuales del
ADN mitocondrial se han asociado con este tipo de diabetes pero son
extremadamente raras (Zhu et al., 2017). La gravedad del cuadro clinico varia
dependiendo del grado de heteroplasmia, es decir, del porcentaje de copias del ADN
mitocondrial que presente la mutacién (Robinson et al., 2020). En los casos mas leves
la alteracion se asocia a un cuadro de diabetes de herencia materna que suele
manifestarse en adolescentes o adultos jévenes acompafiado por sordera
neurosensorial, MIDD, del inglés Maternally Inherited Diabetes and Deafness (Zhu et
al., 2017). La forma mds grave es el llamado sindrome MELAS, del inglés Myoclonus,
Epilepsy, Lactic Acidosis, and Stroke-like episodes (El-Hattab et al.,, 2015). Otras
enfermedades mitocondriales que cursan con diabetes son el sindrome de Kearns-
Sayre (miocardiopatia, oftalmoplejia, degeneracion pigmentaria de la retina) debido a

deleciones grandes en el ADN mitocondrial (Laloi-Michelin et al., 2006).

Sindrome de Wolfram. También conocido por el acréonimo DIDMOAD (diabetes
insipida, diabetes mellitus, atrofia dptica y sordera), es una enfermedad autosémica
recesiva muy poco frecuente. La diabetes mellitus suele ser la primera manifestacion
en aparecer, a veces incluso en lactantes, pero el dato clave para sospechar el
diagndstico es su asociacion con atrofia dptica antes de los 16 afios de edad. Los
pacientes suelen fallecer en la tercera o cuarta década de la vida, generalmente como
consecuencia de un largo proceso neurodegenerativo. La mayoria de los casos
presentan mutaciones en el gen WFS1, pero existe una variante minoritaria sin

diabetes insipida secundaria a mutaciones en CISD2 (Rigoli and Bella, 2012).

Sindromes monogénicos que cursan con insulinorresistencia. Las variantes
patogénicas en el gen del receptor de la insulina, INSR, producen un espectro de
sindromes de gravedad variable (Semple et al., 2011). La forma mas grave, conocida
como Leprechaunismo o sindrome de Donohue, es una enfermedad de herencia
autosdmica recesiva, que produce una pérdida total de la accidn de la insulina y cursa
con retraso de crecimiento intrauterino con ausencia de grasa subcutanea, rasgos
dismoérficos (orejas de implantacion baja, labios gruesos, hipertricosis y

macrogenitalismo) y diabetes de inicio neonatal o en la lactancia.
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El sindrome de Rabson-Mendenhall también es de herencia autosémica recesiva
aunque en este caso el defecto de unidn insulina-receptor no es total. Es de
presentacion mas tardia y puede asociarse con hipertrofia gingival con displasia dental

y nefropatia quistica medular.

Por ultimo, el sindrome de resistencia a la insulina tipo A es la forma clinica mas leve
gue puede heredarse con un patrén autosémico dominante o, en menor frecuencia,
recesivo. Suele diagnosticarse en mujeres adolescentes sin sobrepeso que consultan
por acantosis nigricans intensa y signos clinicos y analiticos de hiperandrogenismo
(sindrome de ovario poliquistico). Se ha descrito una forma clinica similar poco comun
en pacientes con autoanticuerpos que bloguean el receptor de la insulina (sindrome

de insulinorresistencia tipo B).

Lipodistrofias congénitas. Los cuadros de lipodistrofias congénitas constituyen un
grupo de enfermedades del tejido adiposo que originan una marcada resistencia a la
insulina, secundaria a la falta de adipocitos y/o a los bajos niveles de adipoquinas
circulantes. Segun la distribucion de la ausencia del tejido adiposo pueden ser
lipodistrofias generalizadas o parciales. La lipodistrofia generalizada congénita
(sindrome de Berardinelli-Seip), de la que se han descrito 2 variantes producidas por
mutaciones en AGPAT2 y BSCL, es una enfermedad recesiva que cursa con ausencia de
tejido adiposo, acantosis nigricans marcada, hipertrigliceridemia, virilizacién y
miocardiopatia. La diabetes suele aparecer coincidiendo con el desarrollo puberal

aunque puede hacerlo ya desde el periodo neonatal (Barrett, 2007).

En la lipodistrofia parcial familiar tipo Dunningan, la pérdida de tejido adiposo
subcutaneo se limita a las extremidades, los gluteos y la regiéon baja del tronco.
Ademas del fenotipo caracteristico, los pacientes presentan datos clinicos y analiticos
compatibles con un sindrome metabdlico marcado. La diabetes se manifiesta en la
adolescencia o en los primeros afios de la vida adulta. Aproximadamente la mitad de

los casos se deben a mutaciones en heterocigosis en LMNA o PPARG (Garg, 2004).
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Sindrome de Alstrém. Estd producido por alteraciones patogénicas en el gen ALMSI.
Es una forma sindrémica sin retraso mental caracterizada por desarrollo de obesidad
troncal y sindrome metabdlico en los primeros 5 afos de vida y que cursa con retinitis
pigmentosa y sordera (Barrett, 2007). Otras caracteristicas clinicas incluyen
miocardiopatia dilatada, disfuncion hepatica y renal, hipertension, hipotiroidismo,
hipogonadismo, anomalias uroldgicas, baja estatura en edad adulta y anomalias

esqueléticas.

Sindrome de Bardet-Biedl. Es otra forma de obesidad sindréomica que, a diferencia del
anterior, cursa con retraso mental, alteraciones visuales y auditivas, polidactilia e
hipogonadismo (Barrett, 2007). Hasta el momento ha sido asociado al menos a 15 /oci
genéticos distintos (BBS1 a BBS15), todos ellos relacionados con componentes de los

cuerpos basales de los centrosomas.

Otros. Hay cuadros de diabetes neonatal permanente con hipoplasia cereberal que se
asocian con alteraciones en homocigosis o heterocigosis compuesta en el gen PTF1A,
que codifica a una proteina esencial en el desarrollo normal del pancreas y del
cerebelo (Gabbay et al., 2017). Recientemente, se han descrito mutaciones en el factor
de transcripcion GLIS3 en pacientes que presentan diabetes neonatal junto con
hipotiroidismo, glaucoma, quistes renales y fibrosis hepatica (Dimitri, 2017). Se ha
observado que mutaciones en heterocigosis en los genes GATA6 y GATA4, asociados a
malformaciones cardiacas congénitas, también se asocian a un espectro variable de
manifestaciones de diabetes, que van desde la agenesia pancredatica con diabetes
neonatal a la diabetes del adulto con y sin insuficiencia exocrina (De Franco et al.,

2013; Shaw-Smith et al., 2014).

1.4. Diabetes secundaria

El concepto de diabetes secundaria se refiere a que existe alguna otra enfermedad o
trastorno de base reconocible que produce o permite que la diabetes aparezca. La
etiologia de estas diabetes es muy heterogénea ya que engloba un gran nimero de

patologias, siendo las mas frecuentes las debidas a patologias pancreaticas, a
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determinados trastornos endocrinolégicos y los efectos adversos a farmacos (Rubio
Cabezas and Argente, 2012; Sanzana G. and Durruty A., 2016). El grado de anomalias
respecto al metabolismo de la glucosa es muy variable, desde cuadros con una minima

intolerancia a la glucosa hasta diabetes con hiperglucemia grave.

En funcién de la patologia concreta, el mecanismo subyacente puede ser un déficit en
la secrecion de insulina, que ocurre en la patologia pancreatica como es el caso de la
pancreatectomia, la pancreatitis, la neoplasia pancreatica y enfermedades sistémicas
como hemocromatosis y la fibrosis quistica (Barrio, 2015; Meier and Giese, 2015), o
una alteracién de los mecanismos de contrarregulacion de la insulina, como ocurre en
las endocrinopatias que ocasionan un exceso de hormona de crecimiento, corticoides,

catecolaminas u hormonas tiroideas (Resmini et al., 2009).

Los farmacos pueden también inducir trastornos en el metabolismo de los hidratos de
carbono por diferentes mecanismos. Los que resultan de mayor interés, por su uso
habitual en la clinica o por la importancia cuantitativa del cambio metabdlico que
producen, son los corticoides, antipsicéticos atipicos, estatinas, diuréticos, antivirales,
antineopldsicos e inmunosupresores. Pueden precipitar una diabetes en individuos
predispuestos que ya tienen alguna alteracion en la secrecidn o accién de la insulina, o
pueden dafiar de forma permanente a las células B-pancreaticas como es el caso de
ciertas toxinas como la estreptozotocina y la pentamidina endovenosa (Clore and

Thurby-Hay, 2009; Sattar et al., 2010; Correl et al., 2015).
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2. IDENTIFICACION DE DIABETES MONOGENICA EN NINOS Y ADOLESCENTES

Establecer correctamente el tipo de diabetes que padece un paciente es importante
para elegir el mejor tratamiento, anticipar las complicaciones derivadas de la patologia
y predecir el riesgo de enfermedad en los familiares. Las caracteristicas tipicas de los
tipos de diabetes mas frecuentes en la infancia y adolescencia (diabetes tipo 1, tipo 2y

monogénica) se muestran a continuacién en la tabla 4 (Shah and Nadeau, 2020).

Tabla 4. Resumen de la presentacién clinica cldsica de los tipos de diabetes mas frecuentes en
la infancia y la adolescencia.

Diabetes tipo 1 Diabetes tipo 2 Diabetes monogénica

Después de la pubertad.

. Antes de los 25 afios
Poco frecuente <10 afios

Edad al diagndstico De 4-6y de 10-14 aiios

Peso corporal Normopeso >90% Sobrepeso/Obesidad Normopeso
Autoinmunidad Presente Ausente Ausente*
Insulinorresistencia Poco comun Presente Ausente
Riesgo de CAD Alto Bajo Bajo
Péptido C después .
P . 'p . Bajo Detectable Detectable
del diagnéstico
Historia familiar DM Poco frecuente Frecuente Frecuente

*Salvo en casos poco frecuentes de diabetes monogénica autoinmune. CAD: cetoacidosis
diabética. Adaptado de (Shah and Nadeau, 2020).

La existencia de una superposicidon clinica entre la diabetes monogénica y la diabetes
tipo 1 y tipo 2, trae como consecuencia frecuentes diagndsticos erroneos (Sanyoura,
Philipson and Naylor, 2018). El fenotipo clasico de diabetes monogénica incluye una
diabetes no insulinodependiente, sin cetoacidosis, con un debut de la enfermedad
antes de los 25 afios, sin autoinmunidad y un progenitor afectado. Sin embargo, varios
estudios han demostrado que un numero sustancial de individuos con un diagnéstico
genético confirmado de diabetes monogénica no encajan en la descripcién clinica
clasica, y se estima que mas del 80% de los casos de MODY estan aun sin diagnosticar

(Shields et al., 2010).
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Asi, por ejemplo, aunque la mayoria de los casos diagnosticados de MODY no son
obesos, el estudio estadounidense TODAY sobre la diabetes tipo 2 juvenil, se encontré
que en una cohorte de niflos y adolescentes con obesidad/sobrepeso, el 4,5% tenia
cambios patogénicos en los genes MODY, lo que sugiere que la diabetes monogénica
deberia considerarse en nifios pequeiios y adolescentes independientemente del
indice de masa corporal (Kleinberger et al., 2018). Respecto a la historia familiar,
mientras que por si sola no discrimina la diabetes monogénica de otras formas de
diabetes, se podria sospechar MODY en los nifios con mas de dos generaciones
consecutivas afectadas. Un progenitor con diabetes esta presente en el 60-90% de los
casos de diabetes monogénica comparado con un 10% de los nifos con diabetes
tipo 1. Pero el hecho de tener un progenitor con diabetes, tampoco es un factor de
discriminacidon entre MODY y diabetes tipo 2 ya que un progenitor afectado estd
presente en mds del 50% de los casos de diabetes tipo 2 de inicio juvenil. Aun asi, la
sospecha de una forma monogénica de diabetes deberia ser mayor si hay historia
familiar de diabetes y los afectados no son obesos o carecen de caracteristicas

metabdlicas propias de insulinorresistencia.

La ausencia de autoinmunidad pancreatica al debut y el péptido C detectable después
de 3 a 5 afos del diagndstico, son caracteristicas compatibles con una diabetes tipo
MODY y son biomarcadores que se utilizan para la identificacion de este tipo de
diabetes. En el estudio SEARCH sobre la diabetes juvenil realizado en Estados Unidos,
586 ninos con diabetes, autoanticuerpos negativos y niveles de péptido C en ayunas
>0,8 ng/mL fueron examinados para detectar alteraciones patogénicas en los tres
genes MODY mas comunes: GCK, HNF1A y HNF4A. Se encontré que el 8% (47/586) de
los nifios con estas caracteristicas tenian una alteracion compatible con MODY. De
estos pacientes con alteracién genética sélo el 6% (3/47) habian sido correctamente
diagnosticados de MODY previamente, mientras que mas del 90% de los casos (40/47)
tenian un diagndstico incorrecto de diabetes tipo 1 (36%) o diabetes tipo 2 (51%)
(Pihoker et al., 2013). En el Reino Unido, una revisidon sistematica en poblacion
pediatrica con diabetes usando los mismos biomarcadores confirmé una prevalencia
de diabetes monogénica del 2,5% (20/808) y ademas sugirié que la mitad de todos los

pacientes MODY no tenian un diagndstico genético (Shepherd et al., 2016). En el
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estudio TODAY, los autoanticuerpos negativos y la presencia de péptido C también se
utilizaron para seleccionar a los pacientes a los que realizar las pruebas genéticas en su
cohorte de pacientes pediatricos con sobrepeso u obesidad diagnosticados de diabetes
tipo 2. En este caso se encontrd un 4,5% (22/488) de pacientes con alteraciones
patogénicas en genes MODY y por tanto un diagndstico incorrecto (Kleinberger et al.,
2018). Este hecho es de suma importancia ya que tanto la estrategia terapéutica como

el consejo genético dependen del tipo de diabetes que tenga el paciente.

La deteccidon temprana de la diabetes monogénica en nifios y adolescentes permite
una medicina personalizada desde el inicio de la enfermedad. Se ha demostrado que
un tratamiento dirigido a la causa genética da lugar a mejor control de la glucemia, a
menos complicaciones relacionadas con la diabetes y a una disminucién del costo del
tratamiento y mejora de la calidad de vida del paciente (Shepherd et al., 2003; Bacon
et al.,, 2016; Johnson, Carter, et al., 2019). Ademads, distinguir entre diabetes
monogénica y diabetes tipo 1 o tipo 2 también tiene importantes repercusiones en lo
que respecta al control de los trastornos extra-pancreaticos relacionados con ciertos
subtipos de MODY y a la identificacion de los familiares afectados y en situacion de
riesgo (Kleinberger and Pollin, 2015). Dado que la diabetes monogénica es un grupo
genéticamente heterogéneo, la capacidad de utilizar la tecnologia de secuenciacién de
nueva generaciéon (NGS) para secuenciar varios genes simultaneamente es un medio
potencialmente rentable de aumentar la tasa de diagndstico molecular en los

pacientes afectados (Ellard et al., 2013).
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HIPOTESIS

El término diabetes mellitus describe un complejo trastorno metabdlico caracterizado
por una hiperglucemia crénica como resultado de la insuficiente secrecién de insulina
y/o la disminucién de la respuesta de los tejidos a la misma, lo que provoca anomalias

en el metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las proteinas.

La etiologia de la enfermedad es muy diversa, y los factores de riesgo, tanto los
genéticos como los ambientales que intervienen en su desarrollo, son muy diferentes
para cada tipo de diabetes. Asi, podemos hablar de diabetes poligénicas, como es el
caso de la diabetes tipo 1, en la que se produce una destruccién autoinmune de la
célula B-pancredtica productora de insulina, y la diabetes tipo 2, asociada a la obesidad
y a la resistencia a la insulina. También existen diabetes monogénicas, que parecen ser
menos frecuentes que las anteriormente citadas, y que estan causadas por una
alteracion especifica en alglin gen concreto que puede afectar a la sintesis de insulina,
a su secrecioén o a su funcidn. Dado que la mayor parte de las caracteristicas clinicas de
la diabetes monogénica no son especificas, se estima que un alto porcentaje de casos
permanecen sin diagnosticar o se diagnostican erréneamente como diabetes tipo 1 o

diabetes tipo 2.

La diabetes tipo 1 es una enfermedad crénica frecuente en pediatria. Aunque presenta
un patrén de herencia poligénico desconocido, se sabe que los genes con mayor
influencia en la susceptibilidad a desarrollar esta patologia estan localizados en la
regidon HLA, que codifica proteinas relacionadas con el reconocimiento inmune. En este
tipo de diabetes, la presencia de autoanticuerpos en la sangre del paciente se
considera un marcador del proceso destructivo autoinmune. Sin embargo, no todos los
pacientes pediadtricos con diagndstico de diabetes tipo 1 muestran evidencia de
autoinmunidad basada en los marcadores clasicos (IAA, GADA e IA2A). Se han
identificado también autoanticuerpos frente al transportador celular de Zinc 8 (ZnT8A),
localizado en la membrana de los granulos de secrecién de insulina de la célula B-
pancreatica, que podrian considerarse un nuevo marcador predictivo y diagndstico de

autoinmunidad.
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En las dos ultimas décadas, la diabetes mellitus tipo 2, propia de la edad adulta, podria
haber aumentado en la edad pedidtrica de forma paralela al incremento de la
prevalencia de obesidad. Aunque en ciertas poblaciones como la afroamericana, la
hispana y las nativas americanas, la diabetes tipo 2 puede llegar a ser tan frecuente
como la tipo 1 en nifios y adolescentes, los casos pediatricos con diabetes tipo 2 son

excepcionales en poblaciones caucasicas.

En este contexto, se formulan tres hipétesis relacionadas con optimizar el diagndstico
de diabetes en pediatria. La primera hipdtesis plantea que en pacientes pediatricos
con una aparente diabetes tipo 1 y sin autoinmunidad detectable basada en los
autoanticuerpos clasicos (IAA, GADA e IA2A), la incorporacidn del analisis de ZnT8A
puede mejorar la precisiéon del diagndstico de diabetes autoinmune. La segunda
hipdtesis propone que un estudio genético por secuenciacién masiva (NGS) orientado
al diagnodstico de diabetes monogénica, puede demostrar la presencia de esta forma
rara de diabetes en pacientes pedidtricos con diabetes y autoinmunidad negativa. Y
por ultimo, la tercera hipdtesis se fundamenta en que el HLA-DRB1 puede ser un
marcador para identificar la diabetes monogénica en pediatria y, como consecuencia,
caracterizar la especificidad HLA-DRB1 como paso previo a la NGS puede ayudar a
mejorar la seleccién de los candidatos a los que realizar el estudio genético orientado

al diagnéstico de este tipo especifico de diabetes.

Este estudio proporcionara herramientas que ayudaran a definir mejor la etiologia de
la diabetes en pediatria y permitira a los pacientes beneficiarse del diagndstico
correcto de su enfermedad, aspecto crucial para el control clinico, la eleccién

terapéutica y el prondstico, asi como para el asesoramiento genético, cuando proceda.
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OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es determinar la prevalencia de diabetes
monogeénica en pacientes pediatricos con aparente diabetes tipo 1 y autoinmunidad

negativa.

Para alcanzar este objetivo principal nos planteamos los siguientes objetivos

operativos:

1. Desarrollar la metodologia para el andlisis del autoanticuerpo anti-ZnT8 (ZnT8A).

2. Evaluar la contribucidon del analisis del ZnT8A para mejorar la precisiéon del
diagnéstico de diabetes tipo 1 en pediatria, dentro del contexto de la respuesta

humoral en la diabetes autoinmune.

3. Desarrollar, mediante la tecnologia de secuenciacion masiva, un panel de genes

orientado al diagndstico de diabetes monogénica.

4. Realizar el estudio genético de diabetes monogénica en los pacientes pediatricos

de nuestra cohorte con aparente diabetes tipo 1 y autoinmunidad no detectable.

5. Establecer la utilidad del perfil HLA-DRB1 como marcador diferenciador de
diabetes monogénica en poblacién pedidtrica, y su capacidad para mejorar la
seleccion de candidatos a los que realizar el estudio genético orientado al

diagnéstico de este tipo especifico de diabetes.
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Ill. Estrategia del estudio

De acuerdo con los objetivos planteados, este trabajo de investigacion se dividira en 3

fases:

1. Optimizacion del diagndstico de diabetes tipo 1 en pediatria mediante la
incorporacion del autoanticuerpo anti-ZnT8 como nuevo marcador de
autoinmunidad. En esta primera fase se pondrd a punto la metodologia para el
analisis de los autoanticuerpos anti-ZnT8 (ZnT8A). Posteriormente se analizaran los
autoanticuerpos cldsicos IAA, GADA e IA2A, junto con el ZnT8A, en todos los
pacientes en el momento del debut de la enfermedad. Se evaluard la combinacién

de ensayos mas efectiva para el despistaje de diabetes tipo 1 en pediatria.

2. Disefio de un estudio genético orientado al diagndstico de diabetes monogénica.
En esta segunda fase se pondrd a punto la metodologia NGS de un panel de 12
genes asociados con diabetes monogénica, y se validara la técnica con pacientes
diagnosticados con anterioridad de esta patologia por nuestro laboratorio mediante
técnicas moleculares convencionales (Sanger y MLPA). A continuacion, se realizara
el estudio genético mediante NGS a todos los pacientes pediatricos con diabetes de
nuestra cohorte en los que no se haya detectado autoinmunidad tras el analisis de
autoanticuerpos que se desarrollara en la primera fase del estudio. Asimismo, se
realizara el estudio genético a todos los pacientes que presenten sodlo

autoinmunidad positiva para el ZnT8A.

3. Estudio de la aportacion del genotipo HLA-DRB1 para la seleccion de pacientes a
los que realizar un estudio genético orientado al diagndstico de diabetes
monogénica. En esta tercera fase se determinaran, en primer lugar, los alelos
HLA-DRB1 que confieren susceptibilidad a diabetes tipo 1 en nuestra poblacién. A
continuacion, se comparara el genotipo HLA-DRB1 entre pacientes con diabetes
tipo 1, pacientes con diabetes monogénica y poblacion control. Y por ultimo, se
tipificara el locus HLA-DRB1 en todos los pacientes pediatricos con autoinmunidad
indetectable de nuestra cohorte, con el propdsito de valorar la capacidad del
HLA-DRB1 para mejorar la seleccion de pacientes a los que realizar un estudio

genético para descartar diabetes monogénica
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IV. Pacientes, material y métodos

En los siguientes apartados se describe la metodologia utilizada para el desarrollo de
este trabajo de investigacidon. En primer lugar, se detallan las caracteristicas de los
pacientes incluidos en el estudio, asi como el proceso de la recoleccién de las muestras
necesarias para cada una de las fases en las que se divide este trabajo. En segundo
lugar, se explica el procedimiento de andlisis de los autoanticuerpos y de la
estandarizacion de los ensayos. Y por ultimo, en el tercer apartado, se explica la
metodologia molecular utilizada tanto para el diagndstico de la diabetes monogénica
como para la caracterizacion molecular del locus HLA-DRB1, asi como el analisis

estadistico de los resultados que se ha seguido mediante estudios de asociacion.

1. SELECCION DE PACIENTES Y RECOLECCION DE MUESTRAS

Para el analisis de la autoinmunidad al debut clinico de la diabetes, y para el estudio
genético orientado al diagnéstico de diabetes monogénica en los pacientes que
presentaron autoinmunidad negativa (primera y segunda fase del estudio), se
reclutaron entre 2012 y 2017 pacientes al debut con sospecha de diabetes tipo 1
procedentes de ocho hospitales de referencia en Espafia: H.U. Basurto, Bizkaia; H.U.
Cruces, Bizkaia; H.U. Miguel Servet, Zaragoza; H.U. Ramdn y Cajal, Madrid; H.U. Severo
Ochoa, Madrid; H.U. Son Espases, Palma de Mallorca; H.U. Vall d'Hebron, Barcelona;
H.U. Virgen del Rocio, Sevilla. Se reunieron un total de 400 pacientes en edad
pediatrica no emparentados, con un diagndstico reciente de diabetes tipo 1 segun los
criterios de la Sociedad Internacional de Diabetes Pediatrica y Adolescente, ISPAD

(Mayer-Dauvis et al., 2018) y menos de una semana en tratamiento con insulina.

En todos los casos se recogid una muestra de suero separado por centrifugacion en el
hospital de origen (un tubo BD Vacutainer para suero con gel separador de 8,5 ml), y
de sangre total (un tubo BD Vacutainer con anticoagulante EDTA de 3 ml), tanto del
paciente en el momento del debut de la diabetes (indice) como de sus progenitores. El
suero se utilizd para la determinacién de autoanticuerpos y la sangre total para realizar
los estudios genéticos, tanto para el diagndstico de diabetes monogénica en los
pacientes en los que no se detectd autoinmunidad, como para la caracterizacion

molecular del HLA-DRB1 llevada a cabo en todos los pacientes. Ademas, también se
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recogieron datos clinicos que incluian la edad al diagndstico, la presencia de
cetoacidosis diabética seglin los criterios de la ISPAD (Wolfsdorf et al., 2018) y los
antecedentes familiares de diabetes. Las muestras procedentes de hospitales ubicados
en Bizkaia llegaron al laboratorio a las pocas horas de la extraccidn, y las procedentes
de hospitales de otras provincias llegaron por mensajeria en 24 horas. Una vez
recibidas en el laboratorio, las muestras fueron congeladas a -80°C en el caso del suero

y a -40°C en el caso de la sangre total hasta el momento del analisis.

La cohorte final de 400 pacientes 2
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Desviacion estandar = 3,872

presentd un 47% de nifias y una N =400

mediana de edad de 9,4 anos,
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(RIQ 6,2 - 12,2). La edad minima

Frecuencia

fue de 9 meses y la maxima de 16 0
afios. La distribucion de las
edades de los pacientes incluidos
en la primera y segunda fase del
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histograma de I|la derecha Figura 9. Distribucion de las edades de los pacientes

. incluidos en la primera y segunda fase del estudio.
(figura 9).

Para la valoracidon de la utilidad del HLA-DRB1 como biomarcador de diabetes tipo 1
(tercera fase del estudio) se incluyeron dos grupos diferentes de familias que se
describen a continuacion. El primer grupo se definidé para determinar los alelos
HLA-DRB1 que confieren susceptibilidad a diabetes tipo 1 en nuestra poblacién.
Consistié en 160 familias no emparentadas, formadas por ambos progenitores y un
hijo/a en edad pediatrica con diagndstico de diabetes tipo 1 confirmado por la
presencia de autoinmunidad al debut (al menos un anticuerpo positivo). La mediana
de edad en la cohorte fue de 9 afios, (RIQ 6 - 12); edad minima 1 afio; edad maxima

15,5 aiios (figura 10 A).

El segundo grupo se definid para comparar las frecuencias de genotipos HLA-DRB1 de

riesgo entre pacientes con diabetes tipo 1, pacientes con diabetes monogénica vy
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poblacion control. Con esta finalidad, se afadié a las 160 familias descritas
anteriormente, un segundo grupo de 74 familias no emparentadas, formadas por
ambos progenitores y un hijo/a con un reciente diagndstico de diabetes monogénica
confirmado por un estudio genético. En este segundo grupo, 61 pacientes portaban
una variante patogénica en heterocigosis en el gen GCK y 13 portaban una variante
patogénica en heterocigosis en el gen HNF1A. La mediana de edad en la cohorte fue de
10 afios, (RIQ 7 - 13); edad minima 1,5 afios; edad maxima 33 afios. Todos los
pacientes, tanto los portadores de variantes patogénicas como los familiares sanos,

presentaron autoinmunidad negativa (figura 10 B).
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Figura 10. Distribucién de las edades de los pacientes incluidos en la tercera fase del
estudio. El histograma A corresponde a los pacientes con diabetes tipo 1 y el histograma B
corresponde a los pacientes con diabetes monogénica.

Los participantes fueron reclutados entre 2005 y 2017 de 12 hospitales de referencia
en Espafia: H.U. Basurto, Bizkaia; H.U. Costa del Sol, Mdlaga; H.U. Cruces, Bizkaia; H.U.
Marqués de Valdecilla, Santander; H.U. Miguel Servet, Zaragoza; Complejo Hospitalario
de Navarra; H.U. Ramén y Cajal, Madrid; H.U. Reina Sofia, Cérdoba; H.U. Severo
Ochoa, Madrid; H.U. Son Espases, Palma de Mallorca; H.U. Vall d'Hebron, Barcelona;

H.U. Virgen del Rocio, Sevilla.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de Investigacién Clinica de Euskadi
(P12017135) y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de todos los sujetos

y/o sus padres.
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2. ANALISIS DE AUTOANTICUERPOS

En todos los pacientes incluidos en las tres fases de este estudio se analizaron los
autoanticuerpos IAA, GADA, IA2A y ZnT8A en suero recogido en el momento del
diagnodstico, que se mantuvo congelado a -80°C hasta el dia del analisis. Se considero
autoinmunidad positiva tener al menos uno de los cuatro autoanticuerpos analizados

positivo.

Los cuatro ensayos de anticuerpos utilizados en este trabajo fueron puestos a punto en
el laboratorio de Investigacion en Genética y Control de Diabetes y Enfermedades
Endocrinas del Instituto de Investigacién Sanitaria Biocruces Bizkaia. Se trata de
técnicas manuales y no se utilizaron kits comerciales. Las cuatro técnicas son
radioensayos de unién a moléculas marcadas isotdpicamente: insulina, GADss, IA2ic 0

ZnT8, segun el caso.

En el caso de los IAA se utiliza un preparado comercial de insulina humana
recombinante, marcada con iodo 125 ('?°I). Por otra parte, las moléculas de GADes,
IA2ic y ZnT8 son producidas in vitro en nuestro laboratorio a partir de los plasmidos
recombinantes pEX9, plA2ic y pJH5.2, cedidos por Ake Lernmark (Universidad de
Washington, Seattle, USA), Ezio Bonifacio (Instituto Cientifico San Raffaele, Universidad
de Milan, Italia) y John Hutton (Centro Barbara Davis, Universidad de Colorado,
Denver, USA) respectivamente. Por esta razén, antes de describir el protocolo del
radioinmunoensayo (apartado 2.1.2.), se describen los pasos para la produccién in
vitro de dichos antigenos (apartado 2.1.1.). Son técnicas de biologia molecular que se
explican en detalle para los ZnT8A vy, posteriormente, se mencionan las
particularidades de los ensayos para GADA e IA2A (apartado 2.2.). Los IAA, que se

analizan con un protocolo diferente, se detallan a continuacion (apartado 2.3.).

Para finalizar, se explica en qué consisten los programas internacionales de
estandarizacion en los que participamos para conocer el rendimiento de los ensayos y

la concordancia de los resultados entre laboratorios (apartado 2.4.).
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2.1. Desarrollo del radioensayo de deteccion de autoanticuerpos anti-ZnT8

La técnica desarrollada para la deteccidn de autoanticuerpos anti-ZnT8 (ZnT8A) es un
radioinmunoensayo (RIA). Se trata de una técnica semicuantitativa capaz de
determinar la cantidad de autoanticuerpos presentes en el suero en relacién con
determinados sueros patron. El fundamento de la técnica es la precipitacion mediante
particulas de agarosa-proteina A de los complejos inmunes anticuerpo-antigeno
marcado, y la cuantificacion de la cantidad de anticuerpo presente en funcién de la
cantidad de antigeno precipitado. La técnica se divide en 5 partes que se detallan a

continuacion:

1. Obtencidn del antigeno humano recombinante marcado con radiactividad (3°S)
mediante un sistema de transcripcion/traduccién in vitro del plasmido pJH5.2
gue codifica para el antigeno ZnT8.

2. Incubacién de los sueros problema con el antigeno marcado con 3°S para la
formacién de los complejos inmunes.

3. Precipitacién de los complejos antigeno-anticuerpo marcado con 3°S mediante
agarosa-proteina A.

4. Determinacién de la cantidad de antigeno precipitado (contaje de centelleo).

5. Calculo y analisis de resultados.

2.1.1. Obtencién del antigeno ZnT8 marcado con 3°S

El pldsmido recombinante utilizado en este ensayo, pJH5.2, contiene dos copias en
tdndem de la secuencia de ADN que codifica para el dominio carboxilo terminal del
ZnT8 (del aminoacido 268 al 369). Se trata de una construccién quimérica que produce
las dos variantes polimorficas (Arg o Trp en posicién 325) de la proteina unidas por una
bisagra CLFCEDPCDPSTPPGSSGGGKDFSILLME con la pauta de lectura correcta bajo el
control del promotor del virus bacteriéfago SP6 en el plasmido vector pCDNA3.1

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (doi.org/10.2337/db08-0522).
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La produccion in vitro de la molécula ZnT8 marcada con el is6topo radiactivo 3°S a

partir del plasmido recombinante pJH5.2 se desarrolla en los siguientes pasos:

Transformacidén de Escherichia coli con el pldsmido recombinante pJH5.2
Purificacidn del plasmido recombinante pJH5.2

Produccion del antigeno marcado 3°S-ZnT8: transcripcién/traduccion in vitro.

o 0o = »

Purificacion del antigeno marcado 3°S-ZnT8.

A. Transformacion de Escherichia coli con el plasmido recombinante pJH5.2

Para la produccion continuada del antigeno ZnT8 es necesario asegurar la perpetuidad
del pldsmido pJH5.2. Para ello, el plasmido se introdujo mediante transformacion
bacteriana en una cepa de E. coli DH5a (estirpe modificada genéticamente de manera
que es posible inducir en el laboratorio la competencia de las células, asi como

mantener el pldasmido de forma estable en su interior).

La transformacion bacteriana es un proceso por el cual las células captan ADN libre
presente en el medio. Para que la transformacion tenga lugar, la bacteria tiene que
encontrarse en el llamado estado de competencia, que ocurre en determinadas
condiciones fisioldgicas; en este estado, la bacteria presenta alteraciones en su pared vy
membrana celular lo que permiten la entrada de acidos nucleicos al interior celular. El

protocolo se detalla a continuacion:

Reactivos y equipos necesarios para la transformacion bacteriana:

o Plasmido pJH5.2 resuspendido en tampdn TE, a una concentracion de 100 ng/ml

o Tampon TE (Tris-EDTA): 10 mM Tris-HCl; 1 mM EDTA; pH 8,0.

o Células de E. coli DH5a competentes (Subcloning Efficiency™ DH5a Competent
Cells, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, Cat.N0.18265-017)
conservadas a -80°C.

o Medios y reactivos para el cultivo bacteriano:
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- Caldo Luria: Triptona 10 g/l; extracto de levadura 5 g/I; Na Cl 10 g/I; pH 7,2. Se
esteriliza en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

- Agar Luria: 15 g/l de agar bacterioldgico en caldo Luria. El medio autoclavado
se reparte en placas Petri que se conservan a temperatura ambiente.

- Solucién stock de ampicilina: 100 mg/ml ampicilina sédica en agua MilliQ. Se
conserva en alicuotas de 1 ml a -20°C.

- Medio Luria suplementado con ampicilina: 1 ml de solucién stock de
ampicilina por cada litro de medio Luria esterilizado (concentracién final 100
ug/ml). En el caso de agar Luria, la ampicilina se afiade cuando el medio esta a
unos 50°C. El medio suplementado se reparte en placas de Petri que se

conservan a 4°C durante no mas de un mes.

o Incubador de CO;. Autoclave. Bafo termostatico. Nevera. Congelador -80°C.

Protocolo detallado:

Descongelar en hielo una alicuota de 200 pl de células de E. coli DH5a
competentes.

Afiadir a las células competentes aproximadamente 100 ng del plasmido pJH5.2.
Mantener en hielo 30 min.

Transcurrido el tiempo de incubacidn, se somete a las células a un choque térmico
de 2 min a 42°C en un bafio termostatico.

Afadir 800 ul de caldo Luria e incubar con agitacion a 37°C durante 1 h.

Sembrar del tubo de transformacién de 50 a 100 pl en una placa de agar Luria
suplementada con ampicilina e incubar a 37°C durante 18 horas en estufa.
Transcurrido el tiempo de incubacidn, las placas con las colonias transformantes

se conservan a 4°C hasta su uso.

B. Purificacion del plasmido recombinante pJH5.2

El ADN plasmidico se purificd a partir de pequeiios cultivos liquidos (5 ml de Luria-

ampicilina) de una colonia, que se denominan minipreparaciones o minipreps,

obteniéndose unos 10 pg de plasmido purificado. Para la produccidn a gran escala del
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pldsmido y su utilizaciéon en la producciéon de antigenos recombinantes, se utilizaron
cultivos de 100 a 500 ml, denominados maxipreps, que producen alrededor de 1 mg de

ADN purificado.

Para la purificacion del plasmido pJH5.2 a partir de los cultivos bacterianos, en ambos
casos se utilizaron kits comerciales de purificacién de ADN plasmidico, basados en un
método rapido y sencillo de lisis alcalina del cultivo bacteriano seguido de una etapa
final de purificacién en columna con matrices especializadas (QIAPREP Spin Miniprep
Cat. No. 27104 y QIAGEN Plasmid Maxi kit Cat. No. 12162. QIAGEN, Hilden, Alemania).
La concentracion de ADN plasmidico de las preparaciones se determind por

absorbancia a 260 nm en un espectofotdmetro de luz ultravioleta.

C. Produccién del antigeno marcado 3°S-ZnT8

La molécula ZnT8 se sintetizd in vitro en wuna reaccién acoplada de
transcripcion/traduccion del plasmido pJH5.2. En resumen, la reaccion consistio en la
produccién, en primer lugar, del ARN mensajero (ARNm) codificado por el fragmento
de ADN complementario (ADNc) correspondiente a ZnT8 del plasmido pJH5.2. Como el
fragmento de ADNc clonado se encuentra bajo el control del promotor bacteriéfago
SP6, se utiliza la enzima ARN-polimerasa especifica para SP6. Seguidamente, en el
mismo tubo, tiene lugar la traduccién de ese transcrito de ARNm a la secuencia
peptidica del transportador de zinc ZnT8, comenzando desde la primera metionina (el
primer triplete AUG), hasta la primera sefial de terminacidon. Para este segundo
proceso se utilizd un lisado de reticulocitos de conejo, que son células anucleadas que
conservan su capacidad de sintesis proteica. El marcaje radiactivo del antigeno
recombinante ocurre de manera simultanea al proceso de sintesis, ya que los reactivos
para el proceso incluyen el aminoécido radiactivo 3°S-Metionina, que es incorporado al

péptido producido.

Reactivos necesarios para la produccion del antigeno marcado:

o Plasmido pJH5.2 purificado y resuspendido en buffer TE.
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o TnT® SP6 Coupled Reticulocyte Lysate System Promega, Madison, WI. Cat. No.
L4600. Contiene: TnT® Rabbit Reticulocyte Lysate (1 ml); TnT® Reaction Buffer
(90 pl); TnT® SP6 RNA Polymerase (60 ul); Amino Acid Mixture, minus Methionine,
1 mM (50 pl).

o RNasin® Ribonuclease Inhibitors. Promega, Madison, WI. Cat. No. N2111

o Metionina marcada con 3°S. EasyTag™ L-[3°S]-Methionine, 500 uCi (18.5 MBq),
Stabilized Aqueous Solution. PerkinElmer, Waltham, MA. Cat. No. NEG709A.

Protocolo detallado:

e Descongelar en hielo las alicuotas de reticulocitos que se vayan a utilizar. El lisado
se suministra en alicuotas de 200 ul. Es recomendable alicuotar en volimenes mas
pequefios (de 25 o 50 pl) ya que el lisado pierde actividad con cada
descongelacion.

e Poner en hielo el resto de los componentes de la reaccion, excepto el buffer TnT
gue se descongela a temperatura ambiente y se mezcla con vortex antes de su
utilizacion.

e  Preparar un mix para la reaccion de marcaje (cantidades para 1 reaccion):

- TnT® Rabbit Reticulocyte Lysate ............. 25 ul
- TnT® Reaction Buffer .........cccoueeeeveeeneeennns 2 ul

- Metionina marcada con S*..........ccocu..... 4 ul
Volumen total por reaccidon 34 pl. Mezclar bien con pipeta y centrifugar unos
segundos para acumular toda la mezcla en el fondo del tubo.

e Para cada reaccién de marcaje afiadir a un tubo de 0,5 ml los reactivos en este

orden:

- Plasmido PJH5.2 ..ueeeeeeiieieireeeeeee e, 3pug
- AgUA MIllIQuuiieiiiieeeeee e 12 ul
- Mezcla de reaccidén de marcaje.................. 34 ul
- TnT®SP6 RNA Polymerase.......................... 1l
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Mezclar suavemente con pipeta. Incubar a 30°C durante 90 - 120 minutos. Tras el

tiempo de incubacidn se procede a la purificacién del antigeno $3%-ZnT8

D. Purificacién del antigeno marcado 3°S-ZnT8

Con el propédsito de determinar exactamente la cantidad de antigeno marcado
producido, asi como para evitar las uniones inespecificas en los ensayos de analisis de
anticuerpos, es importante eliminar de la preparacién de antigeno marcado el exceso
de 3°S-Metionina no incorporada, junto con pequefios péptidos incompletos que se
hubieran podido formar en la reaccidn. Para ello se realizd una cromatografia de
tamizado molecular con una matriz capaz de retener moléculas de tamafio inferior a
5 kDa. Con este paso también se consigue el cambio del buffer de resuspensiéon del

antigeno por otro mas adecuado para su conservacion.

Reactivos y equipos necesarios para la purificacién del antigeno marcado 35S-ZnT8:

o Producto de la reaccidon de transcripcion/traduccion in vitro.

o IHlustra™ NAP™ Columns, NAP-5, Sephadex™ G-25 DNA Grade. Thermo Fisher
Scientific. Cat. No. 17-0853-01

o Buffer Tris-Salino-Tween 20 (TBST): 50 mM Tris-HCl; 150 mM NaCl, 0,1% Tween
20. El buffer se filtra a través de un filtro de acetato de nitrocelulosa de 0,22 um
de poroy se conserva a 4°C.

o Liquido de centelleo para muestras con 20% de agua como maximo.
MicroScint-20; PerkinElmer, Waltham, MA. Cat. No. 6013621.

o Contador de centelleo de radiaciones B. MicroBeta2 Microplate Counter for

Radiometric Detection. PerkinElmer, Waltham, MA. Cat. No. 2450.

Protocolo detallado:

e Equilibrar las columnas de purificacion NAP-5 lavando con 4 ml de buffer TBST frio.

La columna debe de mantenerse siempre humeda.
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e Completar el volumen de la reaccion de marcaje hasta 150 pl con TBST vy
mantenerlo en hielo.

e Comprobar que la columna se ha vaciado totalmente (no gotea) y afiadir
suavemente los 150 ul de la reaccion de marcaje.

e Cuando se detiene el flujo, afiadir suavemente 200 pl de TBST frio. Se separan 2
fases, el frente del marcaje (color rojo) avanza por la matriz de la columna, dejando
atrds un frente rosado mds débil que corresponde a la metionina no incorporada.

e Cuando se detiene el flujo, afiadir 300 ul de TBST. El frente rojo avanza hasta el
extremo inferior de la columna.

e Cuando se detiene el flujo, afiadir 600 ul de TBST y recoger el eluyente (de color
rojo claro) hasta que se vuelva transparente en un tubo Eppendof. Agitar con vortex
el tubo y centrifugar. Desechar la columna.

e Afadir 2 ul de la muestra a un tubo Eppendorf lleno de liquido de centelleo.
Cuantificar la radiactividad en un contador de centelleo de radiaciones B y dividir la
medicidn entre 2. El resultado se expresa en cpm/pl.

e Dividir el marcaje en alicuotas de 1,5-:10° cpm y conservar a -80°C hasta un maximo
de 1 mes. Se utiliza una de estas alicuotas por cada placa de ensayo (de 96

reacciones).

2.1.2. Protocolo del radioinmunoensayo de deteccion de autoanticuerpos anti-ZnT8

Para la deteccion de los autoanticuerpos anti-ZnT8 (ZnT8A), se utilizdé un
radioinmunoensayo en el que se incuban las muestras de suero a analizar con al
antigeno 3°S-ZnT8 producido segin los métodos detallados en los apartados
anteriores. La técnica se ejecuta en placas microtiter de 96 pocillos. En cada placa se
analizan por duplicado 38 sueros problema, un control negativo y otro positivo, puros.
Ademads, también se incluyen siete diluciones seriadas a 1:2 de otro control positivo
gue es el mismo para todos los ensayos. La técnica, que se explica a continuacién, se

desarrolla durante 2 dias consecutivos.
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Reactivos y equipos necesarios para el desarrollo de la técnica:

o 358-ZnT8, producido segun apartado 2.1.1. El antigeno se conserva a -80°C en
alicuotas con 1,5-10° cpm de antigeno purificado.

o Tampon de Incubacién/lavado (TIL): 150 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl; 0.15% (v/v)
Tween 20; 0.1% BSA; 0.1% Azida sddica; pH 7,4. Esterilizar por filtracidn a través de
un filtro de nitrocelulosa de 0,22 um de poro. Conservar a 4°C durante un mes
como maximo.

o Suspension de proteina A-agarosa al 25% (v/v) en TIL

o Placas de 96 pocillos de fondo redondo de poliestireno. Sarstedt, Nimbrecht,
Alemania. Cat. No. 82.1582.

o Placas de filtracion de 96 pocillos. MultiScreen-DV, Opaque Plates, 0,65 um.
Millipore SA, Molsheim, Francia. Cat. No. MADVNOB10.

o Dispositivo de filtracion para placas. MultiScreen System Filtration Manifold;
Millipore SA, Molsheim, Francia.

o Liquido de centelleo para muestras con hasta 20% de agua. Microscint 20; Packard
Instruments Co, USA. Cat. No. 13621.

o Contador de centelleo para placas de 96 pocillos. Top Count; Packard instruments
co, USA.

o Agitador orbital. Heidolph Titramax 100.

Protocolo detallado de la técnica:

DIA 1: incubacion de las muestras

e Descongelar los sueros a analizar conservados a -80°C: 38 sueros de pacientes, 1
control negativo y 1 control positivo puros y otro control positivo que se diluird con
suero fisioldgico: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128.

e Descongelar la alicuota del antigeno 3°S-ZnT8 vy diluirlo en 8 ml del buffer TIL
(concentracion final 200 cpm/pl). Mantener en hielo hasta su uso.

e Colocar la placa de incubacion (placa microtiter de 96 pocillos en “u”) sobre hielo y

afadir 3 pl de suero a cada pocillo. Se afiade cada muestra por duplicado.
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e Afadir 75 pl del antigeno 3°S-ZnT8 diluido a cada pocillo y cubrir la placa con
Parafilm. Agitar brevemente para homogeneizar la mezcla. Incubar a 4°C durante 18
horas.

e Preparar una placa MultiScreen de filtracidén para la inmunoprecipitacién que se
realizard al dia siguiente. Se humedece con 200 ul de TIL por pocillo, se envuelve la

placa con papel de aluminio y se deja a temperatura ambiente durante 18 horas.

DIA 2: precipitacion con proteina A

e Preparar la solucidn de agarosa-proteina A. En un tubo de 50 mL, afiadir 25 mL de la
suspensidon comercial de agarosa-proteina A y completar con agua MilliQ. Agitar
brevemente y centrifugar en frio a 800 xg durante 5 min. Decantar el sobrenadante
y repetir el lavado. Lavar una vez mas con TIL y decantar el sobrenadante.
Comprobar el volumen de agarosa-proteina A y anadir 3 veces ese volumen de TIL
para conseguir una suspension al 25% vol/vol. Conservar a 4°C no mas de tres
meses.

e Lavar la placa de filtracién dos veces con 200 ul de TIL por pocillo. Afiadir el liquido y
volcar la placa inmediatamente. Secar la placa golpeandola boca abajo contra un
papel absorbente.

e Afadir 50 pl de suspension agarosa-proteina A a cada pocillo de la placa de
filtracion.

e Utilizando una pipeta multicanal, transferir 50 pl de cada pocillo de la placa de
incubacién a la placa de filtracidon (que contiene la agarosa-proteina A). Envolver la
placa de filtracion con papel de aluminio e incubarla a 4°C con agitacion durante 45
minutos exactos.

e Desenvolver la placa y colocarla sobre el aparato de filtracion. Aniadir 100 ul de TIL a
cada pocillo. Conectar el vacio hasta que se absorba todo el liquido de los pocillos.

e Hacer tres lavados mas con 200 ul de TIL.

e Después del cuarto lavado, afiadir 150 ul de TIL a cada pocillo, tapar la placa,
envolverla con papel de aluminio e incubarla a 4°C con agitacion a velocidad media

durante al menos 5 minutos.
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e Desenvolver la placa y colocarla sobre el aparato de filtracion. Conectar el vacio
hasta que se absorba todo el liquido de los pocillos.

e Hacer tres lavados mas con 200 ul de TIL.

e Retirar el soporte inferior de la placa. Escurrir la placa sobre papel absorbente,
secar a la luz de una ldmpara durante 15 minutos aproximadamente girando la
placa para que el secado sea uniforme. Cuando la placa esta seca se puede observar
que la agarosa-proteina A de cada pocillo aparece cuarteada.

e Colocar la placa sobre el soporte para el contador. Afadir 50 ul de liquido de
centelleo a cada pocillo y sellar la placa con una hoja adhesiva. Agitar a velocidad

maxima durante 30 segundos y cuantificar en el contador B.

2.1.3. Calculo de resultados

Los resultados de cada determinacién se expresaron de manera semicuantitativa en
unidades arbitrarias denominadas ZnT8INDEX. El ZnT8INDEX relativiza la cantidad de
antigeno precipitado por el suero problema (MUESTRA) a la cantidad precipitada por

un suero patron (POS y NEG). La férmula matematica que se aplica es:

ZnTSINDEX = (CpmMUESTRA‘CpmNEG)

cpmPOS—cpmNEG

En la ecuacion, cpmMUESTRA, cpmNEG y cpmPOS, representan la radiactividad
precipitada por la muestra problema, por el patrén negativo y el suero positivo,
respectivamente, expresado en cpm (cuentas por minuto). Los valores son el promedio
de los dos duplicados. Como suero patrdn positivo se utilizé el suero de un paciente
con diagnéstico reciente de diabetes tipo 1 y como patrén negativo la mezcla de suero

de 20 individuos sin historia ni antecedentes familiares de diabetes tipo 1.
2.2. Determinacion de autoanticuerpos anti-GAD (GADA) y anti-lIA2 (IA2A)

El principio de la técnica de deteccion de autoanticuerpos anti-GAD y anti-lA2 es igual
al de la técnica de anti-ZnT8, excepto por el antigeno utilizado. En el caso del anti-GAD

el antigeno corresponde a la totalidad de la regidn codificante de GADgs marcada con
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35S y se obtiene por transcripcién/traduccion in vitro del plasmido pEx9 cedido por A
Lernmark de la Universidad de Washington, Seattle, USA, y en el caso del I1A2A
corresponde a la porcién intracelular de IA2 marcada también con 3°S y se obtiene por
transcripcion/traduccion in vitro del plasmido plA2ic cedido por el grupo de E.

Bonifacio, del Instituto Scientifico San Raffaele de Milan, Italia.

2.3. Determinacion de autoanticuerpos anti-insulina (1AA)

Los autoanticuerpos anti-insulina (IAA) se cuantificaron utilizando un radioensayo de
competicidon en fase liquida basado en la técnica descrita por Vardi et al, que utiliza
como antigeno insulina humana recombinante marcada con yodo radiactivo (*?°1) en el
aminodacido tirosina en posicion A14 (Vardi et al., 1987). En resumen, las muestras se
analizan por duplicado, y se incuban a 4°C durante una semana, en presencia y en
ausencia de competicion con insulina no radiactiva. Los complejos inmunes se
precipitan con polietilenglicol y la cantidad de radiactividad precipitada se determina
en un contador de radiaciones gamma. Los resultados de la prueba se expresan de
manera cuantitativa en nU/ml, en funcién de la cantidad de insulina radiactiva

precipitada segun la ecuacion descrita en la pagina 99.

Reactivos y equipos necesarios para el desarrollo de la técnica:

o Suero de los pacientes

o Insulina radiactiva: Insulin (human, recombinant), [*°I], 10 uCi. PerkinElmer,
Waltham, MA. Cat.No NEX420010UC. El producto liofilizado se resuspendié en 1 ml
de agua MIIlIQ, a una concentracion de aproximadamente 5 pmol/ml (700.000
nU/ml aprox) y se conservo a -20°C.

o Tampon fosfosalino (PS): 0,15 M NaCl; 67,2 mM NaH;POs; 12,8 mM NazHPOgy;
0,05% BSA, fraccién V; 0,025% y-globulina bovina). Se prepard una solucion nueva
para cada ensayo.

o Tampodn Veronal: 20 mM Barbital sddico (Sigma-Aldrich); 2,4 mM HCI; pH 8,6. Se

prepard una solucidon nueva para cada ensayo.
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o Solucion de polietilenglicol (PEG) al 14,3%: 14,3% PEG-8000 (Sigma-Aldrich); 0,1%
Tween 20, en tampdn Veronal. Se prepard una solucién nueva para cada ensayo.

o Solucién PEG al 11,0%: 11,0% PEF-8000 (Sigma-Aldrich); 0,1% Tween 20, en tampdn
Veronal. Se prepard solucién nueva para cada ensayo.

o Solucion PSI: 9 nU/ml Humulina Regular Lilly (100 Ul/ml) en tampdn PS. Se prepard
una solucién nueva para cada ensayo.

o Solucién PSI*: Se prepard una dilucion 1:100 de la insulina radiactiva en tampén PS,
hasta una concentracion aproximada de 0,05 pmol/ml (7000 nU/ml aprox)

o Tubos de 5 ml de poliestireno. Corning. Cat.No 352052.

o Contador de radiacion Gamma. Detector Gamma Counter 2480 Wizard?™,
PerkinElmer, Waltham, MA.

o Agitador vortex multitubo. Corning 4010 Multi-Tube Vortexer

o Centrifuga Megafuge 40R, Heraus. Thermo Fisher Scientific

Protocolo detallado de la técnica:

Para cada muestra a analizar, se realizaron cuatro determinaciones (duplicados con y
sin competicion con insulina fria) siguiendo el procedimiento que se detalla a

continuacion:

e Distribuir 150 pl del suero problema en cada uno de los cuatro tubos de 3 ml.

e A dos de los tubos anadir 50 pl de tampdn PSI (tubos de competicion o PSI) y a los
otros dos 50 pl de tampdn PS (tubos sin competicion o PS). Incubar los tubos a 4°C
durante 1 h.

e Transcurrido el tiempo de incubacidn, afiadir a todos los tubos, PS y PSI, 200 ul de
solucién PSI*. La mezcla se agitd en un agitador multitubo y se incubd a 4°C durante
una semana. Como control de la cantidad total de radiactividad afiadida a cada tubo
del ensayo (tubos TOTAL) se afiadieron 200 ul de PSI* a cuatro tubos sin suero.

e Después de la semana de incubacion, hacer un lavado de los tubos con solucién
14,3% PEG y seguido otros dos lavados con soluciéon 11,0% PEG. Cada uno de los
lavados consistid6 en anadir a cada tubo 1,5 ml de la solucion de PEG fria,

homogenizar vigorosamente la mezcla en un agitador multitubo y centrifugar los
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tubos a 2000 xg y 4°C durante 30 min. Después de la centrifugacién, el
sobrenadante se desechd por decantacién.

e Finalizado el ultimo lavado, se determind en un contador de radiacion y la
radiactividad del precipitado (que contiene los complejos inmunes autoanticuerpo-
insulina radiactiva) en cada uno de los cuatro tubos de cada suero problema (tubos
PS y PSI) y en los cuatro tubos TOTAL. La cantidad de autoanticuerpos anti-insulina
se expresd de manera cuantitativa en nU/ml en funcién de la cantidad de insulina

radiactiva precipitada, segln la ecuacién:

IAA (nU/ml) = (EEZ_SBREY .10t

cpmTOTAL

donde cpmPS, cpmPSI y cmpTOTAL representan el promedio de la radiactividad
precipitada por los dos tubos sin competicion (PS), los dos tubos con competicién
(PSI) y los cuatro tubos TOTAL, respectivamente, expresado todo en cuentas por

minuto (cpm).
2.4. Estandarizacion de los ensayos de determinacion de autoanticuerpos. IASP 2018

Para la estandarizacion de los ensayos de determinacidon de autoanticuerpos asociados
a la diabetes autoinmune, nuestro laboratorio participa en el programa bianual de
estandarizacion de autoanticuerpos contra los islotes pancredticos, IASP (Islet
Autoantibody Standardization Program) desde 1995. El IASP es un esfuerzo de
colaboracién internacional dirigido a mejorar el rendimiento de los ensayos de analisis
de autoanticuerpos asociados a la diabetes tipo 1 y optimizar la concordancia de los
resultados entre laboratorios (Bingley and Williams, 2004). Es un programa promovido
por la Sociedad de Inmunologia de la Diabetes, IDS (The Immunology of Diabetes
Society) y la NIH (National Institutes of Health, USA), estd coordinado por un comité
nominado por la IDS, y dirigido por la Universidad de Florida (Endocrine Autoantibody

Laboratory).

Los laboratorios que participan en el programa de estandarizacion analizan muestras

para detectar autoanticuerpos asociados a la diabetes autoinmune, tanto en sueros de
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pacientes con diabetes tipo 1 al debut como en sueros de controles. Las muestras
distribuidas son idénticas para todos los laboratorios y se hace un andlisis ciego, es
decir, la identificacién de la muestra es desconocida para el analista. Es el comité del
IASP el que centraliza la recopilacidon y el analisis de los resultados, para poder asi
proporcionar a cada laboratorio participante una comparacién imparcial del
rendimiento de los ensayos que utiliza para la determinacién de autoanticuerpos anti-

islote.

En concreto, en el estudio de comparacién inter-laboratorios del IASP celebrado en
2018, los laboratorios participantes, entre ellos el nuestro, recibieron 140 muestras de
suero codificadas: 50 pacientes (43 sueros de pacientes con diabetes tipo 1 de reciente
diagndstico y 7 familiares de primer grado con un metabolismo de la glucosa alterado y
autoanticuerpos multiples positivos) y 90 muestras de poblacién control sin diabetes
(todos donantes de sangre). Participaron 37 laboratorios de 17 paises de América del
Norte, Europa, Asia y Australia, que presentaron los resultados de 48 ensayos

diferentes de GADA, 47 de IA2Ay 42 de ZnT8A.

El ensayo para la determinacion de IAA, necesita un volumen de suero (600 ul) que
estd por encima de la cantidad de suero suministrado por el programa de
estandarizacion (100 pl), razon por la cual, en la actualidad, no es posible participar en

programas de estandarizacién internacionales con este ensayo.

El IASP, proporciona para cada ensayo evaluado los valores de sensibilidad y
especificidad de la técnica. El programa de estandarizacién define sensibilidad como el
porcentaje de sueros de pacientes que el laboratorio participante notifica como
positivos utilizando su propio punto de corte, y especificidad como el porcentaje de
sueros de controles sanos que el laboratorio participante notifica como negativos

utilizando su propio punto de corte.
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3. ANALISIS GENETICOS

Para realizar los andlisis genéticos se recogid de todos los pacientes una muestra de
sangre periférica en un tubo BD Vacutainer de 3 ml con anticoagulante EDTA. A
continuacion, se explica el proceso de extraccion de ADN a partir de sangre total
(apartado 3.1.). Seguidamente, se detalla la metodologia NGS y MLPA que se aplicé
para el diagndstico de diabetes monogénica en los pacientes con autoinmunidad
negativa (apartado 3.2. y 3.3.). Por ultimo, se describe la metodologia para la
caracterizacion molecular de alta resolucién del locus HLA-DRB1 (apartado 3.4.) asi

como los procedimientos seguidos para los analisis estadisticos de asociacion.

3.1. Extraccidn y cuantificacion de ADN

La extraccion del ADN gendmico se realizd con el extractor automatico MagPurix
desarrollado por Zinexts Life Science Corp. (ZP02001 MagPurix Blood DNA Extraction
kit 200) a partir de 400 ul de sangre periférica recogida en un tubo Vacutainer con
anticoagulante EDTA y congelada a -40°C hasta el dia de la extraccidn. En la figura 11

se presenta un esquema del proceso de extraccién basado en particulas magnéticas:
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muestra con bolas magnéticas. (restos celulares, las bolas y transferencia
buffer de lisis y Unidn de las bolas magnéticas magnéticas al tubo de
proteinasa k bolas al ADN sobrantes...) del ADN recogida

Figura 11. Proceso de extraccion de ADN basado en particulas magnéticas. Imagen

adaptada de MagPurix Extraction Kit Handbook
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En resumen, la técnica se basa en la unidn reversible del ADN a unas microesferas
electromagnéticas que el equipo transporta y mezcla con diferentes reactivos durante
el proceso de purificacién. Tras la lisis celular y la unién del ADN a las microesferas,
éstas se someten a una serie de lavados para eliminar todos los componentes celulares
contaminantes. Finalmente, el ADN purificado es separado de las microesferas y es

resuspendido en 100 ul de un buffer de elucién.

La concentraciéon y pureza del ADN se determind mediante espectrofotometria
utilizando el equipo Nanodrop 2000 y mediante fluorometria con el equipo Qubit 2.0
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). La espectrofotometria
determina la concentracién y pureza de una muestra basandose en la capacidad de
absorbancia de un compuesto presente en la solucion a una longitud de onda
determinada. De este modo, la concentracion del ADN se calcula teniendo en cuenta el
valor de la absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm, mientras que la
relacion de absorbancias A260/280 y A260/230 se utilizan para evaluar la pureza de las
muestras. A 280 nm absorben compuestos aromaticos como fenoles y proteinas. Se
considera que un ADN tiene pureza éptima si el cociente A260/280 tiene un valor
entre 1,8 y 2,0. Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos un cociente
A260/280 mayor de 1,6. Un valor A260/280 menor de 1,6 indica una posible
contaminacién por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas y un valor de
A260/280 mayor de 2,1 podria deberse a la presencia de ARN en la muestra. A 230 nm
absorben contaminantes como sales caotrépicas, fenoles o carbohidratos. En general,
se considera que el ADN es puro cuando el valor del cociente A260/230 se sitla en
torno a 1,5 - 2,2. Un valor menor de 1,5 indicaria presencia de contaminantes en la

muestra.

La ventaja de la fluorometria respecto a la espectofotometria es su alta precisién y
sensibilidad. Se basa en la utilizacion de fluoréforos que se intercalan especificamente
entre las moléculas de ADN, minimizando asi los efectos de los contaminantes. La
precision de las mediciones incluso a bajas concentraciones (rango de efectividad de
10 pg a 1 pg) hace que el fluorimetro Qubit sea la herramienta ideal para aplicaciones,

tales como PCR en tiempo real y secuenciacidon masiva.

102



IV. Pacientes, material y métodos

Todas las muestras de ADN utilizadas en los analisis genéticos presentaron una
concentracién superior a 50 ng/ul y una pureza en rangos Optimos. Las muestras
fueron almacenadas a una temperatura de -20°C hasta su utilizaciéon en los analisis

genéticos.

3.2. Estudio genético de diabetes monogénica mediante NGS

El estudio genético para la busqueda de variantes patogénicas causantes de diabetes
monogénica, se realizé con la tecnologia de secuenciacidn masiva desarrollada por Life
Technologies, actualmente Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA)
con la plataforma lon Torrent™ Personal Genome Machine® (PGM). En concreto se
desarrollé un panel de genes. Se trata de una estrategia de secuenciacidn masiva que
proporciona un cribado de alto rendimiento de multiples genes de forma simultanea y
altamente eficiente. El proceso de trabajo para la secuenciacién del panel de genes se

sintetiza en los siguientes pasos y el procedimiento se detalla a continuacion:

1. Disefio del panel de genes: lon AmpliSeq™ Designer tool

2. Preparacion de librerias: lon AmpliSeq™ library kit.

3. Amplificacion clonal (PCR en emulsion): OneTouch OT2™. Cuantificacion de la
PCR de emulsidon (lon Sphere Quality Control) y enriquecimiento de las
microesferas con amplicén (One touch ES)

4. Secuenciacion: lon Torrent Proton ™

Procesamiento bioinformatico de los datos: Torrent Suite 4.2.1. ™

L

Filtrado e interpretacion de las variantes: lon reporter software 4.0. ™

3.2.1. Diseiio del panel de genes

En el disefio del panel se incluyeron 12 genes relacionados con diabetes monogénica,
tanto las formas mas frecuentes (GCK, HNF1A, HNF4A, HNF1B, INS, ABCC8, KCNJ11)
como otras raras (PDX1, NEUROD1, KLF11, PAX4 y BLK). Para el disefio de los primers
gue permiten la secuenciacion simultanea de los 12 genes, se utilizé la herramienta

informatica lon AmpliSeq Designer tool v.4.4.8 (https://www.ampliseq.com). El disefio
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incluyé la regién exdnica y las regiones 3'UTR, 5°UTR y promotora de los 12 genes
sefialados anteriormente, asi como 50 pb del limite intrén-exén para asegurar la

captura de zonas de splicing.

Los paneles de Thermo Fisher Scientific se caracterizan por agrupar los primers en
varios grupos o pooles. La finalidad de esta agrupacién es que los primers no se
solapen en la amplificacion y que no se generen productos de amplificacién o

amplicones no deseados, lo que es un problema habitual en la NGS.

El panel resultante comprende 272 amplicones, de 125 a 375 pb, y los primers
necesarios para amplificar las regiones de interés estan divididos en 3 pooles, uno de
88 parejas de primers y dos de 92 parejas de primers cada uno. El tamafio total del

panel es de 69,22 kb con una cobertura tedrica del 99,13% (Tabla 5).

Tabla 5. Cobertura tedrica de los genes incluidos en el panel de acuerdo a la herramienta
informdtica lon AmpliSeq Designer tool.

Bases a Bases

Gen chZ(:sz:ﬁsa secuenciar perdidas Cob(f/z;cura
(pb) (pb)

KLF11 2p25 4866 21 99,57
NEUROD1 2932 3202 0 100
GCK 7p15.3-p15.1 4595 0 100
PAX4 7932.1 2910 0 100
BLK 8p23-p22 3890 0 100
ABCC8 11p15.1 8823 0 100

KCNJ11 11p15.1 3769 160 95,75
INS 11p15.5 1306 0 100
HNF1A 12q24.31 4543 0 100

PDX1 13qg12.1 2773 278 89,97
HNF1B 17912 4417 0 100
HNF4A 20913.12 7574 0 100

pb: pares de bases
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3.2.2. Preparacion de la libreria

La preparacién de la libreria consiste en la amplificacion multiple y simultdnea de las
regiones gendmicas de interés de los 12 genes seleccionados relacionados con
diabetes monogénica. Para la preparacién de las librerias se utilizd el lon AmpliSeq
library kit 2.0 siguiendo el protocolo establecido por el fabricante con pequefas
modificaciones para optimizar el rendimiento. El protocolo se resume en los siguientes

pasos (Figura 12):

A. Amplificacion del ADN gendmico mediante una PCR multiplex.

B. Digestion parcial de la secuencia de los primers.

C. Ligacidon de los adaptadores a los amplicones.

D. Purificacion de la libreria.

E. Cuantificacion del producto amplificado mediante una PCR cuantitativa (QPCR).

. I
=

Amplificacién del ADN gendmico
medianteuna PCR multiplex
Ce——)
[— ]
Digestion parcial de la
secuencia de los primers
i
(I
i

Ligacion de los adaptadores

Barcode X y purificacién de la libreria
Adaptadorp] EEEEEE
X P1

!

Cuantificacién de la libreria
medianteuna qPCR

Figura 12. Diagrama de flujo del procedimiento seguido para la preparacién de
librerias. Imagen adaptada de Jon Ampliseq ™ DNA Library Preparation User Guide.
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Reactivos y equipos necesarios para la preparacion de librerias:

o

lon Ampliseq™ Library kit 2.0 — 96LV (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 4480441).
Incluye: 5X lon AmpliSeq™ HiFi Mix (1 x 384 uL), FuPa Reagent (1 x 192 L), Switch
solution (1 x 384 uL), DNA Ligase (1 x 192 pL).

2X lon Ampliseq™ Primer Pool (100 nM) (Thermo Fisher Scientific).

lon Xpress™ Barcode Adapters 1-16 kits (Thermo Fisher Scientific, Cat. No.
4471250). Incluye: lon Xpress™ Barcodes (16 tubes x 20 pL), lon Xpress™ P1 Adapter
(1 x 320 pL).

NucleoMag NGS Clean-up & Size Select (Macherey-Nagel, Cat. No. 744970.50).

lon Library TagMan™ Quantitation kit (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 4468802).
Incluye: 2X lon Library TagMan® qPCR Mix, 20X lon Library TagMan® Quantitation
Assay and E. coli DH10B Control Library (68 pM) (2 x 25 pL).

Absolute Ethanol (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. BP2818100).

DynaMag™ -2 magnet (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 12321D).

DNA LoBind tubes (1,5 mL) (Eppendorf AG, Hamburg, Germany, Cat. No.
022431021).

Corning™ PCR Microplates (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 12799438).
Microseal® 'B' PCR Plate Sealing Film (Bio-Rad, Cat. No. MSA5001).

Veriti 96-well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 4375786).

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).

Vortex mixer (Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Cat. No. 541-10000-00).

Protocolo detallado:

A. Amplificaciéon del ADN gendmico mediante una PCR multiplex

El ADN gendmico de cada paciente se diluyd a 5 ng/ul y se incluyeron 20 pacientes por

libreria. Para cada muestra se prepararon tres reacciones PCR, una PCR para cada pool

de primers:

Preparar un mix con los reactivos que hay que afadir a cada pool de primers:
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- 5xlon Ampliseq ™ HIFI Mix: 2 uL
- 2x lon Ampliseq ™ Primer pool: 5 pL
e En hielo, afiadir 7 pL del mix + 3 uL de ADN a cada tubo. Volumen final 10 pL. Agitar
con pipeta.

e Amplificar en termociclador (Veriti 96-well Thermal Cycler) en las condiciones:

Temperatura Tiempo
99 °C 2 min
99 °C 15 seg
19 ciclos
60 °C 8 min
10°C oo

En este punto del proceso, el producto de PCR puede almacenarse a 10°C durante la

noche o a -20°C para periodos mas prolongados de tiempo.

B. Digestion parcial de la secuencia de los primers

La digestidon parcial es un paso importante ya que degrada los primers unidos a los
amplicones, de forma que posteriormente en la secuenciacidon no oculten posibles
mutaciones que puedan existir en las posiciones de hibridacidon de los primers al ADN

gendmico. El procedimiento a seguir es el siguiente:

e Juntar en un tubo por paciente los amplicones obtenidos en cada pool. Afadir a
cada tubo 7 ul pool 1 + 7 pl pool 2 + 7 ul pool 3. Volumen final 21 uL. Agitar con
vortex.

e En hielo, afiadir a cada tubo 2 pL del enzima FuPa. Agitar con pipeta. El volumen
final es de 23 L.

e Incubar en el termociclador (Veriti 96-well Thermal Cycler) en las condiciones:

Temperatura Tiempo
50 °C 10 min
55°C 10 min
60 °C 20 min
10°C No mas de 1 hora
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C. Ligacion de adaptadores a los amplicones

El siguiente paso consiste en ligar a los amplicones dos adaptadores: el lon Xpress™

Barcode Xy el lon P1 Adapter.

Los cddigos de barras o Barcodes son unas secuencias especificas cortas de 6 a 14
nucledtidos que se unen al extremo 3’de los amplicones de cada paciente y que son
especificas para cada uno de los individuos que se incluyen en la libreria. Esta es la
manera de poder separar a posteriori las lecturas que correspondan a cada paciente.
La “X” se refiere a cualquier Barcode del 1 al 96. Por el extremo 5" del amplicén se une
el lon P1 Adapter de 17 nucleétidos de longitud. Tanto los Barcodes como el P1
Adapter servirdn como secuencias complementarias para oligonucledtidos que se
utilizaran en pasos posteriores de la NGS. El procedimiento a seguir para la ligacién de

los adaptadores es el siguiente:

e Preparar dilucién 1:4 de cada uno de los Barcode diferentes que se van a utilizar en
la libreria:
- lon P1 Adapter: 0.5 pL
- lon Xpress™ Barcode X: 0.5 L
- Agua MilliQ: 1 pL

e En hielo, afiadir a cada tubo 4 ul de Switch solution y 2 ul del Barcode-Adapter mix.
Afadir seguidamente 2 pl de ligasa. El volumen final es de 31 pl. Agitar con vortex.

e Incubar en el termociclador en las condiciones:

Temperatura Tiempo
22°C 30 min
68 °C 5 min
72°C 5 min
10°C No mas de 1 hora

En este punto del proceso, el producto de PCR puede almacenarse a 10 °C durante la

noche o a -20 °C para periodos mas prolongados de tiempo.
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D. Purificacion de la libreria

La purificacién de las librerias se realiza con el reactivo Agencourt AMPure® XP que

contiene bolas magnéticas a las que se une el ADN de forma reversible. El

procedimiento a seguir es el siguiente:

Preparar los reactivos:

- Dejar el reactivo Agencourt AMPure® XP a temperatura ambiente. Agitar con
vortex para dispersar bien las bolas magnéticas.

- Preparar etanol al 70%

Traspasar las librerias a tubos Eppendof Low Retention de 1,5 ml.

Afadir 45 ul de Agencourt AMPure® XP a cada libreria. Agitar con pipeta. Incubar la

mezcla 5 minutos a temperatura ambiente. EI ADN se pega a las bolas magnéticas.

Colocar los tubos en la gradilla magnética DynaMag ™-2 Magnet e incubar 2 min o

hasta que el liquido esté claro. Las bolas se pegan a la pared del tubo. Desechar el

liquido sin mover las bolas.

Anadir 150 ul de etanol al 70% e ir girando el tubo Eppendorf colocado en la gradilla

magnética para que vayan rodando las bolas por la pared del tubo. Hay que dar una

vuelta completa. Eliminar el liquido sin mover las bolas pegadas a la pared del tubo.

Repetir el lavado nuevamente con 150 pl de etanol al 70%. Eliminar el liquido sin

mover las bolas pegadas a la pared del tubo.

Mantener los tubos abiertos en la gradilla magnética y secar a temperatura

ambiente durante 5 min. Es importante que no quede etanol en la muestra.

Pasar los tubos de la gradilla magnética a una gradilla convencional. Aiadir 50 ul de

Low TE y resuspender las bolas con pipeta y vortex hasta que se separen

totalmente. Incubar 2-5 min a temperatura ambiente. En este momento se

desprende el ADN de las bolas magnéticas.

Colocar los tubos nuevamente en la gradilla magnética, esperar 2 min

aproximadamente hasta que el liquido esté transparente. Pasar el liquido a un tubo

nuevo y desechar las bolas magnéticas. El liquido en el que estad resuspendida la

libreria, debe quedar perfectamente transparente, libre de bolas magnéticas.
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En este punto del proceso, el producto de PCR puede almacenarse a 10°C durante la

noche o a -20°C para periodos mas prolongados de tiempo.

E. Cuantificacion de la libreria mediante PCR cuantitativa (qPCR)

e Preparar dilucion 1:100 de cada libreria para cuantificar.

e Preparar 3 diluciones seriadas 1:10 a partir de E.coli DH10B lon Control Library (68
pM). Se utilizard para realizar la curva standard con 3 puntos de concentracién
conocida (6.8 pM, 0.68 pM y 0.068 pM).

e Preparar un mix con los reactivos que hay que afiadir a cada muestra a cuantificar:

- 2Xlon Library TagMan®qPCR Mix: 10 pl
- 20x lon Library TagMan® Quantitation Assay: 1 pl

e En hielo, afiadir 11 pL del mix + 9 pL de la libreria diluida. Cuantificar cada muestra

por duplicado. Afadir 2 controles negativos. Volumen final 20 uL. Agitar con pipeta.

Amplificar en termociclador (Real-Time PCR System 7300) en las condiciones:

Temperatura Tiempo
50 °C 2 min
95 °C 20 seg
95 °C 3 seg
40 ciclos
60 °C 30 seg
10°C oo

e Calcular la concentracion de cada libreria. Normalmente las librerias amplificadas
presentan una concentracién entre 100 y 500 pM.

e Igualar la concentracién de cada libreria a 100 pM con Low TE. Mezclar 5 ul de cada
libreria a 100 pM en un tubo. Proceder a la amplificacién clonal de la libreria o

almacenar a -20°C hasta su uso.

3.2.3. Amplificacidn clonal de la libreria.

Los métodos de secuenciacion no son lo suficientemente sensibles como para

secuenciar una sola molécula, por ello, es necesario un paso de clonaciéon y de
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enriquecimiento de las librerias para generar muchas copias de cada fragmento de
ADN amplificado que puedan ser utilizadas como entidades a secuenciar. Este proceso
se realizé con el sistema lon OneTouch 2 desarrollado por Thermo Fisher Scientific, que
consta de 2 médulos: el equipo lon OneTouch 2™ (0OT2) y el sistema de

enriquecimiento lon OneTouch™ ES.

El equipo OT2 incluye tres tecnologias que permiten la automatizacién del proceso
completo. La primera es el filtro de reaccidn que crea millones de microreactores en
los que se produce la amplificacién clonal. La segunda es el termociclador totalmente
integrado y la placa de amplificacién desechable que permite someter a un ciclo
térmico a los microreactores. La tercera es la centrifuga integrada, que recupera las
microesferas con fragmentos de ADN clonados (ISPs positivas). Se ha seguido el
protocolo establecido por el fabricante lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 kit user guide for

use with lon OneTouch™ 2 System. El protocolo se resume en los siguientes pasos:

F. Amplificacién clonal de la libreria mediante una PCR de emulsién.
G. Enriquecimiento de la muestra con ISPs positivas.

H. Cuantificacion de ISPs positivas.

Reactivos y equipos necesarios:

o lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. A29900) (8rxn).

Incluye: Reactivos, Soluciones y Fungible:

- lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Reagents (Cat. No. A29811). Incluye: lon PGM™ Hi-
Q™ View Reagent Mix (8 x 800 uL), lon PGM™ Hi-Q™ View Enzyme Mix (1 x 400
uL), lon PGM™ Hi-Q ™ View ISPs (1 x 800 pL).

- lon PGM™ Hi-Q™ OT2 Solutions (Cat. No. A27742). Incluye: lon OneTouch™
Breaking Solution (2 x 1.2 mL), lon OneTouch™ Oil (1 x 450 mL), lon OneTouch™
Reaction Oil (1 x 25 mL), Nuclease-free Water (1 x 30 mL), lon OneTouch™
Recovery Solution (1 x 350 ml), Neutralization Solution (1 x 100 uL), lon
OneTouch™ Wash Solution (1 x 16 mL), MyOne™ Beads Wash Solution (2 x 1.4

ml), Tween™ Solution (1 x 6 mL).
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- lon PGM™ OT2 Supplies (Cat. No. A27744). Incluye: lon OneTouch™ Reagent
Tubes (2 tubos), lon OneTouch™ Recovery Routers (8 routers), lon OneTouch™
Recovery Tubes (16 tubos), lon OneTouch™ Sipper Tubes (2 tubos), lon
OneTouch™ Amplification Plate (8 placas), lon OneTouch™ Cleaning Adapter (8
adaptadores), lon OneTouch™ Reaction Filter (8 filtros).

o Dynabeads™MyOne™Streptavidin C1 Beads (Thermo Fisher, Cat. No 65001)

o lon Sphere Quality Control kit (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 4468656). Incluye:
lon Probes (20 uL), Alexa Fluor™ 488 Calibration Standard (400 uL), Alexa Fluor™
647 Calibration Standard (400 L), Annealing Buffer (400 pL) and Quality Control
Wash Buffer (20 mL).

o Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. Q32866).

o DynaMag™-2 magnet (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 12321D).

o lon OneTouch 2 Instrument (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 4474779).

o Microcentrifuge Sorvall™ Legend™ Micro 17R (Thermo Fisher, Cat. No. 75002440).

Protocolo detallado:

F. Amplificacion clonal de la libreria mediante una PCR de emulsién

La amplificacidn clonal se llevé a cabo mediante una PCR de emulsidn en el equipo lon
OneTouch 2 Instrument (OT2). Este procedimiento consiste en aislar, en gotas acuosas
dentro de una fase oleosa, los fragmentos individuales de ADN generados en la
libreria, junto con microesferas
recubiertas con adaptadores

(lon Sphere Particles o ISPs).

Cada gota tendra, de manera

Agitacion
(_ | Aceite de >
emulsion

. “'s— Emulsién
\ Reactivos

PCR, ISPs
y libreria
de ADN

ideal, una ISP unida a un Unico

fragmento de ADN junto con

todos los reactivos necesarios
., ) Figura 13. Detalle de los componentes de una PCR de
para la reaccion de PCR (figura emulsién. Adaptado de “Emulsion PCR” A. Vierstraete, 2012.

13).
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Una vez conseguida la emulsidn, se realiza una PCR convencional, con la particularidad
de que en el tubo de reaccidén se realizan al mismo tiempo miles de reacciones en
paralelo, es decir, en cada gota tiene lugar un proceso de amplificacién independiente
a partir de una sola molécula de ADN de cadena simple, generdndose miles de copias
que permaneceran unidas a la microesfera a través de los adaptadores. Después de los
ciclos de reaccidn, se obtiene una amplificacidn clonal de cada fragmento unido a una

ISP (Figura 14).

Alineamiento:

La hebra
complementaria
(reverse) se alinea
con el adaptadorde
la ISP. El primer se
alineacon la hebra
directa (forward)

Desnaturalizacion Alineamiento

Extension

Extension: La polimerasa
amplificala hebradirecta
(forward) desde la ISP hacia
el primer, y la hebra
complementaria (reverse)
desde el primer hacia la ISP

Alineamiento

x 30 ciclos

ISP monoclonal

Figura 14. Detalle de los pasos de una PCR de emulsion. El dibujo reproduce lo que sucede en
cada gota de la emulsion. Simultdaneamente tienen lugar miles de reacciones de amplificacién
en paralelo cuyo resultado esperado es que en cada gota haya una amplificacién clonal de un
fragmento de ADN unido a una ISP (lon Sphere Particles monoclonales).

Tras la PCR de emulsidon se formaran 3 tipos de ISPs: las ISPs monoclonales que se
encuentran asociadas a millones de copias de un solo fragmento de ADN, las ISPs
policlonales asociadas a millones de copias de 2 o0 mas fragmentos diferentes de ADN y

las ISPs no clonales a las que no se ha unido ningun fragmento de ADN. Las ISPs de
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interés para la posterior secuenciacion son las monoclonales. Para favorecer la
formacién de ISP monoclonales se diluye la cantidad de ADN de 100 a 8 pM como paso
previo a la emulsién (ver protocolo a continuacién). El procedimiento a seguir para la

amplificacién clonal de la libreria es el siguiente:

e Configuracion del equipo One Touch OT2 ™ segln instrucciones del fabricante:

- Abrir la tapa y dispensar 150 pL del reactivo One Touch ™ Breaking Solution en
cada uno de los 2 tubos de recuperacién. Insertar los tubos de recuperacion en
cada ranura de la centrifuga y cerrar la tapa.

- Instalar la placa de amplificacién, los tubos desechables y el inyector siguiendo
las instrucciones del fabricante.

- Dispensar los reactivos lon One Touch ™ QOil y el lon One Touch ™ Recovery
Solution siguiendo las instrucciones del fabricante.

e Preparacion de la soluciéon de amplificacion:

- Agitar con vortex 30 segundos el lon PGM™ Hi-Q™ View Reagent Mix vy
centrifugar 2 segundos. Mantener a temperatura ambiente.

- Centrifugar 2 segundos el lon PGM™ Hi-Q™ View Enzyme Mix. Mantener en
hielo.

- Mantener la lon PGM™ Hi-Q™ View ISPs a temperatura ambiente 30 minutos.

o Diluir la libreria de 100 pM a 8 pM anadiendo a 2 ul de la libreria 23 ul de agua

Milli Q. Agitar con vortex 5 segundos, centrifugar 2 segundos y dejar en hielo.

e Preparar las microesferas PGM™ Hi-Q™ View ISPs agitando con vortex 1 min.

Centrifugar 2 seg y mezclar con pipeta.

e Preparar la solucién de amplificacién afiadiendo a un tubo con 800 ul de lon PGM™

Hi-Q™ View Reagent Mix los siguientes reactivos en orden y mezclando con pipeta:

- Agua MilliQ: 25 ul

- lon PGM™ Hi-Q™ View enzyme: 50 pl

- Libreria diluida a 8 pM: 25 ul

- PGM™ Hi-Q™ View ISPs: 100 ul

e Agitar con vortex la solucién de amplificacién y centrifugar 5 segundos.
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e Rellenar el lon One Touch ™ Reaction Filter con la solucidon de amplificacion y el lon
One Touch ™ Reaction Oil. Instalar el filtro y poner en marcha el aparato lon One
Touch ™ 2 siguiendo las instrucciones del fabricante.

e Cuando termina la amplificacion se recogen las ISPs:

- Abrir la tapa y sacar ambos tubos de recuperacion del aparato. Dejarlos
cuidadosamente en una gradilla.
- Eliminar todo el liquido salvo 100 ul de cada tubo sin mover el sedimento de
ISPs.
En este punto la solucion de recuperaciéon puede ser almacenada a 2 - 5°C por 3 dias
afiadiendo 500 pl de lon One Touch ™ Wash Solution.
e Procesar las ISPs
- Afadir 500 pl de lon One Touch ™ Wash Solution a los 2 tubos de recuperacion y
mezclar con pipeta para dispersar las ISPs.

- Combinar el contenido de los 2 tubos en un tubo Eppendorf low retention de
1.5 ml. Centrifugar 2.5 min a 15.000 xg.

- Eliminar todo el liquido salvo 100 pl de la lon OneTouch™ Wash Solution sin
mover el sedimento.

e Cuantificar las ISPs clonales transfiriendo 2 uL a un tubo y utilizando el fluorimetro
Qubit®2.0 (ver apartado H. cuantificacién de las ISPs clonales). El porcentaje dptimo

de ISPs clonales no enriquecidas tiene que estar entre un 10 y un 30%.

G. Enriquecimiento de las ISPs clonales

Tras la PCR de emulsién, se eliminan aquellas ISPs a las que no se ha unido ninguln
fragmento de ADN y por tanto no ha habido clonacién, enriqueciendo asi la muestra
en microesferas que contienen fragmentos de ADN clonado. El enriquecimiento se
realiza con el equipo lon OneTouch™ ES y se utilizan Dynabeads™ MyOne™
Streptavidin C1 Beads, que son esferas magnéticas recubiertas de una capa de
estreptavidina unida covalentemente a su superficie. Las Dynabeads forman el
complejo estreptavidina-biotina con los barcodes de las ISPs monoclonales y
policlonales (el extremo 3’de los barcodes esta biotinilado). Este complejo es una de

las interacciones no covalentes mas fuertes que se conocen y es capaz de unirse a un
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iman del lon OneTouch™ES que permite el lavado de las ISP no clonales mediante

detergente Tween y Wash solution. El procedimiento a seguir es el siguiente:

e Preparar la Melt-Off Solution:

Tween® Solution: 280 pl
NaOH 1M: 40 ul

e Resuspender las Dynabeads™MyOne™Streptavidin C1 Beads:

Agitar el tubo que contiene las Dynabeads con Vortex 30 seg y centrifugar 2 seg.
Abrir el tubo y dispersar con la pipeta el pellet de particulas.

Transferir 13 pl de las Dynabeads™MyOne™ Streptavidin C1 Beads a un nuevo
tubo Eppendorf LoBind™ vy colocarlo en la gradilla magnética DynaMag™-2
durante 2 min.

Eliminar el sobrenadante sin mover el pellet.

Anadir 130 ul de MyOneTM Beads Wash Solution a las microesferas. Sacar el

tubo de la gradilla magnética, hacer vortex 30 seg y centrifugar 2 seg.

e Rellenar una tira de 8 tubos alineados con las siguientes soluciones:

Tubo 1. Muestra de las ISPs con fragmento amplificado: 100 pl

Tubo 2. Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin C1 Beads resuspendidas en MyOne™
Beads Wash Solution: 130 pl

Tubos 3, 4y 5. lon OneTouch ™ Wash Solution: 300 pl

Tubo 6. Vacio

Tubo 7. Melt-Off Solution: 300 pl

e Colocar la tira de 8 tubos en la ranura de la bandeja del lon OneTouch™ES y poner

en marcha el aparato siguiendo las instrucciones del fabricante.

e Cuantificar las ISPs clonales con el fluorimetro Qubit 2.0 (ver apartado H.

cuantificacidon de las ISPs clonales). En este punto las ISPs clonadas enriquecidas

pueden ser almacenadas a 2-8°C durante no mas de 3 dias.

H. Cuantificacion de las ISPs clonales

Para la cuantificacion de las ISPs clonales se utilizod el lon Sphere™ Quality Control kit

(Thermo Fisher Scientific, Cat. No. 4468656) junto con el fluorimetro Qubit® 2.0
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Fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Cat. No. Q32866) siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante. El método se basa en medir con un fluorimetro la
fluorescencia de las lon Sphere™ Particles (ISPs) marcadas con dos fluordforos

diferentes: Alexa Fluor™ 488 y Alexa Fluor™ 647.

e La sonda marcada con Alexa Fluor® 488 se une al primer B de las ISPs, es decir, a
todas las ISPs presentes en la solucidn.
e La sonda marcada con Alexa Fluor® 647 se une al primer A de las ISPs, es decir, sélo

se une a las ISPs con fragmento de ADN clonado (Figura 15).

AF 238 Probe A= 483 Frote Ll J\M
TAVAVAVAVAVAVAVAVAVAV VAV, -3

B primer B primer P1 £ DNAinsert A’ - Adapter
Sequence

Figura 15. Fluordforos Alexa Fluor® 488 y Alexa Fluor® 647 unidos a una lon Sphere
particle (ISP). Imagen de lon Sphere™ Quality Control Kit user guide.

Con el Fluorometro Qubit® 2. 0 se cuantifica la relacion entre la fluorescencia del
fluoréforo Alexa Fluor® 647 (ISPs clonales) y la del fluoréforo Alexa Fluor® 488 (todas

las ISPs). Esta relacién nos da el porcentaje de ISPs clonales
3.2.4. Secuenciacion: lon Torrent Proton ™

La estrategia de esta tecnologia se basa en un método de semiconduccién idnica. Las
ISPs clonales se depositan en un chip de secuenciacion. Este chip tiene millones de
pocillos y en cada pocillo sucede una reaccién de secuenciacién. El chip contiene un
sistema integrado de deteccién electroquimica de forma que, en la reaccidon de
secuenciacion, cada vez que la polimerasa incorpora un nuevo nucledtido a la cadena
de ADN en sintesis, se libera un proton (H*) que modifica el pH de la soluciéon. Esta

variaciéon de pH es detectada por un sensor de voltaje situado en cada micropocillo del
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chip que unido a un sistema ISFET (ion-sensitive field effect transistor) genera una sefial

grafica proporcional al nimero de nucleétidos afiadidos (Figura 16).

5" '

Example:

Template

Figura 16. Reaccion de secuenciacidén segun el método de semi-conduccién iénica en el
que se basa la plataforma lon Torrent Proton ™

Para discernir cual de los nucleétidos se ha introducido, se repiten varios ciclos, cada
uno de ellos con la adicién de un unico nucledtido. Este proceso se repite
secuencialmente durante un numero de ciclos establecido y se produce
simultaneamente en todos los pocillos del chip. La seial observada para cada molécula
de la libreria es el consenso de las sefiales emitidas por cada uno de los clones del
grupo de amplificacién. El secuenciador tiene integrado un software que asigna una
base nitrogenada a cada sefial detectada durante la reaccién de secuenciacién. Este

paso es conocido como base calling o asignacion de bases.

Se ha seguido el protocolo establecido por el fabricante lon PGM™ Hi-Q™ View
Sequencing kit user guide for use with: lon 318™ Chip v2, lon 316™ Chip v2 y lon 314™
Chip v2.
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3.2.5. Procesamiento bioinformatico de los datos

La aplicaciéon de la tecnologia NGS a la clinica incluye la necesidad de que la
bioinformatica procese y ayude en la interpretaciéon de la cantidad masiva de datos
generados por los secuenciadores. Para el andlisis bioinformatico se utilizé el software
comercial de lon Torrent ya que garantiza un uso optimizado de los pardmetros de

configuracion del analisis.

El procesamiento bioinformatico de los datos o workflow comprende los siguientes

pasos:

1. Control de calidad (Base quality scoring)
2. Alineamiento de las secuencias contra el genoma de referencia (Alignment)
3. Deteccidn de variantes (Variant calling)

4. Anotacion de variantes (Annotation)

Una vez terminado el proceso de secuenciacién, el programa de gestidon, Torrent
Suite™, genera automaticamente un informe donde se detallan las estadisticas
globales de la carrera junto con algunos datos especificos de cada muestra, tales como
el porcentaje de bases con una exactitud en el base calling mayor del 99% (Q-score
mayor de 20), el nimero de lecturas totales, la cobertura media de la secuenciacién, la
uniformidad de la cobertura en las regiones de interés y el strand-bias (sesgo que se
produce cuando al secuenciar se encuentran mas lecturas de una cadena de ADN que

de la otra).

El programa Torrent Suite™ extrae las lecturas de cada muestra por separado, recorta
los adaptadores de cada una de ellas y excluye aquellas que tienen una baja calidad.
Con el conjunto de lecturas con buena calidad, este programa usa el alineador TMAP
(Torrent Mapping Allignment Program) para alinear las lecturas contra el genoma de
referencia procedente de bases de datos actualizadas (NCBI National Center for
Biotechnology Information). Este paso consiste en buscar, dentro del genoma de

referencia, la posicidn que mds encaja con cada una de las lecturas. Se usan distintos
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algoritmos estadisticos para encontrar la posicion mas correcta, ya que, el genoma
humano tiene muchas zonas repetitivas y, en algunos casos, una lectura puede encajar
perfectamente en distintas regiones del genoma. Una vez que se han alineado las
lecturas se deben ordenar por coordenada gendmica. El alineamiento finaliza con la

creacion de un archivo BAM.

El archivo BAM se usa para ejecutar el Torrent Variant Caller. Este programa compara
las lecturas alineadas con el genoma de referencia, buscando aquellas posiciones
donde exista una discrepancia entre ambas secuencias. Si se encuentran suficientes
lecturas con la misma diferencia, de forma que se pueda descartar un error de
secuenciacion o de alineamiento, esa diferencia se identifica como una variante. La
variante se acompafia de una frecuencia alélica, VAF (Variant Allele Frequency), que se
corresponde con el porcentaje en el que aparece la variante respecto de la cobertura
total de esa base. El archivo de salida del proceso de deteccidn de variantes (variant
calling) es un archivo VCF. Este archivo contiene todas las diferencias entre las lecturas
de la muestra y el genoma de referencia. Sin embargo, carece de la informacién sobre

gué genes se encuentran en la regién donde se han encontrado las variantes.

Toda la informacién de cada muestra, archivos BAM y VCF, es transferida al software
lon Reporter™ para proceder a la anotacion de variantes, es decir, poder conocer toda

la informacidn referente a la zona gendmica donde se ha detectado una variante.

Generalmente se obtiene una elevada cantidad de variantes en cada muestra
analizada, aunque el nimero suele variar dependiendo de la cantidad de regiones que
se analicen dentro del panel. El lon Reporter permite combinar toda la informacion
sobre las variantes detectadas y guardarlo en un Unico archivo de texto separado por
columnas, que se puede abrir facilmente usando Microsoft Excel o softwares similares.
La anotacidn es importante para el posterior filtrado de variantes. Tanto las variantes
como los alineamientos, pueden ser visualizados con el programa IGV (Integrative

Genomic Viewers).
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3.2.6. Filtrado e interpretacion de las variantes

El tipo de alteraciones que se pueden detectar son tanto variantes de un nucledtido
Unico (SNVs, single nucleotide variants), como pequefas inserciones o deleciones y
variaciones en el nimero de copias (CNVs, copy number variations). Como se ha
mencionado anteriormente, la lista de variantes que proporciona el analisis
bioinformatico es bastante extensa debido a la deteccidén, no sélo de variantes
potencialmente patogénicas, sino también de polimorfismos, variantes situadas en
zonas intrdnicas, errores de secuenciacion, etc. Las variantes con baja calidad (Phred-

Score < 20) no fueron tenidas en consideracion.

Para la categorizacion de las variantes se siguieron las recomendaciones del Colegio
Americano de Genética Médica (ACMG) para la clasificacion y notificacion de variantes
(Richards et al., 2015). Segun la ACMG, teniendo en cuenta un conjunto de evidencias
asociadas a caracteristicas inherentes a cada variante, éstas se pueden clasificar en
cinco categorias: patogénica, probablemente patogénica, significado incierto (VUS),

probablemente benigna y benigna.

La primera evidencia que se tuvo en cuenta para evaluar la patogenicidad de las
variantes fue la frecuencia poblacional de cada una de ellas. Los datos poblacionales se
determinaron a partir de bases de datos gendmicas publicas (1000 Genomes Project,
GnomAD y dbSNP). Las variantes con un MAF > 0,01 no se consideraron patogénicas ya
gue tenian una frecuencia superior a lo esperado para la prevalencia de diabetes
monogénica en poblacién general. La ausencia (o muy baja frecuencia) de la variante
en bases de datos poblacionales se consider6 una evidencia a favor de su

patogenicidad.

Para valorar la posible patogenicidad de las variantes raras detectadas (MAF <0,01) se
evaluaron otros criterios como el tipo de variante (por ejemplo si es nonsense,
frameshift o si afecta al sitio de Splicing), los datos clinicos del portador y la posible
segregacion de la variante con los enfermos de la familia, si hay estudios funcionales y

de relacidon genotipo-fenotipo en la literatura (PubMed) e informacién sobre la
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variante en cuestidén en las bases de datos de enfermedades (Human Gene Mutation

Database Professional).

En el caso de las variantes que no se encontraron en las bases de datos consultadas o

gue tenian una prevalencia muy baja sin ninguna otra informacién disponible en la

literatura, se evaluaron para predecir su posible patogenicidad utilizando softwares de

prediccidon diferentes segln el tipo de variante:

Variantes missense: Para predecir los posibles efectos patogénicos de las alteraciones

gue generan un cambio de aminodcido en una proteina, se utilizaron los siguientes

softwares

SIFT, Sorting Intolerant From Tolerant (http://sift. jcvi. org/) y PANTHER, Protein
Analysis Through Evolutionary Ralationships (http://www.pantherdb.org/) son
softwares que calculan el posible impacto de una variante teniendo en cuenta el
nivel de conservacion de la region a la que afecta. En base al grado de conservacion,
establecen si la alteracion es tolerable o deletérea.

PolyPhen2, Polymorphism Phenotyping (http://genetics. bwh. harvard. edu/pph2/),
MutPred, Mutation Prediction (http://mutpred. mutdb. org/) y Mutation Taster
(http://www. mutationtaster. org/) son softwares que ademas de tener en cuenta si
la region en la que se encuentra la alteracion estd evolutivamente conservada,
predicen, por algoritmos que integran diferentes bases de datos como Ensembl,
UniProt, ClinVar, ExAC, 1000 Genomes Project, phyloP, phastCons, etc, el efecto que
la sustitucion de un aminoacido puede tener en la estructura y funcién de una
proteina.

SNPs&GO (https://snps-and-go. biocomp. unibo. it/snps-and-go.html). Es un
predictor integrado de GO (Gene Ontology) que utiliza un método clasificador SVM
(Support Vector machine) que usa diferente informacion sobre el proceso bioldgico,
la funcion molecular y el componente celular para predecir si una variacién dada
puede ser clasificada como relacionada con una enfermedad o neutra.

PROVEAN, Protein Variation Effect Analyzer (http://provean.jcvi.org/index.php) es

un software que predice a través de multiples alineamientos con proteinas
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homdlogas, si la variacion de la secuencia de la proteina (una sustitucion de un
aminoacido o un Indel) puede afectar a su funcion bioldgica.

- VarSome, (https://varsome.com/) es un recurso de andlisis que muestra una
informacién detallada de la variante consultada, incluyendo el estado de
patogenicidad pronosticado a partir de una variedad de herramientas, el contexto
gendmico, asi como informacion de mas de 35 bases de datos publicas. Permite a
los usuarios marcar la patogenicidad de las variantes y vincularlas a fenotipos,
enfermedades y publicaciones especificas. Por Ultimo, proporciona una evaluacién
automatizada de la patogenicidad en consonancia con las directrices ampliamente

aceptadas de la ACMG.

Variantes en regiones promotoras: Las células eucariotas traducen la informacién del
ADN vy sintetizan las proteinas mediante un proceso denominado transcripcién. Los
promotores son secuencias localizadas normalmente en el inicio del gen, que tienen
un papel crucial en este proceso. En los promotores se localizan motivos funcionales,
tales como la caja-TATA, caja-GC, caja-CAAT y el sitio de inicio de la transcripcidn, que
funcionan como sitios de union para diversos factores de transcripcion y otras
proteinas necesarias para el proceso. Para predecir si las variantes detectadas en estas
regiones pudieran tener algun efecto sobre el nivel de transcripcion, se utilizé el

siguiente software

- NNPromoter, (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter) Neural Network
Promoter Prediction. Este programa proporciona un listado de lugares de unién
potenciales de diferentes factores de transcripcion y predice si la alteracidon podria

alterar alguno de ellos.

Variantes en zonas de splicing (corte y empalme entre exones). El empalme
alternativo (alternative splicing), es un proceso por el cual el ARN obtenido de la
transcripcion sufre una serie de modificaciones con el objetivo de producir distintas
isoformas de una misma proteina. De forma general, las modificaciones son
eliminaciones o retenciones de las secuencias codificantes del gen. Las isoformas

generadas, pueden tener funciones diferentes, incluso opuestas. Este mecanismo tiene
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lugar gracias a una compleja regulacién donde intervienen multiples proteinas, que
realizan su funcidn gracias a que reconocen secuencias especificas que marcan el lugar

de corte y empalme.

Para predecir los posibles efectos funcionales resultantes de las variantes localizadas

en estas regiones (splice-site) se utilizaron dos softwares principalmente:

- NNSplice (http://www.fruitfly.org/seqtools/splice.html). El software reconoce las
regiones aceptoras y donadoras necesarias para el corte y empalme. Predice si las
alteraciones podrian modificar alguno de ellos.

- NeteGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2/). En base a la secuencia de
nucledtidos, el programa predice los lugares de corte y empalme. Comparando los
lugares potenciales de corte y empalme de |la secuencia normal y de la secuencia
alterada, podemos establecer si las regiones de corte y empalme sufren alguna

modificacion debido a la alteracion.

Una variante fue considerada patogénica cuando diferentes estudios avalaron su
patogenicidad, mientras que fue probablemente patogénica cuando estaba descrita de
este modo en la literatura o cuando no estaba descrita pero los softwares de
prediccién sugerian que era un cambio patogénico. Las variantes de muy baja
frecuencia en la poblacién general se consideraron VUS si la informacidn disponible
sobre su posible patogenicidad era insuficiente o presentaba evidencias de

patogenicidad contradictorias con los criterios evaluados.

Es importante tener en cuenta que la categorizacién de una variante en el momento
del diagndstico estd basada en los registros de las bases de datos consultadas y en la
literatura disponible en el momento de la realizacién del estudio. En revisiones
posteriores, la identificacion recurrente de una variante, variaciones en la frecuencia
poblacional o nuevos datos sobre la funcionalidad de un gen pueden ser
determinantes para su reclasificacion. Los resultados de cada paciente deben ser
evaluados por el laboratorio y el médico responsable dentro del contexto de la historia

médica y familiar del paciente, y la identificacion de una nueva variante genética no

124



IV. Pacientes, material y métodos

debe ser asumida como relevante simplemente porque sea rara, o de novo (no
heredada). Ademas, en la medida de lo posible, la toma de decisiones a partir de los

resultados genéticos debe de complementarse con informacién clinica adicional.

3.2.7. Validacion analitica del panel de genes

Una vez puesta a punto la metodologia, antes de utilizar el panel de genes para el
diagndstico de diabetes monogénica es importante comprobar la exactitud con la que
el panel de genes identifica variantes genéticas de interés. Este es el propdsito de la
validacién analitica. Para ello, se seleccionaron muestras de pacientes diagnosticados
previamente de diabetes monogénica por nuestro equipo mediante Sanger o MLPA y
se estudiaron nuevamente mediante NGS. La evaluacion analitica del panel se hizo en
términos de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad entre ensayos. Se definid
sensibilidad analitica como el porcentaje de variantes previamente detectadas por
Sanger o MLPA que el panel fue capaz de detectar, especificidad analitica como el
porcentaje de variantes detectadas por el panel (que cumplian los criterios de calidad,
p<0.001) y que fueron confirmadas por Sanger y por tanto eran variantes reales, y
definimos reproducibilidad analitica como el porcentaje de variantes detectadas para

un paciente en una libreria y que se repitieron en otras dos librerias diferentes.

3.3. Estudio genético de diabetes monogénica mediante MLPA

La técnica de amplificacion multiple de sondas dependientes de ligacion o MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification) permite identificar posibles deleciones o
duplicaciones parciales o totales de determinados genes conocidas como CNVs (Copy
Numbre Variations). Las CNVs, tanto en heterocigosis como en homocigosis, son una
fuente de variacion genética importante que juega un papel relevante en muchas

enfermedades, incluida la diabetes monogénica.

A los 25 pacientes en los que no se detectd ninguna variante patogénica puntual o
pequefias inserciones o deleciones mediante NGS, se les realizd un estudio genético

con la técnica MLPA para detectar posibles CNVs causantes de su diabetes.
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En la figura 17 se muestra un resumen del fundamento de la técnica que se explica a

continuacion.

1. Desnaturalizacién e hibridacién

PrimerY
Primer X

Secuencia Stuffer
Secuencia para Secuencia para (diferente para cada sonda)
hibridar (izda) hibridar (dcha)

R VR

Ex1 Ex 2
2. Ligacion

} : ' f

3. PCR con los primers universales X e Y
Amplificacién exponencial de las sondas ligadas exclusivamente

>
=<

4. Anilisis de fragmentos

“ ‘HH_[H]”“"E'!ll"llll l‘.l"' l,‘l

Figura 17. Esquema del procedimiento seguido para el analisis de deleciones o
duplicaciones totales o parciales de genes (CNVs) mediante MLPA

El procedimiento de la tecnologia MLPA consiste en afadir al ADN previamente
desnaturalizado una mezcla de sondas MLPA que hibridaran en los exones de los genes
de interés. Las sondas MLPA son parejas de oligonucledtidos que deben hibridar a
secuencias del ADN adyacentes, de modo que en un paso posterior puedan ser
convertidas en una Unica sonda mediante una reaccion de ligacién. Todas las sondas
ligadas son amplificadas por PCR usando la misma pareja de primers. Uno de los
primers tiene un marcaje fluorescente que permite visualizar los productos
amplificados que son separados posteriormente mediante una electroforesis capilar.
Comparando el patrén (area y tamafio) de los picos obtenidos para las muestras
analizadas frente al patrén de los picos de los controles de referencia que se incluyen

en cada muestra a estudiar, se puede determinar la posible variacién en el nimero de
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copias en el ADN del paciente. Para este estudio se ha utilizado el kit comercial SALSA
MLPA MODY P241 que contiene 53 sondas para los genes GCK, HNF1A, HNF4A vy
HNF1B que origina productos de amplificacion de tamafos entre 136 y 495

nucledtidos.

Reactivos y equipos necesarios:

o SALSA MLPA Probemix P241 MODY (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands).
Incluye: SALSA probemix (oligonucleétidos sintéticos purificados de bacterias, Tris-
HCl y EDTA. pH 8,0). SALSA Tampdn MLPA (KCl, Tris-HCI, EDTA y PEG-6000. pH 8,5).
Tampon A ligasa-65 (NAD de origen bacteriano. pH 3,5). Tampdn B ligasa-65(Tris-
HCI, detergente no iénico, MgCl2. pH 8,5). Enzima ligasa-65 de origen bacteriano
[glicerol, BRIJ (0,05%), EDTA, Beta-Mercaptoetanol (0,1%), KCI, Tris-HCI. pH 7,5].
Tampon SALSA-PCR 10X. SALSA PCR primer mix [oligonucledtidos sintéticos, uno
de ellos marcado fluorescentemente (FAM), dNTP, Tris-HCI, KCI, EDTA, BRI
(0,04%). pH 8]. Enzima SALSA polimerasa [glicerol, BRIJ (0,5%), EDTA, DTT (0,1%),
KCI, Tris-HCI. pH 7,5]. Agua bidestilada (ddH20).

o Termociclador GeneAmp°PCR System 9700 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA).

o Equipo de electroforesis capilar ABI 3130xl Genetic Analyzer (Thermo Fisher
Scientific)

o Marcador de talla GeneScan™ 500 ROX™ Cat. No. 401734 (Thermo Fisher
Scientific)

o Hi-Di™ Formamide Cat. No. 4311320 (Thermo Fisher Scientific).

o Software de analisis Gene-Mapper®, v.4.0 (Thermo Fisher Scientific).

Protocolo detallado:

En cada ensayo se incluyen, ademas de las muestras de los pacientes, al menos tres
controles normales (muestras de referencia distribuidas aleatoriamente), un control

positivo con una delecién conocida y una muestra sin ADN.

127



IV. Pacientes, material y métodos

e Desnaturalizacion. Incubar 5 pl de cada muestra de ADN (100ng) en el
termociclador a 98°C durante 10 min. Mantener a 25°C.

e Preparar la reaccion de hibridacién: por cada muestra mezclar 1,5 pl de SALSA
probemix y 1,5 pl de SALSA tampdn MLPA. Agitar con vortex. Aiadir 3 ul del mix a
cada muestra y mezclar con pipeta. Incubar en el termociclador 1 min a 95°C,
seguido de una hibridacién de 16 a 20 horas a 60°C.

e Preparar la reaccion de ligacion: por cada muestra mezclar 3 ul de tampdén A
ligasa-65, 3 pl de tampdn B ligasa-65 y 25 ul de agua MilliQ. Agitar con vortex.
Afadir a la mezcla 1 pl de enzima ligasa-65 y mezclar de nuevo con pipeta. Bajar la
temperatura del termociclador a 54 °C, anadir 32 ul del mix e incubar durante 15
min. Después de la reaccion de ligacion aumentar la temperatura a 98°C durante 5
min para desactivar la ligasa.

e Preparar la reaccion de PCR: por cada muestra mezclar 2 pl de SALSA PCR primer
mix, 0,5 pl de SALSA polimerasa y 7,5 ul de MilliQ. Mezclar con pipeta. Afiadir 10 pl

del mix a cada muestra de ligacion e incubar en las siguientes condiciones:

Temperatura Tiempo
95 °C 30 seg
35 ciclos 60 °C 30 seg
72 °C 60 seg
72°C 20 min
15°C oo

Se puede almacenar el producto amplificado una semana a 4°C. Para mdas tiempo

de almacenamiento congelar a -20°C.

Una vez obtenido el producto amplificado se procede a la separacién de fragmentos

por electroforesis capilar. El procedimiento se detalla a continuacion:

e Preparar un mix con 10 ul de formamida (desnaturalizante que evita
enrollamientos de la hebra de ADN) y 0,5 ul del marcador de talla GeneScan™ 500
ROX™. Afiadir 10 pl del mix a 2 pl de cada muestra de sondas amplificadas. Agitar

con vortex.
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e Desnaturalizar las muestras en termociclador a 95°C durante 5 min. Asi se evita
gue, en caso de que las muestras contengan una cantidad elevada de guaninas y
citosinas, permanezcan en doble hebra alterando su movilidad.

e Enfriar las muestras rapidamente en hielo durante 5 min para estabilizar las

moléculas e introducir la placa con las muestras en el secuenciador.

Una vez finalizada la separacidn de los fragmentos se procede al andlisis del nUmero de

copias con el software GeneMapper® v.4.0. El proceso comprende los siguientes pasos:

e Valoracion de la calidad del experimento MLPA. Para ello se inspeccionan los
patrones de picos en los electroferogramas teniendo en cuenta los siguientes
controles internos de calidad que incluye cada muestra:

- Un fragmento control (sonda dependiente de ligacion de un tamafio de 92
nucledtidos). Su aparicién nos muestra que la ligacién ha funcionado
correctamente.

- Cuatro fragmentos Q (tamafios 64, 70, 76 y 82 nucledtidos). Controles que nos
indican si la cantidad de ADN es la correcta para el experimento. Si la sefial de
los picos de estos controles es superior a un tercio de la sefial del pico control
de 92 nucledtidos nos indica que la muestra no tenia suficiente cantidad de
ADN. En el control sin ADN solo debe aparecer la sefial de los controles de
calidad internos Q.

- Dos fragmentos D (tamafios 88 y 96 nucleétidos). Controles que nos indican
problemas en la desnaturalizacién de las muestras. Si la sefial de los picos de
estos controles es inferior a un 40% de la sefial del pico control de 92
nucledtidos nos indica que las muestras no se han desnaturalizado
correctamente.

- Fragmentos en los cromosomas X (100 nucleétidos) e Y (105 nucledtidos).

Controles que ayudan a evitar un posible intercambio de muestras.

e Normalizacién de los resultados. Las intensidades de fluorescencia detectadas por
la electroforesis capilar dependen de muchos factores (degradacion del colorante

fluorescente, la variabilidad entre los capilares, la exactitud del pipeteo, etc.). Por
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lo tanto, los datos generados necesitan ser normalizados para obtener unos
resultados de confianza. La normalizacion requiere dos pasos:

- Intra-normalizacién. Comparacion dentro de cada muestra de la intensidad de
fluorescencia de cada pico con los picos de las sondas de referencia incluidas en
la muestra. Para ello se divide el drea o la altura del pico de cada producto de
amplificacién entre el drea o altura total de tan sélo las sondas de referencia de
esa muestra.

- Inter-normalizacién. Comparacién de la intensidad de fluorescencia de cada
pico con los picos de las sondas de referencia incluidas en toda la carrera. Para
ello se divide el ratio intra-normalizado en la muestra problema entre la media

del ratio intra-normalizado de todas las muestras de referencia.

En este tipo de normalizacién se da por supuesto que no se producen cambios en las
regiones gendmicas especificas para las sondas de referencia. Una dosis génica entre
0,8 y 1,15 indica normalidad; entre 1,35 y 1,55 una duplicacién en heterozigosis; entre
1,70 y 2,20 una duplicacién en homozigosis; entre 0,35 y 0,65 una delecidn en
heterozigosis; y finalmente, una dosis génica de 0 indica la presencia de una delecidn

en homozigosis.

3.4. Estudio genético del perfil HLA-DRB1

La caracterizacion molecular del HLA-DRB1 se llevd a cabo con la metodologia
molecular PCR-SSO (Polymerase Chain Reaction - Sequence Specific Oligonucleotide),
combinada con la tecnologia Luminex®. En concreto, se realizé una caracterizacién de
alta resolucion del locus HLA-DRB1 con el kit comercial LABType-HD-HLA-DRB1 Cat. No.
RSSOH2B1 (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, USA) para lo que se contrataron los

servicios de Rafer, S.L.

La base de la metodologia PCR-SSO es la amplificacidn especifica de ADN por PCR, con
la subsiguiente hibridacién del producto amplificado con sondas de oligonucledtidos
de secuencia especifica (SSO). Para la amplificacion se usan primers marcados con

biotina y especificos para el locus HLA-DRB1. El producto de PCR biotinilado se
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desnaturaliza y se incuba posteriormente con sondas de ADN unidas a microesferas
cifradas de forma fluorescente. Estas sondas, que son especificas para cada alelo
HLA-DRB1, sélo hibridaran con el ADN amplificado que reconozca el alelo del individuo
a tipar. A continuacién, se aflade un conjugado estreptavidina-ficoeritrina (SAPE). Un
analizador de flujo, LABScan™ 100, identifica la fluorescencia intrinseca de las
microesferas y la luz emitida por los fluorocromos unidos a los productos de PCR que
han hibridado con las sondas. Para la asignacion de la tipificacion de HLA-DRB1 se
utiliza el software de interpretacion HLA Fusion™ que basa la asignacién del alelo en el
patron de reaccion comparado con patrones asociados a secuencias de genes HLA

publicadas.

3.4.1. Andlisis de los resultados: Estudios de asociacion

Los estudios de asociacién genética buscan establecer la relacién estadistica entre
variables genéticas poblacionales y un fenotipo determinado. Asi, para demostrar la
asociacién de un marcador concreto con una enfermedad, se requiere la comparacién
de las frecuencias del marcador entre una poblacién enferma (casos) y otra sana
(controles). Si la poblacién de pacientes enfermos tiene una frecuencia mayor del
marcador de interés respecto a la poblacién control sana, y esa diferencia es
estadisticamente significativa, se habla de asociacion. La asociacion entre el marcador
y la patologia se interpreta como una evidencia a favor de la implicacion del marcador

en la susceptibilidad de padecer la enfermedad estudiada.

Los estudios de asociacién se pueden plantear entre individuos sin tener en cuenta la
historia familiar de la enfermedad (estudios caso-control), o también se pueden
plantear en familias. Los andlisis de asociacion realizados en familias nucleares tienen
la ventaja de permitir definir y comparar una poblacion enferma con una sana
evitando posibles asociaciones debidas a estratificaciones genéticas por origenes
étnicos diferentes en los casos y los controles. Aprovechando esta ventaja, para hacer
los estudios de asociacién del HLA-DRB1 y la diabetes, se han incluido familias
formadas por ambos progenitores y un hijo/a, bien con un reciente diagndstico de

diabetes tipo 1, confirmado por un analisis de cuatro autoanticuerpos (IAA, GADA,
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IA2A y ZnT8A), o bien con un diagndstico de diabetes tipo MODY, confirmado con un
estudio genético. A continuacidn, en la figura 18 se muestran dos arboles genealdgicos

que representan los dos tipos de familias incluidas en los estudios de asociacion.

0 B©

DM tipo
MODY

DM tipo1l DM tipo
MODY

Figura 18. Tipo de familias que se han incluido en los estudios de asociacién. Circulo
mujer. Cuadrado vardn. Simbolo negro persona con diabetes tipo 1 (C) o con diabetes
tipo MODY (D, F).

Para determinar los alelos HLA-DRB1 implicados en la susceptibilidad de padecer
diabetes tipo 1 en nuestra cohorte, se realizé un estudio familiar de asociacién tipo
AFBAC (Affected Family Based Controls) con familias formadas por los progenitores y al

menos un descendiente con diabetes tipo 1 de reciente diagndstico.

En cada una de las familias, de los cuatro alelos HLA-DRB1 parentales (dos del padre y
dos de la madre), los que no se transmitieron al hijo con diabetes tipo 1 se clasificaron
como “alelos no diabéticos” o “poblacion de alelos control” y los que fueron
transmitidos al paciente se clasificaron como “alelos diabéticos” o “poblacién de alelos
enferma”. En la figura 19 se ilustra un ejemplo de un arbol familiar con los alelos
asignados a cada uno de sus miembros. Los alelos del padre se identifican con las
letras “@” y “b” y los de la madre con las letras “c” y “d”. El hijo, que tiene diabetes tipo
1, ha heredado el alelo “a” del padre y el alelo “c” de la madre. Por tanto, en esta
familia, los dos alelos transmitidos al hijo, que tiene diabetes, formarian el grupo de

on o_n

alelos diabéticos “a” y “c”, y los dos alelos que no se han transmitido al hijo y los
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portan los progenitores que no tienen diabetes, formarian el grupo de alelos no-

diabéticos “b” y “d”.

O

a/b c/d

a/c

Figura 19. Distribucidn alélica en una familia con un hijo con diabetes tipo 1. Los
alelos del padre son ay by los de la madre son cy d. El paciente ha heredado el alelo
“a” del padre y el “c” de la madre. La distribucion AFBAC en esta familia seria: Alelos
diabéticos “a, c¢”; Alelos no diabéticos “b, d”. Circulo mujer. Cuadrado varén. Simbolo
negro persona con diabetes tipo 1.

En el ejemplo de la figura 19 sélo hay un individuo con diabetes, por lo que los alelos
de riesgo son dos. También podria darse el caso de que un progenitor tenga la
patologia (por ejemplo, la madre c/d), en este caso el alelo “d” seria considerado
también alelo de riesgo. De este modo, el nimero minimo de alelos diabéticos en cada
familia es dos (los dos del caso indice) y el maximo es cuatro. Ambas poblaciones de
alelos pueden ser comparadas empleando los mismos métodos estadisticos que en el

caso de estudios poblacionales caso-control.

Para comparar la distribucién de los genotipos HLA-DRB1 entre los pacientes con
diabetes tipo MODY vy los pacientes con diabetes tipo 1 se realizé un estudio de
asociacién tipo caso-control que incluyd exclusivamente a los descendientes de las
familias, es decir, individuos con diabetes no relacionados representados por las letras

“C”y “F” en la figura 18.

Para comparar la distribucién de los genotipos HLA-DRB1 entre los pacientes con
diabetes tipo MODY y los pacientes sanos, se realizd nuevamente un estudio caso-

control. En este caso, se incluyeron Unicamente las familias con un descendiente con
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diabetes tipo MODY, y se compararon las frecuencias de los genotipos HLA-DRB1 de
los progenitores (Figura 18). Los portadores de la mutacion (GCK-MODY o HNF1A-
MODY) constituyeron la poblaciéon de enfermos (individuos “D”) y los progenitores
sanos que no portaban la mutaciéon formaron la poblacion de controles sanos

(individuos “E”).

El andlisis estadistico se llevd a cabo utilizando el software SPSS (v. 21; SPSS Inc.,
Chicago, IL). Las variables cuantitativas no-paramétricas se expresaron como medianas
y rango intercuartil (RIQ: P25 — Pys) y las cualitativas como frecuencias y porcentajes.
Las frecuencias se compararon utilizando la prueba Chi cuadrado de Pearson vy la
prueba exacta de Fisher cuando fue necesario. La prueba U de Mann-Whitney se
utilizé para comparar las variables cuantitativas. El nivel de significacion se definié
como p < 0,05. Como medida de asociacion se utilizdé la Odds Ratio (OR) que permite
relacionar cuanto mas probable es que se produzca una exposicion determinada entre

las personas enfermas (casos) que entre las sanas (controles).
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IV. Resultados

En los siguientes apartados se presentan los resultados obtenidos en los diferentes
aspectos abordados en el transcurso de este trabajo de investigacion. En primer lugar,
se muestran las caracteristicas clinicas y bioquimicas de la cohorte estudiada
compuesta por 400 pacientes pediatricos con sospecha clinica de diabetes tipo 1 al
debut. En segundo lugar, se presentan los resultados de la puesta a punto de la
metodologia del andlisis del autoanticuerpo ZnT8A, junto con su aportacién como
marcador seroldgico en el diagndstico de la diabetes tipo 1 dentro del contexto de la
autoinmunidad humoral que caracteriza esta patologia. En tercer lugar, se exponen los
resultados de la validacién técnica y analitica del panel de genes, asi como el resultado
del estudio genético llevado a cabo en los pacientes que no presentaron
autoinmunidad para los autoanticuerpos clasicos analizados (IAA, GADA e IA2A) y en
los que sdélo presentaron autoinmunidad para el ZnT8A. Por ultimo, se presentan los
resultados de la caracterizacion molecular del locus HLA-DRB1 en nuestra poblacién y
su posible utilizacién como biomarcador para seleccionar los pacientes pedidtricos con
clinica de diabetes tipo 1 y autoinmunidad negativa a los que hacer un estudio
genético para descartar una posible diabetes monogénica. Para finalizar, en un

diagrama de flujo, se resumen los resultados mas relevantes obtenidos en este trabajo.

1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y BIOQUIMICAS DE LA POBLACION

La cohorte de pacientes incluida en el analisis de la autoinmunidad al debut de la
diabetes y en el estudio genético para descartar diabetes monogénica en los pacientes
que presentaron autoinmunidad negativa para IAA, GADA e IA2A (primera y segunda
fase del estudio), consistio en 400 pacientes pediatricos con sospecha clinica de
diabetes tipo 1 segun criterio de la ISPAD 2018 (Mayer-Davis et al., 2018). A todos ellos
se les hizo una tipificacién molecular de alta resolucion del locus HLA-DRB1 mediante
PCR-SSO vy se les analizd los autoanticuerpos IAA, GADA, IA2A y ZnT8A en el suero
recogido en el momento del diagndstico. Se considerd autoinmunidad positiva tener al

menos uno de los autoanticuerpos analizados positivo.

Los datos clinicos recogidos de todos los pacientes al debut incluyeron: la edad al

diagnéstico, la presencia de cetoacidosis diabética al diagndstico segun los criterios de
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la ISPAD (Wolfsdorf et al., 2018) y los antecedentes familiares de diabetes. Los datos se

resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas de la poblacién incluida en la primera y segunda fase del estudio.

Autoinmunidad  Autoinmunidad
positiva al debut negativa al debut valor-p  OR (IC 95%)

(n=377) (n=23)

Género (% femenino) 48,0 34,8 ns? -

Edad al debut (afios) 9,5(6,1-12,1) 9,3 (7,0-13,8) ns¢ -

Fam. 1¢" grado con DM (%) 17,2 13,0 ns® -
Presencia de CAD (%) 40,8 18,2 0,035° 3,11 (1,03-9,36)

0 alelos riesgo HLA-DRB1 (%) 8,0 8,7 ns® -

1 alelo riesgo HLA-DRB1 (%) 42,4 43,5 ns? -

2 alelos riesgo HLA-DRB1 (%) 49,6 47,8 ns? -

Edad al debut expresada como mediana (rango intercuartil). Familiares de 1¢" grado: padres
y/o hermanos. CAD: Cetoacidosis diabética. 0 alelos de riesgo (ni DR3, ni DR4); 1 alelo de
riesgo (DR3 o DR4); 2 alelos de riesgo (DR3/3, DR4/4 o DR3/4). El alelo*0403 se excluyd del
grupo de alelos de riesgo. Prueba chi-cuadrado de Pearson "Prueba exacta de Fisher Prueba U
de Mann-Whitney. Diferencias significativas si p < 0,05.

En los 23 casos en los que no se detectd autoinmunidad para ninguno de los cuatro
autoanticuerpos analizados (IAA, GADA, IA2A y ZnT8A), se recogieron datos clinicos
mas detallados registrados en el momento del diagndstico y en el dultimo
reconocimiento médico. Estos incluyeron: los antecedentes familiares de diabetes, la
edad al diagndstico, el indice de masa corporal (IMC) expresado como Z-score para
ninos segun la tabla de crecimiento espafiola de 2010 (Sdnchez Gonzalez et al., 2011),
la duracidn de los sintomas de diabetes, la presencia o no de cetoacidosis diabética en
el momento del diagndstico, datos analiticos, dosis de insulina y si el paciente, ademas
de la diabetes, padecia alguna otra enfermedad autoinmune. Los datos clinicos junto
con los resultados de la caracterizacion molecular del locus HLA-DRB1 se presentan, a

continuacion, en la tabla 7.
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Tabla 7. Datos clinicos de los pacientes con autoinmunidad negativa.

Antecedentes Caracteristicas clinicas al diagnéstico Caracteristicas clinicas en la dltima consulta HLA-DRBI
o Edad Duracién g z 7
ID  Sexo I;:n:rl;;r:sc:: dca!iut II:{C sint:l:nas CAD Sllluc.gg H‘E;A )1 = pchdo' intzzlsi:a :ﬁggn I‘\zd-c mz:f‘ )l % ix?szlsil:a enfex?nuezsades Alelol/Alelo2
DM (aiios) score (dias) g i (mgmL) (U/Kg/d) (afios)  score 7 (Ul’Kg/d) autoinmunes
1 F 0 93 -1.29 30 No 683 >15 <0.05 0.85 5.6 0.14 7.7 0.53 No 0301 /0301
2 M 0 147 272 20 No 249 13 1.7 0.75 42 229 6.5 032 Tiroiditis 0102 /1101
3 F Madre 143 041 90 No 280 12.5 213 08 14 1.69 9 1.7 No 0404 /0802
R M 0 7 -0.74 14 Yes 422 11.7 0.29 09 5.0 -0.44 87 0.8 No 0403 /1102
5 M 0 133 1.59 15 No 357 11.1 048 0.85 2.1 0.63 6.4 08 No 0301/1601
6 M 0 16 -0.12 30 No 519 11 03 0.65 2.7 -0.18 6.5 0.17 No 0301 /0301
7 M 0 8.1 -2.02 21 Yes 756 13.1 SD 1 22 -1.29 6 0.46 No 0301 /1601
8 M 0 159 3.18 60 No 300 12.7 1.01 0.9 48 SD 7.5 SD SD 0404 /0901
9 F 0 93 0.64 15 No 395 115 1.23 0.81 47 0.35 75 0.82 No 0301 /0405
10 F 0 108 037 6 No 216 13 0.99 0.68 29 0.51 6.7 0.5 No 0301 /0403
11 M SD 37 -0.41 5 No 159 87 1.13 0.33 29 -0.63 8.1 041 No 0405/ 1401
12 M 0 73 -0.39 3 No 232 5.9 1.84 04 29 -0.05 7.6 1 No 0301 /0701
13 M 0 8 -1.25 7 No 454 13 0.31 1.02 27 -0.63 6.9 0.77 No 0301 /0801
14 F 0 138 -041 180 Yes >500 175 SD 1.27 23 -0.42 11 0.49 No 0101 /0401
15 M 0 74 -0.37 7 No 325 10.8 0.86 0.97 23 -0.20 82 0.84 No 0401 /0701
16 M 0 99 -046 60 No 251 11 038 0.90 28 -0.63 6.7 0.79 Tiroiditis 03 /04
17 F 0 85 -0.70 30 No 934 17.2 SD 1.23 1.7 0.17 7.6 0.87 No 0301 /0405
18 M Madre 12 0.35 7 No 203 89 1.54 0.62 0.8 0.02 6.4 0 No 0301 /0402
19 M 0 144 051 30 No 334 10.5 1.72 0.69 04 0.46 58 0.17 No 0301/0301
20 M Madre 08 -1.16 7 Yes 330 88 0.12 0.76 0.7 -0.10 8.1 0.61 Celiaquia 0301 /0404
21 F 0 2:2 -0.47 21 Yes 445 11.8 0.15 12 03 2.74 7.1 0.74 No 0301 /0401
22 M 0 5.6 1.14 7 No 371 11 0.23 0.72 0.8 0.14 7.1 0.6 No 0301 /0401
23 F 0 6.3 -0.68 60 No 723 136 045 12 09 0.23 84 0.56 No 0301 /0404

F:femenino; M:masculino. Familiares de 1°" grado: padres y/o hermanos. IMC z.score: indice de masa corporal expresado como Z-score para nifios segun tabla
crecimiento espafiola 2010. CAD: Cetoacidosis diabética. Sintomas de diabetes: al menos 2 de los sintomas clasicos asociados con el debut de DM (polidipsia,
polifagia, poliuria, pérdida de peso, vision borrosa). Valores normales para glucosa (67-110 mg/dL); Péptido-C (0,8-4,2 ng/mL); HbA1C (4,8-6,2%). S/D: sin dato.
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2. ESTUDIO DE LA AUTOINMUNIDAD AL DEBUT DE LA ENFERMEDAD

El estudio de la autoinmunidad en el momento del diagndstico (primera fase del
estudio) se comenzd con la puesta a punto del ensayo para la detecciéon de
autoanticuerpos anti-ZnT8 (ZnT8A) segun la metodologia descrita previamente (pag.
87-96). A continuacion, se analizd la presencia de autoanticuerpos al debut (IAA,
GADA, IA2A, y ZnT8A) en el suero de los 400 pacientes pediatricos con sospecha clinica
de diabetes tipo 1. Ademads, se examind la posible influencia del sexo y de la edad al
diagnéstico de los pacientes en la presencia de diferentes autoanticuerpos al debut, asi
como la combinacién de ensayos de deteccién de autoanticuerpos mas efectiva para el

despistaje de diabetes tipo 1 en pediatria.

2.1. Puesta a punto del ensayo para la deteccion de ZnT8A

Para establecer el limite de positividad de la técnica, se determind la presencia de
ZnT8A mediante el radioinmunoensayo descrito en métodos en las muestras de suero
de 100 controles sanos, mediana de edad 10,4 afios (RIQ: 8,0 — 12,3) y 100 pacientes
con diabetes tipo 1 en el momento del debut, mediana de edad 9,3 afios (RIQ: 5,3 —
12,7). Se calculd el nivel de ZnT8A en cada una de las muestras en unidades ZnT8INDEX
de acuerdo con la ecuacion descrita en métodos (pdg. 96). El limite inferior de
positividad se situé en 0,0001 unidades (media + 3SD del valor ZnT8INDEX en las 100
muestras del grupo control) sin que se detectara ninguna muestra de la poblacién
general con niveles ZnT8INDEX por encima de dicho limite (Figura 20). La proporcion

de positivos en el grupo de pacientes pediatricos con diabetes tipo 1 fue del 51%.

En lo referente a la consistencia del ensayo en términos de repetitividad de los
resultados, se comprobd la variabilidad encontrada en cuatro medidas independientes
de tres muestras con distinto nivel de positividad (media + SD unidades ZnT8INDEX):
alto (0,378 + 0,017 unidades), medio (0,287 + 0,016 unidades) y bajo (0,072 + 0,006
unidades). El coeficiente de variacién, calculado como el cociente entre la desviacién
estandar y la media de las cuatro mediciones, fue de 4,4% para el suero con positividad

alta, 5,5% para el de positividad media y 8,6% para el débilmente positivo.
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Asi, con un valor orientativo de sensibilidad de la técnica en torno al 50%, con una
especificidad del 100% y un coeficiente de variacidn menor de 9% se incluyé el ensayo
ZnT8A para el diagndstico de diabetes tipo 1 en nuestra cohorte de 400 pacientes en

edad pediatrica.
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Figura 20. Resultados del radioinmunoensayo en el analisis de suero de 100 controles sanos
y 100 pacientes pediatricos con diabetes tipo 1 (DM1) en el momento del debut de la
enfermedad. El limite de positividad para los ZnT8A se establecié en 0,0001 unidades
ZnT8INDEX

2.2. Estandarizacion de los ensayos de autoanticuerpos. IASP 2018

Para la estandarizacidn de los ensayos de determinacidn de autoanticuerpos asociados
a la diabetes autoinmune, el laboratorio participa en programas internacionales
bianuales de estandarizacidon de ensayos para la determinacién de autoanticuerpos
contra los islotes pancredticos desde 1995 con buenos resultados de sensibilidad y
especificidad. Como muestra representativa, se presentan a continuacion los
resultados obtenidos en el programa de estandarizacién IASP 2018 para los

autoanticuerpos GADA, IA2A y ZnT8A.
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Figura 21. Representacion de la sensibilidad y especificidad de todos los ensayos evaluados en
el IASP 2018. Participaron 37 laboratorios y se evaluaron 48 ensayos de GADA, 47 ensayos de
IA2A y 42 ensayos de ZnT8A. El punto rojo representa el valor de sensibilidad y especificidad
de nuestros ensayos. RIQ: rango intercuartil.
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En la figura 21 se representa los resultados de sensibilidad y especificidad de todos los
ensayos evaluados en el workshop de 2018 para cada uno de los autoanticuerpos por
separado. A la derecha de cada gréfica se recoge en una tabla los valores maximo y
minimo, y la mediana y el rango intercuartil de los valores de sensibilidad vy
especificidad para cada autoanticuerpo. Los tres ensayos RIA desarrollados en nuestro
laboratorio obtuvieron una especificidad del 100% (porcentaje de negativos entre
controles sanos) y una sensibilidad del 68% para GADA y del 62% para IA2A y ZnT8A

(porcentaje de positivos entre los pacientes con diabetes tipo 1).

El ensayo para la determinacion de IAA, necesita un volumen de suero (600 pl) que
estd por encima de la cantidad de suero suministrado por el programa de
estandarizaciéon (100 pl), razén por la cual, en la actualidad, no es posible participar en
programas de estandarizacion internacionales con este ensayo. La sensibilidad vy
especificidad de la técnica, calculada a partir de una validacidon interna del laboratorio
utilizando 448 sueros de pacientes menores de 35 afios recogidos al debut de la

diabetes tipo 1y 398 controles sanos, es de 60% y 100% respectivamente.

2.3. Influencia del sexo de los pacientes en la autoinmunidad presente al debut

El resultado del analisis de la posible relacién entre el sexo de los pacientes y la
presencia de cada autoanticuerpo analizado por separado, no mostrd diferencias
estadisticamente significativas en ningln caso. Se aprecié una frecuencia superior de

IAA y GADA en nifias que no alcanzd la significacion estadistica (Tabla 8)

Tabla 8. Comparacién entre sexos del porcentaje de pacientes positivos
para cada uno de los autoanticuerpos analizados individualmente.

Nifios Nifias
(n=211) (n=189)
n % n % valor-p
IAA 131 62,1 129 68,2 0,197
GADA 146 69,2 147 77,8 0,053
IA2A 140 66,3 129 68,2 0,686
ZnT8A 121 57,3 108 57,1 0,967

Prueba Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.
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Se examind también la posible influencia del sexo del paciente en el nimero de
autoanticuerpos positivos que presentaron al debut y tampoco se observaron
diferencias significativas (Tabla 9). La presencia de tres autoanticuerpos positivos
resultd la combinacidn mas frecuente en ambos sexos y solo en un 7% en niflos y en un

4% en nifas no se detectd autoinmunidad positiva al debut de la enfermedad.

Tabla 9. Comparacidn entre sexos del porcentaje de pacientes con diferente
numero de autoanticuerpos positivos al diagndstico

Nifios Nifas
(n=211) (n=189)
n % n % valor-p
4 anticuerpos positivos 49 23,2 51 27,0 0,386
3 anticuerpos positivos 76 36,0 67 35,4 0,906
2 anticuerpos positivos 43 20,4 45 23,8 0,408
1 anticuerpo positivo 28 13,3 18 9,5 0,241
0 anticuerpos positivos 15 7,1 8 4,2 0,217

Prueba Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.

2.4. Influencia de la edad al diagnéstico en la autoinmunidad presente al debut

Para establecer la posible relacion entre los autoanticuerpos presentes al debut y la
edad al diagndstico, se analizd la presencia de cada autoanticuerpo de forma individual
en los pacientes clasificados en 3 grupos de acuerdo a la edad de inicio de la
enfermedad: menores de 6 afios (n = 91), entre 6 y 11 afios (n = 164) y mayores de 11

afios (n = 145). Los resultados del analisis estadistico se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Comparacidn entre diferentes edades al diagndstico del porcentaje de pacientes
positivos para cada uno de los autoanticuerpos analizados individualmente.

< 6 afios 6 - 11 afios > 11 afios

(n=91) (n=164) (n=145)
n % n % n % valor-p
IAA 74 81,3 110 67,1 76 52,4 <0,001
GADA 56 61,5 123 75,0 114 78,6 0,013
IA2A 61 67,0 112 68,3 96 66,2 0,926
ZnT8A 36 39,6 90 54,9 103 71,0 <0,001

Prueba Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.
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Se observaron diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias de
pacientes con autoinmunidad positiva para IAA, GADA y ZnT8A. La frecuencia mas
elevada de autoanticuerpos IAA positivos correspondié al grupo de menor edad con un
81%, y fue decreciendo considerablemente segin aumentaba la edad de inicio de la

enfermedad hasta un 52% en los mayores de 11 afios.

En el caso de los autoanticuerpos ZnT8A se aprecié el efecto contrario, una frecuencia
superior de positivos en el grupo de mayor edad, un 71%, que disminuyd
progresivamente en los pacientes con diagndstico mds temprano, en los que la
frecuencia de positivos fue de un 40%. La misma correlacion positiva con la edad que
presentaron los ZnT8A se observd en los GADA, aunque las diferencias entre las
frecuencias de pacientes con GADA positivo en relacidn a la edad al diagndéstico fueron
menores, un maximo de 79% en los mayores de 11 afos, frente a un 62% en los

menores de 6 afos.

En el caso de los IA2A, no se demostré ninguna correlacion con la edad en el momento
del diagndstico, presentando en los tres intervalos de edad considerados una
frecuencia de positividad muy similar, en torno al 66%. En la figura 22 se muestra una
representacion grafica de las frecuencias de pacientes positivos para cada

autoanticuerpo analizado por separado de acuerdo a la edad al diagnéstico.

90 * * *
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50 - M < 6 afios (n=91)

40 - BE6 - 11 afios (n=164)
30 - 0> 11 afios (n=145)
20 ~
10 4

IAA GADA IAZA ZnT8A

Figura 22. Distribucion del porcentaje de pacientes positivos para cada uno de los
autoanticuerpos en los diferentes grupos de edad de inicio de la enfermedad. Los
asteriscos indican que la diferencia entre los grupos de edad es estadisticamente
significativa (p < 0,05)
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Los resultados del analisis estadistico del nimero de autoanticuerpos positivos que
presentaron los pacientes al debut en relacién a la edad del paciente, se muestran en

la tabla 11

Tabla 11. Comparacidn del porcentaje de pacientes con diferente nimero de autoanticuerpos
positivos al debut entre diferentes edades al diagndstico.

< 6 afios 6 - 11 afios > 11 afios

(n=91) (n=164) (n=145)
n % n % n % valor-p
4 anticuerpos positivos 11 12,1 45 27,4 44 30,3 0,004
3 anticuerpos positivos 41 45,1 55 33,5 47 32,4 0,106
2 anticuerpos positivos 25 27,5 37 22,6 26 17,9 0,221
1 anticuerpo positivo 10 11,0 16 9,8 20 13,8 0,532
0 anticuerpos positivos 4 4,4 11 6,7 8 5,5 0,741

Prueba Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.

La frecuencia de pacientes que presentaron los 4 autoanticuerpos positivos resultd
considerablemente inferior en el grupo de menor edad al diagndstico. En el resto de
los grupos de edad no se observaron diferencias estadisticamente significativas. La
presencia de 3 anticuerpos positivos fue la caracteristica mas frecuente en todos los

intervalos de edad considerados.

2.5. Combinacidn de ensayos de deteccidon de autoanticuerpos

Con el objetivo de seleccionar la estrategia mas efectiva para el despistaje de diabetes
tipo 1 en pediatria, se evalué cada autoanticuerpo por separado y todas las
combinaciones posibles de 2, 3 y 4 autoanticuerpos, tanto en los tres intervalos de

edad considerados en el estudio como en la cohorte pediatrica en su totalidad.

Como se muestra en la tabla 12, las prevalencias de ZnT8A, 1AA, IA2A y GADA al debut
de la enfermedad, determinadas para la cohorte pedidtrica completa, fueron 57,3,
65,0, 67,3 y 73,3%, respectivamente. Siguiendo con el analisis de la totalidad de la
cohorte, en el 94,3% de los pacientes se detectd una respuesta autoinmune contra la
célula B-pancredtica y el 82,8% de ellos presentaron dos o mas autoanticuerpos

positivos. En concreto, un 25% de los pacientes (100/400) presentd cuatro
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autoanticuerpos positivos, un 36% (143/400) presentd positividad para tres y un 22%
(88/400) fue positivo para dos. La incorporacién del analisis de ZnT8A a los ensayos de
deteccion de autoanticuerpos aumentd el nimero de pacientes con autoinmunidad
positiva de 373 (93,3%) a 377 (94,3%). Ademads, se redujo el porcentaje de pacientes
con un solo autoanticuerpo positivo de un 18,5% (74/400) a un 11,5% (46/400). La
positividad aislada para ZnT8A permitié la confirmacién de diabetes autoinmune en un
14,8% (4/27) de los pacientes pediatricos que resultaron negativos para el resto de los
autoanticuerpos analizados. Finalmente, en 23 pacientes pediatricos (23/400, 5,7%)

con diagnéstico clinico de diabetes tipo 1 no se detecté autoinmunidad.

Tabla 12. Porcentaje de pacientes positivos para todas las combinaciones posibles de los 4
ensayos.

Autoanticuerpos Todos < 6 afios 6 -11 afios > 11 afios
evaluados (n =400) (n=91) (n=164) (n=145)
ZnT8A 57,3 39,6 54,9 71
IAA 65,0 81,3 64,1 52,4
IA2A 67,3 67,0 68,3 66,2
GADA 73,3 61,5 75,0 78,6
IA2A, ZnT8A 79,0 73,6 79,3 82,1
IAA, IA2A 83,3 92,3 84,7 79,3
IAA, ZnT8A 84,3 90,1 82,9 82,1
GADA, ZnT8A 84,5 76,9 84,1 89,7
GADA, IAA 87,8 92,3 89,0 83,4
GADA, 1A2A 90,3 87,9 90,9 91,0
IAA, IA2A, ZnT8A 88,0 93,4 86,0 86,9
GADA, 1A2A, ZnT8A 91,8 87,9 92,1 93,8
GADA, IAA, ZnT8A 92,5 94,5 92,7 91,0
GADA, 1AA, IA2A 93,3 95,6 92,7 92,4
GADA, 1A2A, IAA, ZnT8A 94,3 95,6 93,3 94,5

Se considerd autoinmunidad positiva la presencia de al menos 1 autoanticuerpo positivo. El
sombreado indica el mayor porcentaje de positivos alcanzado para cada combinaciéon de
autoanticuerpos y cada grupo de edad.
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En lo que respecta al analisis de la combinacion de ensayos mads eficaz en el
diagndstico de diabetes tipo 1 segun los grupos de edad considerados, se observd que
en la franja de edad mas joven (menores de 6 afos) los autoanticuerpos mas
frecuentes fueron los IAA que permitieron, de forma aislada, el diagndstico de un 81%
de los pacientes. La combinacidn de dos autoanticuerpos mas efectiva fue la utilizacion
de IAA junto con IA2A o junto con GADA, alcanzandose en ambos casos el 92% del
diagndstico. Y la combinacién de IAA, GADA e IA2A, fue la que permitié el maximo de

diagndsticos de diabetes tipo 1 en menores de 6 afios con un 95,6% de sensibilidad.

En los pacientes mayores de 6 afios fue el GADA el que proporciond mejores datos de
sensibilidad, alcanzando en el grupo de 6 a 11 afos un 75% de sensibilidad y en el de
mayores de 11 afios un 78%. La utilizacion de GADA junto con IA2A fue la combinacion
de dos ensayos mas efectiva en los dos grupos de mayores de 6 afios considerados,
llegando a una sensibilidad diagndstica del 91% en ambos grupos de edad. Con los tres
ensayos GADA, IAA e IA2A o GADA, IAA y ZnT8A se alcanzé el 92% de deteccién de
autoinmunidad entre los 6 y 11 afos de edad, mientras que en los mayores de 11 afos
fue la combinacién GADA, IA2A y ZnT8A la que alcanzd el maximo de sensibilidad

llegando al 93%.

La incorporacién del andlisis del ZnT8A a los tres autoanticuerpos cldsicos en los
menores de 6 anos, no mejoré el porcentaje de diagndstico, que alcanzé un maximo
de 95,6% con el andlisis de GADA, IAA e IA2A. Este hecho es la consecuencia de que el
ZnT8A es el autoanticuerpo menos prevalente en edades de diagndstico tempranas. La
inclusion del ZnT8A como marcador de autoinmunidad adquiere importancia
principalmente en diagndsticos mas tardios, en los que si se mejord el porcentaje de
diagndstico de un 92,7% a un 93,3% en pacientes entre 6 y 11 afios, y de un 93,8% a un

94,5% en pacientes mayores de 11 afios.

A continuacién, en la figura 23, se muestra una representacién grafica de todas las
combinaciones posibles de los cuatro ensayos para cada grupo de edad considerado en
el estudio. En cada grafica, las combinaciones de ensayos estan ordenadas de abajo

hacia arriba segin aumenta su efectividad para la deteccion de la autoinmunidad.
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Figura 23. Porcentaje de pacientes positivos para todas las combinaciones posibles de los 4
ensayos. Las combinaciones de ensayos estan ordenadas de menor a mayor segin su
efectividad para la deteccion de autoinmunidad. El color naranja, azul, verde y rojo
representan las combinaciones de 1, 2, 3 y 4 ensayos respectivamente.
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3. ESTUDIO GENETICO ORIENTADO AL DIAGNOSTICO DE DIABETES MONOGENICA

El tercer objetivo de este trabajo de investigacion planted hacer un estudio genético a
todos los pacientes con sospecha de diabetes tipo 1 y autoinmunidad negativa
identificados en nuestra cohorte, para descartar una posible diabetes monogénica.
Para realizar el analisis molecular se eligié una estrategia de secuenciacion masiva
dirigida que consistio en el desarrollo de un panel de 12 genes, los mas relevantes en
la diabetes monogénica. El primer paso del proceso fue la validacion del panel. Se
realiz, por un lado, una validacion técnica con el fin de evaluar la calidad del disefio
del panel y detectar las regiones que queden mal cubiertas y, por otro lado, la
validacién analitica, que nos permitié evaluar la capacidad del panel para detectar
variantes de interés. A continuacion, se realizé el andlisis molecular a los 23 pacientes
con diabetes y autoinmunidad negativa, que se identificaron en el estudio de la
autoinmunidad al debut (primera fase del estudio). También se realizd el estudio
genético a los cuatro pacientes que sélo presentaron autoinmunidad para el ZnT8A
con el propédsito de afianzar la utilidad del ZnT8A como marcador de diabetes

autoinmune en caso de no detectarse una diabetes monogénica en estos pacientes.

3.1. Validacidn técnica del panel de genes

La evaluacién de los parametros de calidad de cada libreria nos ofrece una visién de la
calidad del disefio del panel de genes. En todas las librerias se consiguié una media de
lecturas por base y por paciente de 500 lecturas, con una uniformidad por muestra del
92%. EI minimo establecido para dar por valida la secuencia de una base fue de 20
lecturas llegando el 98% de las bases al minimo de lecturas establecido. El 91% de las
bases superd las 100 lecturas. En cada muestra se examind exhaustivamente la
cobertura, y toda zona de interés que no se leyd al menos 20 veces se secuencio por
Sanger. Las zonas cuya cobertura no llegd al minimo establecido correspondieron
fundamentalmente a zonas intronicas, a excepcidon del promotor y exén 1 del gen
ABCC8 que generalmente no presentd buena cobertura y por ser una zona de interés

se secuencid por Sanger.
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3.2. Validacion analitica con muestras conocidas

Para comprobar la exactitud con la que el panel de genes identifica variantes genéticas
de interés se seleccionaron muestras de 30 pacientes diagnosticados de diabetes
monogeénica por nuestro equipo. En todas las muestras el estudio molecular se realizd
en nuestro laboratorio por secuenciacién Sanger y/o MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) segun el caso: 1 HNF4A, 12 GCK, 4 HNF1A, 5 HNF1B,
4INS, 1 KCNJ11, 3 ABCC8. En total se trabajé con 35 mutaciones localizadas en
regiones exonicas, reguladoras y zonas de splice de los genes responsables de las
formas monogénicas mas frecuentes: 15 mutaciones puntuales, 13 pequeiias
inserciones o deleciones (1 a 15 bases) y 7 grandes deleciones o CNVs (Copy Number
Variations). En la tabla 13 se presentan todas las variantes patogénicas diferentes
utilizadas en la validacion analitica del panel y se muestra en la ultima columna de la
tabla si el resultado por NGS coincidié con el resultado detectado anteriormente por

las técnicas moleculares convencionales, Sanger o MLPA.

Tabla 13. Variantes patogénicas utilizadas en la validacion analitica del panel de genes.

Paciente ID Gen Localizacién Cambio a nivel de Cambio a rl1ivel de NGS
ADNc proteina
Lib3_BC7 ABCC8 exdn29 c.3577delG p.Aspl1193Metfs*16 S|
ABCC8 exdn 29 c.3626_3628delAAG p.Glul1209del Sl
Lib3 BC9  ABCC8 exdni12 c.1732_1746dupl5 p.Ala578 Leu582dup5 Sl
ABCC8 exo6n 39 c.4723G>C p.Alal575Pro S|
Lib4 BC1 ABCC8 exén8 ¢.1317G>A p.[Trp439%] SI
ABCC8 intrén 38 c.4609-2A>T . S|
Lib3 BC5  GCK exon 2 c.197delC p.Pro66GInfs*22 Sl
Lib3_BC10 GCK exon 5 c.556C>T p.Argl86* S|
Lib3_BC11 GCK exon 6 €.679+1G>A _ S|
Lib3 BC14 GCK exon 9 c.1076C>T p.Pro359Leu Sl
Lib4 BC2  GCK exon 7 c.713delT p.Met238Serfs*56 Sl
Lib 4 BC3 GCK exon 5 c.563 564delCTinAA p.Ala188Glu Sl
Lib4_BC28 GCK exon 4 c.480_482dupTAA p.Aspl60_Lys161insAsn Sl
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Lib4 BC29 GCK exon 7 €.769dupT p.Trp257Leufs*18 Sl
Lib 1_BC2 HNF1A exén4 ¢.872dupC p.Gly292fs NO
Lib 2_BC3 HNF1A exén4 c.942delC p.Ser315fs Sl
Lib2_BC15 HNF1A exdén?2 c.493T>C p.Trpl65Arg Sl
Lib4_BC27 HNF1A exén5 c.1006dupA p.Ser336fs Sl
Lib 3_BC2 HNF1B exénl €.207_211delCGCCA p.His69fs Sl
Lib 3_BC3 HNF1B exén5 c.1144C>T p.GIn382* Sl
Lib3_BC6  HNF1B exdn?2 c.513G>C p.Trp171Cys Sl
Lib2 BC10 HNF4A exdn?2 c.187C>T p.Arg63Trp Sl
Lib3_BC4 INS promotor c.-331C>G - Sl
Lib 3_BC8 INS intrén 2 c.188-31G>A - Sl
Lib 3_BC13 INS exon 3 c.324_328delCTGCA p.Tyr108* S|
Lib4 BC5 INS exon 3 €.265C>T p.Arg89Cys Sl
Lib 1_BC1 KCNJ11 exoén1 c.[295G>A] p.[Asp99Asn] Sl
KCNJ11 exén1l c.[761C>T] p.[Pro254Leu] Sl
Lib9_BC25 GCK exones 1-10  c¢.1-?_1395+?del Sl
Lib 8 BC25 GCK exones 8-10  c.(863+1_864-1) (1395+7?)del Sl
Lib10_BC22 GCK 5'UTR-ex6n 1 c.1-?_(45+1_46-1)del S|
Lib7 BC0O4 GCK exones 8-9 c.(863+1_864-1) (1253+1_1254-1)del NO
Lib3_BC12 HNF1B exones 1-9 c.1-?_1671+7?del Sl
Lib10_BC23 HNFIB exones3-8  c.(544+1_545-1) (1653+1_1654-1)del S|
Lib13_BC37 HNF4A exones 8-10  c.(826+1_827-1) (1356+?)del SI

Descripcion de todas las variantes de acuerdo a las recomendaciones de la HGVS (Human
Genome Variation Society). En el caso de las CNVs la descripcion se basa en los exones que
comprende la delecidn segln recomienda la HGVs para deleciones identificadas por MLPA.
Secuencias de referencia: ABCC8, NM_001287174.1; GCK, NM_000162.2; HNF1A, NM_000545;
HNF1B, NM_000458.2; HNF4A, NM_175914.4; INS, NM_001185098; KCNJ11, NM_000525.

La evaluacién del panel se hizo en términos de sensibilidad, especificidad vy

reproducibilidad entre ensayos diferenciando, por un lado, cambios puntuales y

pequefias inserciones o deleciones (de 1 a 15 bases) y, por otro, grandes deleciones o

CNVs.
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Se definid la sensibilidad analitica del panel de genes como el porcentaje de variantes
previamente detectadas por Sanger o MLPA que el panel fue capaz de detectar. La
especificidad analitica se defini6 como el porcentaje de variantes detectadas por el
panel (que cumplian los criterios de calidad, p < 0,001) y que fueron confirmadas por
Sanger o MLPA vy, por tanto, fueron variantes reales. Y la reproducibilidad analitica se
definié como el porcentaje de variantes detectadas para un paciente en una libreria
que se repitieron en otras dos librerias diferentes. El andlisis bioinformatico se realizé

con el software lon Reporter™ de Thermo Fisher Scientific.

3.2.1. Cambios puntuales y pequeiias deleciones o inserciones

Para la estimacién de la sensibilidad analitica del panel de genes se tuvo en cuenta no
sélo las variantes patogénicas indicadas en la tabla 13, sino todas las variantes
identificadas por Sanger en el exdn en el que se localizé la mutacion. Por Sanger se
identificaron un total de 64 variantes (28 patogénicas y 36 SNPs) de las cuales sélo una
no fue detectada por el panel. Por tanto, se estimé una sensibilidad para el panel del

98,4%.

Como se indica en la tabla 13, el cambio no detectado por el panel fue una variante
patogénica localizada en una regién con ocho citosinas seguidas en el exdn 4 del gen
HNF1A. Esta plataforma no secuencia con exactitud regiones de homopolimeros ya
que carece de precisiéon de una sola base en la medicidn de regiones repetitivas de
dNTPs mayores de 6-8 pb. Esta es la razdn por la cual la variante patogénica del exén 4
del gen HNF1A no fue detectada por NGS. Como se trata de un conocido Hot Spot
descrito ampliamente en la bibliografia, el exdn 4 del HNF1A siempre se secuencié por

Sanger en todas las muestras.

Para la estimacién de la especificidad analitica del panel se seleccionaron quince casos
de la tabla 13 en los que disponiamos de la secuencia Sanger del gen completo que
portaba la mutacidn, y de esta forma se pudo comparar la secuencia completa del gen

por ambos métodos. Por NGS se detectaron un total de 57 variantes (18 patogénicas y
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39 SNPs) de las cuales sélo 2 no se confirmaron por Sanger. Con este resultado se

estimd un 3.5% de falsos positivos y por tanto una especificidad de 96,5%.

Para comprobar la reproducibilidad del panel entre ensayos se incluyeron tres casos
diferentes en tres librerias diferentes y se analizd la concordancia de los resultados.
Por NGS se identificaron un total de 32 variantes correspondientes a las regiones
exonicas e intrénicas flanqueantes de los genes HNF4A, GCK, HNF1A, HNF1B, INS,
KCNJ11, ABCC8. Todas las variantes excepto 2 se confirmaron por Sanger y se
identificaron en las tres librerias. Las 2 variantes discordantes fueron falsos positivos.
Con este resultado se estima que la reproducibilidad entre ensayos de nuestro panel
de genes para las variantes reales (cambios puntuales y pequefias inserciones o

deleciones) es del 100%.

3.2.2. CNVs (Copy Number Variations)

Para analizar las CNVs en un panel de genes es importante tener en cuenta el valor del
MAPD (Median of the Absolute values of all Pairwise Differences) de la carrera. Es un
parametro de control de calidad que sirve para estimar la uniformidad de la libreria y
valorar si el resultado de la carrera es uUtil o no para el andlisis de CNVs. Este
coeficiente no debe superar el valor 0,4 para que la deteccion de CNVs sea fiable.
También es importante para el andlisis de grandes deleciones que el disefio del
workflow de analisis incluya una linea base de al menos 10 controles sin anomalias
estructurales en el ADN, y que se aplique un filtro de variantes que permita seleccionar

las CNVs con mayor probabilidad de que sean reales.

En la figura 24 se representa el nimero de CNVs detectadas por NGS en diez pacientes
con diabetes monogénica causada por una delecién grande en heterocigosis en GCK,
HNF1A, HNF1B o HNF4A detectada previamente por MLPA. Los diez pacientes se
estudiaron en 10 librerias diferentes, cada una con su correspondiente valor MAPD. En
las graficas se representa el niumero de CNVs detectadas en cada paciente en relacion
al coeficiente MAPD de cada libreria. Cada una de las graficas (A, B y C) muestra el

resultado obtenido al emplear un filtro de analisis con un grado de restriccion para la
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identificacion de CNVs diferente. El orden de menor a mayor restriccion del filtro es
A <B<C.En las graficas A y B se observa que la uniformidad de la libreria es un factor
muy importante para analizar CNVs ya que a mayor MAPD es mayor el numero de
falsas CNVs que detecta la NGS. Cuando se aplica el filtro de mayor restriccién, grafica
C, desaparecen las falsas CNVs y la Unica delecidon que detecta la NGS es la real, es
decir, la detectada previamente por MLPA. Al aplicar el filtro de mayor restriccién, en
ningln caso ha desaparecido la CNV real y se minimiza el efecto de la insuficiente

uniformidad de la libreria.
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Figura 24. Numero de CNVs detectadas por NGS en diez pacientes previamente
diagnosticados de diabetes monogénica por MLPA. Cada grafica corresponde a un filtro de
andlisis de CNVs diferente (de menor a mayor restriccién A < B < C).

La sensibilidad analitica del panel para la deteccién de CNVs se estimé a partir de los
siete casos en los que la variante patogénica, identificada por MLPA (genes HNF4A,
GCK, HNF1A, y HNF1B) fue una CNV en heterocigosis: tres deleciones parciales y una
total del gen GCK, una delecidn parcial y una total del gen HNF1B y una parcial del gen

HNF4A (Tabla 13). De las siete CNVs hubo una, la delecién correspondiente a los
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exones 8 y 9 del gen GCK (1,2 kb aproximadamente), que no pudo ser identificada por
el panel, por tanto, la sensibilidad analitica estimada para la deteccidon de CNVs fue de
un 85,7% (Tabla 14). Debido a la inexactitud de la plataforma para detectar deleciones
de pequefio tamaiio, a todas las muestras, ademas del andlisis de CNVs mediante NGS,
se les hizo un estudio de MLPA para detectar posibles grandes deleciones-

duplicaciones en los genes HNF4A, GCK, HNF1A y HNF1B.

Tabla 14 Resultado del estudio mediante el panel de genes de la presencia de CNVs en siete
pacientes que habian sido previamente diagnosticados por MLPA.

Paciente ID MAPD Gen Tamaﬁo.tlzle Localizacién gendmica Region que
la delecion comprende
Lib9_BC25 0,089 GCK 45,748kb 7p13(44183817-44229565)x1 Ex 1-10
Lib8 BC25 0,099 GCK  2,541kb 7p13(44183817-44186358)x1 Ex 8-10
Lib10_BC22 0,084 GCK 1,133kb 7p13(44228432-44229565)x1 5'UTR-Ex 1
Lib7_BCO4 0,210 - - - -
Lib3_BC12 0,068 HNF1B 59,837kb 17912(36046128-36105965)x1 Ex 1-9
Lib10_BC23 0,087 HNF1B 34,931kb 17912(36058951-36093882)x1 Ex 3-8

Lib13_BC37 0,132 HNF4A  9,059kb 20913.12(43052534-43061593)x1 Ex 8-10

MAPD Median of the Absolute values of all Pairwise Differences

Para la estimacién de la especificidad analitica del panel se siguieron dos
procedimientos diferentes. El primero de ellos consistié en seleccionar 94 pacientes
con estudio MLPA negativo para los genes GCK, HNF1A, HNF4A y HNF1B a los que
también se les habia hecho un estudio genético por NGS. Sélo en un caso la NGS
detecta una CNV en el gen GCK que no fue real, por tanto, la especificidad estimada
para la deteccién de CNVs fue de un 98,9%. El segundo procedimiento consistié en
analizar si la NGS detectd CNVs en los 21 pacientes previamente diagnosticados de
diabetes monogénica por Sanger identificados en la tabla 13 (se excluyeron tres casos
en los que el coeficiente MADP fue mayor a 0,4). En los 21 pacientes se esperaba que
el numero de CNVs detectadas fuese 0 y, por tanto, toda CNV detectada en el andlisis

bioinformatico seria un falso positivo. En los 21 pacientes el andlisis no detecté
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ninguna CNV en los genes GCK, HNF1A, HNF4A y HNF1B, por tanto, la especificidad
estimada para la deteccién de CNVs fue de un 100%. Teniendo en cuenta los 2
resultados podemos estimar una especificidad analitica del panel de genes para las

CNVs entre el 99 y el 100%.

Para comprobar la reproducibilidad del panel entre ensayos para la deteccién de CNVs
se incluyd un mismo caso, portador de una delecidn total del gen GCK, en tres librerias
diferentes. En dos de las tres librerias en las que el valor de MAPD fue de 0.089 y 0.092
sélo se identificé una deleciéon completa del gen GCK en heterocigosis. Sin embargo, en
la tercera libreria (MAPD = 0.140) se identificd la CNV real y 4 falsas que no se
confirmaron por MLPA. Con este resultado se estima que la reproducibilidad de
nuestro panel de genes para las CNVs reales es del 100% y apoya la necesidad de tener
valores de MAPD por debajo de 0.1 para reducir al maximo la aparicién de falsos

positivos.

En resumen, el panel de genes desarrollado para el diagnéstico de diabetes
monogénica presentd una sensibilidad de 98% y una especificidad de 96% para
cambios puntuales y pequenas inserciones-deleciones a una cobertura minima de 20x.
Respecto a las variantes en el numero de copias, presentd una sensibilidad del 86% y
una especificidad mayor del 99%. La reproducibilidad entre ensayos para las variantes

reales fue del 100%.

3.3. Resultados del estudio genético

El resultado del estudio genético realizado a los 23 pacientes con autoinmunidad
negativa de acuerdo al andlisis de los cuatro anticuerpos desarrollado en la primera
fase del estudio, se muestra en la tabla 15. Se encontrd en 6 pacientes un total de
cinco variantes raras diferentes (MAF < 0,01); todas las variantes estaban presentes en
heterocigosis. Dos de ellas fueron clasificadas como variantes probablemente
benignas, una de ellas como variante de significado incierto o VUS y otras dos fueron
clasificadas como variantes patogénicas. El resultado del MLPA no mostré deleciones o

duplicaciones parciales o totales de genes.
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También se realizd el estudio genético por NGS y MLPA a los 4 pacientes con sélo
autoinmunidad positiva para el ZnT8A. No se encontrd ninguna variante sospechosa de

diabetes monogénica en ninguno de ellos.

Tabla 15. Variantes genéticas raras identificadas en pacientes con sospecha de diabetes tipo 1
y autoinmunidad negativa.

. . . MAF_ALL

ID Gen Exdn Variante Tipo dbSNP GhomADe Efecto

11 INS 2 C-94G>A; Missense rs80356664 0 PAT
p.Gly32Ser
€.789dupT; .

18 HNF1A 4 0.Val264fs Frameshift - 0 PAT

14 HNF1B 4 C'1906C>G; Missense  rs138986885 0.0002 VUS
p.His336Asp

17 HNF1A C-92G>A; Missense  rs137853247  0.001 P-BEN
p.Gly31Asp

9&22 HNFI1B €.226G>T; Missense  rs144425830 0.001 P-BEN

p.Gly76Cys

dbSNP: Single Nucleotide Polymorphism Database. MAF_ALL in GnomADe: Frecuencia del
alelo menos comun en la base de datos The Exome Genome Aggregation Database. PAT:
Variante patogénica; VUS: Variante de significado incierto; P-BEN: Variante probablemente
benigna. Secuencias de referencia: INS, NM_000207.2; HNF1A, NM_000545.5; HNF1B,
NM_000458.2.

Como se muestra en la tabla 15 se han detectado dos variantes patogénicas: una en el
gen INS y otra en el gen HNF1A. La variante patogénica p.Gly32Ser en el gen INS
(paciente 11) afecta al correcto plegamiento de la proinsulina en la ruta secretora de
insulina (Rajan et al., 2010). Ha sido descrita previamente en pacientes con diabetes
neonatal permanente (Stoy et al., 2007) y también en pacientes con un inicio de
diabetes durante la infancia, la adolescencia o en la edad adulta (Bonfanti et al., 2009;
Brahm et al., 2016; Wasserman et al., 2016). Es probable que se trate de una variante
de novo ya que ninguno de los progenitores tenia la enfermedad, pero no se pudo
demostrar ya que no hubo muestra disponible de los progenitores para realizar el
estudio genético. También se identificd una nueva variante patogénica, p.Val264fs, en
el gen HNF1A (paciente 18) que, hasta el momento, no ha sido publicada. Esta variante

implica la duplicacion de timina en el nucledtido 789, lo que ocasiona un
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desplazamiento de la pauta de lectura generando un coddn de parada prematuro en la
posicién 53 de la nueva pauta de lectura. Por lo tanto, se espera que resulte una
proteina truncada con pérdida de la funcién normal. Ademas, la variante co-segrega
con la diabetes de apariciéon temprana en los familiares del paciente. Se identificé en el
hermano menor del indice que fue diagnosticado posteriormente con diabetes a la
edad de 10 afios. Su madre, a quien se le diagnosticé diabetes gestacional y

posteriormente no remitié diabetes, también porta la misma variante.

Asimismo, se detectaron otras tres variantes raras. En el paciente 14 se encontrd una
variante de significado incierto, VUS, en el gen HNF1B (p.His336Asp). No hubo
posibilidad de disponer de muestra de los padres para realizar el analisis genético, ni
de informacidn sobre complicaciones extra-pancredticas. Ademas, los analisis in silico
fueron discordantes (Panther, Mutation taster y SNP&GO predijeron patogénico y SIFT,
PROVEAN, PolyPhen2, MutPred predijeron benigna). Las otras dos variantes raras han
sido reclasificadas recientemente como posibles variantes benignas. En el paciente 17
se encontrd la variante p.Gly31Asp en el gen HNF1A. El andlisis genético de los
progenitores revelé que la madre asintomatica portaba la variante y el analisis in silico
predijo resultados contradictorios (Panther, Mutation taster y SNP&GO predijeron
patogénico o probablemente patogénico y SIFT, PROVEAN, PolyPhen2, MutPred
predijeron benigna). Finalmente, los pacientes 9 y 22 presentaron la variante
p.Gly76Cys en el gen HNF1B. En ambos casos, la variante se hereddé de padres
asintomaticos que aparentemente no tenian complicaciones extra-pancreaticas
asociadas con el HNF1B. Sin embargo, todos los algoritmos in silico predijeron un

impacto en la funcionalidad de la proteina.
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4. ESTUDIO DEL GENOTIPO HLA-DRB1

Una vez realizado el estudio genético a los 23 pacientes con sospecha de diabetes tipo
1 y autoinmunidad negativa, se planted si la caracterizacion molecular del HLA-DRB1
podria haber servido para seleccionar los pacientes a los que realizar el estudio
genético y asi evitar hacer estudios innecesarios. Con esa finalidad, en primer lugar, se
determinaron los alelos HLA-DRB1 de riesgo a diabetes tipo 1 en nuestra cohorte para,
posteriormente, analizar su capacidad como biomarcador para identificar diabetes

monogénica en pediatria.
4.1. Alelos HLA-DRB1 asociados a diabetes tipo 1 en nuestra cohorte

Para identificar los alelos HLA-DRB1 asociados a diabetes tipo 1 en nuestra cohorte, se
realizé un analisis tipo AFBAC con 160 familias formadas por un paciente diagnosticado
de diabetes tipo 1 en edad pediatrica, con autoinmunidad positiva confirmada al
debut, y sus progenitores (métodos pag. 131-4). En un primer analisis tipo AFBAC del
locus HLA-DRB1 se consideraron los grupos DRB1 genéricos. Se identificaron 10 grupos

DRB1 diferentes como se muestra en la figura 25.
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Figura 25. Distribucion de las frecuencias de los alelos HLA-DRB1 diabéticos y no diabéticos
definidos en el analisis AFBAC. Los asteriscos indican los casos en los que la diferencia de
frecuencias entre los 2 grupos comparados fue estadisticamente significativa p < 0,05.
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Los alelos DR8, DR9 y DR10 fueron los menos representados en nuestra poblacion con
frecuencias inferiores al 5% en los dos grupos de alelos definidos en el analisis AFBAC.

Los resultados del analisis estadistico se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Comparacion de las frecuencias de cada grupo genérico HLA-DRB1 entre las dos
clases de alelos derivados del analisis AFBAC (diabéticos y no diabéticos).

Alelos diabéticos Alelos no diabéticos
(n=334) (n=306)
HLA_DRB1 n % n % valor-p OR (IC95%)
DR1 28 8,4 40 131 0,055 -
DR2 6 1,8 27 8,8 <0,001 0,189 (0,077-0,464)
DR3 132 39,5 33 10,8 <0,001 5,406 (3,543-8,249)
DR4 102 30,5 35 11,4 <0,001 3,404 (2,232-5,192)
DR5 8 2,4 45 14,7 <0,001 0,142 (0,066-0,307)
DR6 24 7,2 61 19,9 <0,001 0,311 (0,188-0,513)
DR7 22 6,6 46 15,0 0,001 0,399 (0,234-0,680)
DR8 9 2,7 9 2,9 0,851 -
DR9 3 0,9 5 1,6 0,489 -
DR10 0 0,0 5 1,6 0,050 -

Se compara la frecuencia de cada grupo genérico por separado frente al resto. Prueba
Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.

El andlisis estadistico mostré un incremento significativo de alelos DR3 y DR4 en el
grupo de alelos AFBAC diabéticos cuando se comparan con el grupo de alelos AFBAC
no diabéticos. Por el contrario, las frecuencias de alelos DR2, DR5, DR6 y DR7 fueron
mayores en el grupo de alelos AFBAC no diabéticos, siendo también las diferencias
estadisticamente significativas. Los grupos de alelos DR1, DR8, DR9 y DR10 no se

distribuyeron de forma diferente en funcién de la enfermedad.

En un segundo analisis se consideraron los subtipos especificos de cada grupo genérico

DRB1. Se obtuvieron 34 subtipos diferentes como se muestra en la tabla 17.
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Tabla 17. Comparaciéon de las frecuencias de cada subtipo HLA-DRB1 entre las dos clases de

alelos derivados del analisis AFBAC (diabéticos y no diabéticos).

Alelos diabéticos

Alelos no diabético:

n % n % valor-p OR (IC95%)
DRB1*01 0101 18 64,3 22 55,0 0,44 -
0102 8 28,6 12 30,0 0,90 -
0103 2 7,1 6 15,0 0,46 -
DRB1*02 1501 2 33,3 21 77,8 0,05 -
1502 0 0,0 2 7,4 1,00 -
1601 3 50,0 4 14,8 0,09 -
1602 1 16,7 0 0,0 0,18 -
DRB1*03 0301 132 100,0 33 100,0
DRB1*04 0401 37 36,3 6 17,1 0,04 2,751 (1,046-7,238)
0402 17 16,7 2 5,7 0,16 -
0403 3 2,9 12 34,3 <0,001 0,058 (0,015-0,223)
0404 14 13,7 4 11,4 1,00 -
0405 30 29,4 7 20,0 0,28 -
0407 1 1,0 2 5,7 0,16 -
0411 0 0,0 2 5,7 0,06 -
DRB1*05 1101 2 25,0 20 444 0,45 -
1102 1 12,5 3 6,7 0,49 -
1103 0 0,0 2 4,4 1,00 -
1104 3 37,5 18 40,0 1,00 -
1201 2 25,0 2 4,4 0,10 -
DRB1*06 1301 11 45,8 30 49,2 0,78 -
1302 8 33,3 12 19,7 0,18 -
1303 2 8,3 6 9,8 1,00 -
1305 0 0,0 1 1,6 1,00 -
1308 1 4,2 1 1,6 0,49 -
1401 0 0,0 8 13,1 0,10 -
1404 1 4,2 1 1,6 0,49 -
1406 1 4,2 2 3,3 1,00 -
DRB1*07 0701 22 100,0 46 100,0
DRB1*08 0801 9 100,0 5 55,6 0,08 -
0803 0 0,0 2 22,2 0,47 -
0804 0 0,0 2 22,2 0,47 -
DRB1*09 0901 3 100,0 5 100,0
DRB1*10 1001 0 100,0 5 100,0

Se compara cada subtipo frente al resto de subtipos dentro del mismo grupo genérico. Prueba

Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.

Se compard, dentro de cada grupo genérico por separado, la distribucion de las

frecuencias de los subtipos DRB1 entre los alelos AFBAC diabéticos y los no diabéticos.
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La comparacién no reveld diferencias estadisticamente significativas, a excepcion del
grupo DR4. El subtipo *0403 presentd un comportamiento atipico respecto al resto de
subtipos dentro del grupo genérico DR4 al encontrarse, de forma significativa, mas
representado en el grupo de alelos AFBAC no diabéticos (tabla 17, figura 26). Por esta
razon, el alelo *0403 se excluyd del grupo de alelos DR4 en los analisis posteriores, ya

gue este subtipo no confiere susceptibilidad a diabetes tipo 1.
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Figura 26. Distribucidn de las frecuencias de los subtipos de alelos HLA-DRB1*04
diabéticos y no diabéticos definidos en el andlisis AFBAC. Los asteriscos indican los casos
en los que la diferencia de frecuencias entre los 2 grupos comparados fue
estadisticamente significativa. Prueba Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.

4.2. Comparacion de frecuencias de alelos HLA-DRB1 entre diabetes tipo 1 y diabetes

monogénica

Para comprobar si existen diferencias en el perfil HLA-DRB1 de los pacientes
pediatricos con diabetes tipo 1 y los pacientes con diabetes monogénica se desarrollé
un andlisis tipo caso-control (métodos pag. 133-4). Se incluyeron 160 pacientes en
edad pediatrica con diabetes tipo 1 y autoinmunidad positiva confirmada al debut,
pacientes con diagndstico genético de diabetes monogénica y 75 controles sanos

(métodos pag. 84-5).
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Los genotipos se agruparon en tres categorias en funcion de la presencia o ausencia de
los alelos HLA-DRB1 asociados a diabetes tipo 1: 0 alelos de riesgo (DR3 y DR4 ausentes
en el genotipo); 1 alelo de riesgo (solo un alelo DR3 o DR4 presente en el genotipo); 2
alelos de riesgo (heterocigoto para ambos alelos de riesgo u homocigoto para DR3 o

DR4). Se excluyd el alelo *0403 del grupo de alelos DR4 de riesgo.

En la figura 27 se muestra la distribucién de las frecuencias de los genotipos HLA-DRB1
en los pacientes con diabetes tipo 1, los pacientes con diabetes monogénica y los

controles sanos.
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Figura 27. Distribucion de las frecuencias de los genotipos HLA-DRB1 en pacientes con
diabetes tipo 1, pacientes con diabetes monogénica y controles sanos. Los asteriscos
indican los casos en los que la diferencia de frecuencias entre los 2 grupos comparados fue
estadisticamente significativa. Prueba Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.

El resultado del andlisis estadistico para comparar las distribuciones de las frecuencias
genotipicas entre los pacientes con diabetes tipo 1 o con diabetes monogénica se
muestra en la tabla 18. La frecuencia de los genotipos con dos alelos de riesgo resulté
significativamente superior en los pacientes con diabetes tipo 1 comparada con la de
los pacientes con diabetes tipo MODY. Igualmente, la frecuencia de los genotipos
portadores de un Unico alelo de riesgo también fue mayor en los pacientes con
diabetes tipo 1, aunque la diferencia fue mas pequena. Sin embargo, destacd la
proporcién de genotipos sin alelos de riesgo, marcadamente inferior en los pacientes

con diabetes tipo 1 respecto a los pacientes con MODY.
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Tabla 18. Comparacién de la distribucion de los genotipos HLA-DRB1 entre los pacientes con
diabetes tipo 1y los pacientes con diabetes monogénica.

DM tipo 1 DM monogénica
(n=160) (n=74)
Genotipos n % n % valor-p OR (IC95%)
2 alelos de riesgo 77 48,1 4 5,4 <0,001 16,235 (5,657-46,591)
1 alelo de riesgo 71 44,4 22 29,7 0,033 1,886 (1,047-3,395)
0 alelos de riesgo 12 7,5 48 64,9 <0,001 0,044 (0,021-0,094)

Prueba Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.

Asimismo, como se muestra en la tabla 19, la distribucion de las frecuencias de los
genotipos HLA-DRB1 en los pacientes con diabetes monogénica fue comparable a la de

los controles sanos.

Tabla 19. Comparacién de la distribucion de los genotipos HLA-DRB1 entre los pacientes con
diabetes monogénica y los controles sanos.

DM monogénica Controles
(n=63) (n=75)
Genotipos n % n % valor-p OR (IC95%)
2 alelos de riesgo 5 7,9 1 1,3 0,058 -
1 alelo de riesgo 18 28,6 27 36,0 0,354 -
0 alelos de riesgo 40 63,5 47 62,7 0,920 -

Prueba Chi-cuadrado. Diferencias significativas si p < 0,05.

A continuacion, en la tabla 20, se muestran los resultados de la caracterizacion
molecular del locus HLA-DRB1 en los 23 pacientes con sospecha de diabetes tipo 1y
autoinmunidad negativa de nuestra cohorte, junto con el resultado del diagnéstico
molecular de diabetes monogénica mediante NGS que se ha llevado a cabo en estos

pacientes en la segunda fase del estudio.

El paciente 11, portador de una variante patogénica en el gen INS, presentd un alelo
HLA-DRB1 de riesgo (DR4/DR6). Y el paciente 18, portador de una variante patogénica
en el gen HNF1A, presentd dos (DR3/DR4). Este resultado evidencié una escasa validez
del HLA-DRB1, analizado de forma aislada, para diferenciar entre los dos tipos de
diabetes y, por lo tanto, para seleccionar los pacientes que podrian beneficiarse de un

estudio genético para descartar un tipo monogénico de diabetes.

165



V. Resultados

Tabla 20. Caracterizacion molecular del locus HLA-DRB1 en los 23 pacientes con
sospecha de diabetes tipo 1 y autoinmunidad negativa de nuestra cohorte.

Estudio molecular del locus

Diagndstico molecular de diabetes

HLA-DRB1 monogénica
D Alelol /Alelo 2 Ne a.lelos Gen Variante Efectp dela
de riesgo encontrada variante
1 0301/0301 2 - - -
2 0102 /1101 0 - - -
3 0404 / 0802 1 - - -
4 0403 /1102 0 - - -
5 0301/1601 1 - - -
6 0301 /0301 2 - - -
7 0301/1601 1 - - -
8 0404 / 0901 1 - - -
9 0301 / 0405 2 HNF1B p.Gly76Cys Prob. benigna
10 0301/ 0403 1 - - -
11 0405 / 1401 1 INS p.Gly32Ser Patogénica
12 0301/0701 1 - - -
13 0301 /0801 1 - - -
14 0101 /0401 1 HNF1B p.His336Asp VUS
15 0401 /0701 1 - - -
16 03/04 2 - - -
17 0301 / 0405 2 HNF1A p.Gly31Asp Prob. benigna
18 0301 / 0402 2 HNF1A p.Val264fs Patogénica
19 0301 /0301 2 - - -
20 0301 /0404 2 - - -
21 0301 /0401 2 - - -
22 0301 /0401 2 HNF1B p.Gly76Cys Prob. benigna
23 0301 /0404 2 - - -

ID: Identificacién del paciente. VUS:

variable probablemente benigna.

variable de significado incierto. Prob. Benigna:
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5. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

A continuacién, se muestra un esquema que resume los principales resultados
obtenidos en los diferentes aspectos abordados a lo largo de la investigacién (Figura
28). En gris se representan los resultados de la primera fase del trabajo relativa a la
autoinmunidad. De los 400 pacientes pediatricos incluidos en el estudio, en el 94% de
los casos (377/400) se detectd autoinmunidad. El 27% (100/377) presenté los cuatro
autoanticuerpos positivos, el 38% (143/377) fue positivo para tres autoanticuerpos, el
23% (88/377) para dos y el 12% (46/377) presentd autoinmunidad para un solo
autoanticuerpo. En este ultimo grupo fueron cuatro pacientes los que presentaron
autoinmunidad exclusiva para el ZnT8A. De toda la cohorte, sélo en el 6% (23/400) de
los pacientes pedidtricos con sospecha de diabetes tipo 1 no se detectd

autoinmunidad.

En azul se representan los resultados de la segunda fase del trabajo referido al estudio
genético orientado al diagndstico de diabetes monogénica. Se realizd el estudio
genético mediante NGS a los 23 pacientes con autoinmunidad negativa y a los cuatro
pacientes que sélo presentaron autoinmunidad para el ZnT8A. En seis de los 23
pacientes con autoinmunidad negativa, se encontraron cinco variantes raras diferentes
(MAF < 0,01). Dos de las variantes fueron clasificadas como probablemente benignas,
una de ellas fue de significado incierto (VUS) y dos fueron clasificadas como
patogénicas. Por tanto, el estudio genético demostré que al menos un 8% (2/23) de los
pacientes pediatricos incluidos en el estudio con sospecha de diabetes tipo 1 vy
autoinmunidad negativa, padecian, en realidad, una diabetes monogénica. En los
cuatro pacientes con autoinmunidad positiva sélo para ZnT8A no se encontrd ninguna
variante sospechosa de diabetes monogénica, lo que corroboré el valor predictivo y

diagndstico del ZnT8A para la diabetes autoinmune.

En rojo se representan los resultados de la tercera fase del trabajo que valoré la
utilidad del HLA-DRB1 como biomarcador para seleccionar los pacientes pediatricos
con clinica de diabetes tipo 1 y autoinmunidad negativa a los que hacer un estudio

genético para descartar diabetes monogénica. Como se mostrd en la tabla 18, la
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comparacion del genotipo HLA-DRB1 entre un grupo de pacientes con diabetes
autoinmune y otro con diabetes monogénica, demostrd que la presencia de dos alelos
HLA-DRB1 de riesgo disminuye la probabilidad de que el tipo de diabetes sea
monogénica. Sin embargo, los dos pacientes diagnosticados de diabetes monogénica
en nuestra cohorte presentaron un alelo HLA-DRB1 de riesgo en uno de los casos y en
el otro dos, lo que evidencid una escasa validez del HLA-DRB1, analizado de forma
aislada, para diferenciar entre los dos tipos de diabetes. Esto podria deberse a que el
perfil HLA-DRB1 de pacientes con diabetes monogénica no es diferente al de la
poblacion control, donde existe un bajo porcentaje de personas sanas con dos alelos
HLA de riesgo (Tabla 19). Los resultados mas relevantes del proceso de investigacién

quedan reflejados en el siguiente diagrama de flujo:

| Pacientes pediatricos con clinica de diabetes tipo 1 (n=400) |

y v

| Autoinmunidad positiva (n=377 ) | I Autoinmunidad negativa (n=23) |

y

GADA+
n=25

IAA+
n=10

4 Ac+ 3Ac+ 2Ac+ 1Ac+
n=100 || n=143 n=88 n=46

I1A2A+
n=

AN

ZnT8A+ 0Ac+
n=4 n=23

Y

NGS NGS

N

MAF>0.01 | MAF>0.01 MAF<0.01

DR3/DRX=2 | DRX/DRX=1 *HNF1B p.Gly76Cys —> DR3/DR4=2
DR4/DRX=1 | DR3/DRX=5 * HNF1A p.Gly31Asp — DR3/DR4=1
DR3/DR4=1 | DR4/DRX=4 ** HNF1B p.His336Asp —> DR4/DRX=1
DR3/DR3=3 | ***INS p.Gly32Ser =~ —> DR4/DRX=1

DR3/DR4=4 | *** HNF1A pVal264fs — DR3/DR4=1

Diabetes tipo 1 Diabetes monogénica

Figura 28. Resumen del proceso de investigacion seguido en este trabajo y los resultados
obtenidos. Ac: Autoanticuerpos; MAF: Frecuencia del alelo menos comuin. NGS:
Secuenciacién de nueva generacién. *Variante probablemente benigna; **Variante de
significado incierto (VUS); ***Variante patogénica.
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1. ELAUTOANTICUERPO ZnT8A COMO NUEVO MARCADOR DE AUTOINMUNIDAD

La diabetes mellitus tipo 1 es una enfermedad crdonica frecuente en pediatria
(Atkinson, Eisenbarth and Michels, 2014). Se trata de un trastorno autoinmune que
causa la destruccion de las células B-pancreaticas productoras de insulina, lo que
conduce a una deficiencia absoluta de esta hormona en el paciente. Segun los
conocimientos actuales, el proceso de destruccién de las células productoras de
insulina cursa con una inflamacion linfocitaria de los islotes y estaria mediada por
linfocitos T. Esta fase asintomatica, conocida como prediabetes, se puede prolongar
durante varios afios, y en este periodo, la pérdida de tolerancia hacia la
célula B-pancredtica se pone de manifiesto por la presencia de autoanticuerpos
circulantes en la sangre contra varias moléculas de los islotes pancredticos en

respuesta al proceso autoinmune (Regnell and Lernmark, 2017).

Hasta la fecha, la deteccién de autoanticuerpos es el mejor marcador predictivo y
diagnéstico para la diabetes tipo 1 (Knip et al., 2016; Lampasona and Liberati, 2016).
Asi, se han definido autoanticuerpos contra moléculas inespecificas del islote de
Langerhans (ICAs del inglés Islet Cell Antibodies) y autoanticuerpos que reconocen
moléculas especificas del pancreas como la insulina (IAA), la enzima GADes (GADA) vy la
tirosina fosfatasa (IA2A). Sin embargo, no todos los pacientes pediatricos con diabetes
muestran evidencia de autoinmunidad frente a los marcadores clasicos mencionados
anteriormente. El autoanticuerpo de mas reciente identificaciéon es el que reconoce al
transportador de Zinc 8 (ZnT8), localizado en la membrana de los granulos de
secrecion de insulina de la célula B-pancreatica. Se ha propuesto como nuevo antigeno
de autoanticuerpos en la diabetes mellitus tipo 1, sugiriendo su potencial como
marcador predictivo y diagnéstico de diabetes autoinmune que complementaria los

descubiertos previamente: IAA, GADA e IA2A (Wenzlau et al., 2007).

El primer objetivo que se planted en este estudio fue desarrollar la metodologia del
andlisis del autoanticuerpo anti-ZnT8 (ZnT8A), con el propdsito de mejorar la precisidon
del diagnéstico de diabetes tipo 1 en pediatria al incorporar un nuevo marcador de

autoinmunidad.
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La eleccidn del método de analisis se basé en los resultados que se obtuvieron en la
primera evaluacién internacional de diferentes ensayos para la deteccion de
autoanticuerpos anti-ZnT8 (Lampasona et al., 2011), organizado por el programa de
estandarizacién de deteccién de anticuerpos contra la diabetes, DASP (Diabetes
Antibody Standarization Program). La metodologia que consiguid mejor sensibilidad y
especificidad en este estudio comparativo, y se consideré mas adecuada para la
practica clinica, fue el radioinmunoensayo que utiliza como antigeno humano
recombinante una construcciéon heterodimérica que incluye las dos variantes
polimérficas del dominio carboxilo terminal del transportador de zinc 8 (Arg-Trp). Los
buenos resultados obtenidos con este disefio de radioinmunoensayo, determinaron la

eleccién de esta metodologia para el andlisis de los ZnT8A.

La participacidon en programas internacionales de estandarizacién de las técnicas de
deteccion de anticuerpos contra los islotes pancreaticos ha sido interesante para
evaluar la concordancia de nuestros resultados con los de los diferentes ensayos
utilizados por los laboratorios participantes. Los resultados que se obtuvieron en el
IASP (Islet Autoantibody Standarization Program) celebrado en 2018 para el
radioinmunoensayo puesto a punto para la detecciéon de ZnT8A fueron buenos, con
una sensibilidad del 62% y una especificidad del 100% que supera la mediana de los
valores de sensibilidad y especificidad obtenidos por los ensayos evaluados en el
workshop (Me = 60%; RIQ = 50 - 68% para la sensibilidad y Me = 98%, RIQ = 95 - 100%
para la especificidad). Estos resultados ponen de manifiesto la calidad de nuestro
método para analizar el ZnT8A en comparacion con los otros laboratorios

participantes.

La eficacia de los ensayos de IA2A y GADA, con unos valores de sensibilidad del 62 y
68% respectivamente, y una especificidad del 100% en ambos casos, es también
acorde a la mediana de los valores de sensibilidad y especificidad de los ensayos

evaluados en el IASP de 2018 (resultados, pag. 142).

En cuanto a los IAA, el volumen alto de suero que se necesita para el ensayo (600 ul)

imposibilita la participacion en los programas de estandarizacién que facilitan un

172



VI. Discusion

volumen maximo de suero de 100 ul. No obstante, los resultados de la evaluacién de
ensayos para la determinacion de IAA publicada en 2010, pone en evidencia que los
mejores valores de sensibilidad y especificidad se alcanzan con técnicas manuales y no
con kits comerciales (Schlosser et al., 2010). La sensibilidad y especificidad de nuestra
técnica manual, calculadas a partir de una validacién interna del laboratorio con
muestras de pacientes menores de 35 anos al debut de diabetes, son de 60% y 100%
respectivamente. Estos datos superan la mediana de los valores de sensibilidad y
especificidad obtenidos por los ensayos evaluados en el IASP de 2018 (Me = 34%; RIQ =
20 - 49% para la sensibilidad y Me = 97%, RIQ = 90-99% para la especificidad).

Tras la puesta a punto de la metodologia del ZnT8A, se procedid a determinar la
presencia de los cuatro autoanticuerpos en nuestra cohorte de pacientes. En primer
lugar, y teniendo en cuenta la evidencia de que las hormonas sexuales afectan al
sistema inmune (Gleicher and Barad, 2007), se examind la posible influencia del sexo
del paciente en la autoinmunidad presente al diagndstico. Es un hecho conocido que
algunas enfermedades autoinmunes son, por lo general, mdas frecuentes en mujeres
gue en hombres. Esta circunstancia, que aun estd por explicar, ha sido atribuida a
diferencias genéticas y/u hormonales que probablemente se manifiestan tras la
pubertad (Gale and Gillespie, 2001; Gleicher and Barad, 2007). En nuestra cohorte, con
una edad mdaxima de 16 afios y un 36% de adolescentes (pacientes entre 11 y 16 afios),
la influencia de los hipotéticos factores hormonales no queda reflejada en una
diferencia de la autoinmunidad entre ambos sexos, ya que no se encontraron
diferencias significativas ni en la clase ni en el nUmero de autoanticuerpos positivos al

debut de la enfermedad.

Ademas, la proporciéon de ninas de la muestra fue de un 47%, lo que corrobora el
hecho de que en la mayoria de las poblaciones pediatricas estudiadas (menores de 15
anos), la proporcién de hombres frente a mujeres en la incidencia de diabetes, estd
cercana a la unidad (Karvonen et al., 2000; Gale and Gillespie, 2001). Este hallazgo
contrasta con los resultados de incidencia obtenidos en la mayoria de poblaciones
adultas de origen europeo estudiadas (de 15 a 44 ainos), en los que la proporcién

estimada hombre/mujer estd alrededor del 1,5 (Gale and Gillespie, 2001). Este ligero
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predominio masculino de la diabetes autoinmune podria ser debido a razones
genéticas inherentes a las poblaciones y/u hormonales, pero no hay que descartar que
sea una tendencia debida a que en adultos es dificil diferenciar la diabetes autoinmune
de la diabetes tipo 2 que es mas prevalente en los hombres por su mayor
predisposicion a la obesidad abdominal y a la resistencia a la insulina (Gale and

Gillespie, 2001).

De los cuatro autoanticuerpos analizados, el ZnT8A fue el menos prevalente con un
57,3% de pacientes pedidtricos que presentaron positividad para este autoanticuerpo
al inicio clinico de la enfermedad. Cabe destacar la variabilidad que existe en las
estimaciones de prevalencia de este autoanticuerpo en poblacién pedidtrica. Asi, hay
publicaciones que muestran valores semejantes al de nuestra cohorte, como es el caso
de un estudio reciente en poblacién francesa, que encuentra una prevalencia del
63,9% en nifios en los que se analizé el ZnT8A en un periodo transcurrido desde el
debut de la enfermedad menor de 6 meses (Garnier et al., 2018). Del mismo modo, un
estudio multicéntrico realizado en Italia estima una prevalencia del 61,1% en poblacion
pediatrica en el momento del diagndéstico de la diabetes (Fabris et al., 2015). Otra
publicacidn reciente, en este caso sobre poblacién pediatrica turca, muestra un
porcentaje de 58,6% de pacientes con ZnT8A positivo al debut (ElImaogullari et al.,
2018), y un estudio realizado con la importante base de datos del registro finlandés de
diabetes en pediatria (Finnish Pediatric Diabetes Register) hace una estimacién de
ZnT8A positivo al diagndstico del 62,7% (Salonen et al., 2013). Otros trabajos, sin
embargo, muestran valores de prevalencia de ZnT8A ligeramente superiores al de
nuestra cohorte, como es el caso del estudio llevado a cabo en la Republica Checa con
una estimacion del 72% (Petruzelkova et al.,, 2014), o un estudio de reciente
publicacidn en poblacién polaca, en el que la prevalencia de ZnT8A al debut de la
diabetes en pediatria alcanza un 81,1% (Niechciat et al., 2018). En cambio, en
poblacién pediatrica china es donde se han encontrado los valores de prevalencia para
el ZnT8A mas bajos, en torno a un 28% (Yang et al., 2010). Sin embargo, estudios en
otras poblaciones asiaticas como la japonesa (Kawasaki, 2014), tailandesa (Trisorus et

al., 2018) e india (Shivaprasad et al., 2014), encuentran valores de prevalencia del
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ZnT8A en pediatria del 61%, 54,3% y 45% respectivamente, comparables al porcentaje

obtenido en nuestra poblacion espafiola.

Asimismo, de acuerdo con trabajos publicados previamente (Wenzlau et al., 2007,
Salonen et al., 2013), la prevalencia de ZnT8A mostrd una correlacién directa con la
edad en el momento del diagndstico, presentando los valores mas elevados en la
adolescencia. Por el contrario, la presencia de IAA fue mucho menor entre los
pacientes con un inicio clinico de la enfermedad mas tardio y, como ya se ha descrito
previamente, son especialmente Utiles entre pacientes que debutan en edades
tempranas (Graham et al., 2002; Wenzlau et al., 2007). Sin embargo, los IAA presentan
la desventaja de no poder ser utilizados en los pacientes que ya se encuentran en
tratamiento con insulina, ya que esto implica la posible existencia de falsos positivos

por la presencia de anticuerpos frente a la insulina exdgena.

Al igual que en el caso de los ZnT8A, se encontré que la deteccion de GADA es mas
comun en pacientes mayores que en pacientes mas jovenes, pero a diferencia de los
ZnT8A, la variabilidad en las frecuencias fue mucho menor, lo que le da la ventaja de
presentar una prevalencia mayor que el ZnT8A en todo el intervalo de edad
considerada en este estudio. Esta tendencia esta de acuerdo con otros estudios
realizados en caucdsicos (Graham et al., 2002; Plagnol et al., 2011) pero difiere de los
resultados obtenidos en poblaciones asiaticas (Cheng et al., 2018) donde no se han

descrito correlaciones del GADA con la edad al diagndstico.

Respecto al autoanticuerpo IA2A, no se detectd ninguna relacidn entre su presencia y
la edad de inicio de la diabetes. Esto le otorga la ventaja, junto con los GADA, de ser
detectados con una frecuencia estable, en torno al 67%, durante toda la edad
pediatrica. En cambio, otras publicaciones describen correlaciones de IA2A con la edad
al diagnéstico tanto positivas (Plagnol et al., 2011) como negativas (Graham et al.,
2002; Cheng et al., 2018). Estas discrepancias encontradas entre las prevalencias de los
autoanticuerpos podrian ser la consecuencia de las diferencias que existen entre los
trabajos publicados, no sdlo en la precision de la metodologia utilizada para la

determinacion de los autoanticuerpos y del tiempo transcurrido desde el debut de la
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enfermedad hasta el analisis, sino también en las diferentes caracteristicas de las
poblaciones analizadas. De hecho, las diferencias encontradas en la respuesta
autoinmune contra la célula B-pancredtica en las personas con diabetes tipo 1, podrian
ser el reflejo de una etiopatogenia variable de la enfermedad en la que la edad vy el

origen étnico juegan un papel importante (Grulich-Henn and Klose, 2018).

A la vista de los resultados obtenidos, la combinacién de ensayos mads efectiva para el
diagnodstico de diabetes tipo 1 en nuestra poblacién pediatrica, no depende del sexo
del paciente, pero si de la edad al diagndstico. Asi, atendiendo a los resultados de
prevalencia de autoanticuerpos en los diferentes grupos de edad al diagndstico
considerados, se observa que la sensibilidad de las cuatro técnicas en conjunto, supera
la sensibilidad de cualquier combinacién de dos o tres ensayos, excepto para las
edades de diagndstico mas tempranas donde la incorporacién del ensayo ZnT8A a los
tres ensayos cldsicos no mejora el porcentaje de diagndsticos positivos que es de un

95,6%.

Es precisamente en el grupo de menor edad donde el porcentaje de deteccidn de
autoinmunidad es mayor, y donde las combinaciones de ensayos mas efectivas son
diferentes respecto al resto de edades consideradas. Asi, por ejemplo, el
autoanticuerpo GADA es mdas importante tenerlo en cuenta a partir de los 6 anos de
edad que en edades mads tempranas, ya que en los grupos de mayor edad se consigue
un porcentaje de autoinmunidad positiva superior al 75% con el analisis exclusivo de
este autoanticuerpo. Sin embargo, en la franja de edad mas joven tiene mas
importancia el autoanticuerpo IAA que el GADA, ya que un analisis aislado de IAA
permite el diagndstico del 81% de los pacientes, superando a combinaciones de dos

autoanticuerpos como ZnT8A con IA2A o ZnT8A con GADA.

Realmente, el ZnT8A en las edades tempranas tiene una aportacién débil al despistaje
de diabetes tipo 1, muy diferente a la contribucién del ZnT8A en los mayores de 11
afios donde el andlisis exclusivo de este autoanticuerpo permite la deteccion de
autoinmunidad en un 71% de los pacientes, valor equiparable al del GADA. En el grupo

de mayor edad, la incorporacion del andlisis del ZnT8A a los tres anticuerpos clasicos,
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permite mejorar la deteccion de autoinmunidad al debut de un 93,8% a un 94,5%. En
el grupo de edad intermedio, entre 6 y 11 afios, la incorporacién del andlisis del ZnT8A,
también permite mejorar la deteccién de autoinmunidad al debut de un 92,7% a un

93,3%.

Los cuatro pacientes con ZnT8A positivo que fueron negativos para el resto de
anticuerpos analizados, representan un 15% de pacientes (4/27) que fueron
diagnosticados correctamente de diabetes tipo 1 gracias al analisis del ZnT8A. Este
resultado es comparable al de otros estudios que confirman porcentajes entre el 13% vy
el 26% (Wenzlau et al., 2007; Vermeulen et al., 2011; Elmaogullari et al., 2018).
Asimismo, la incorporacion del nuevo autoanticuerpo al despistaje de diabetes tipo 1,
reduce el nimero de pacientes con un solo autoanticuerpo positivo de un 18,5%
(74/400) a un 11,5% (46/400). La reduccién es mayor entre pacientes de mayor edad al
diagndstico, de 23,4% (34/145) a un 13,8% (20/145), que entre los pacientes menores
de 6 afios, de 14,3% (13/91) a un 11% (10/91). Por lo tanto, la inclusién del ZnT8A
aporta no solo una mayor sensibilidad diagndstica, sino también una mayor seguridad
en el diagndstico de diabetes tipo 1, ya que ser positivo a dos autoanticuerpos
diferentes es una condicién extremadamente rara en ausencia de esta patologia
(Vermeulen et al.,, 2011). Por lo tanto, afiadir el ZnT8A al conjunto tradicional de
autoanticuerpos asociados a la diabetes deberia tenerse en cuenta para mejorar la

deteccién de la autoinmunidad, especialmente en adolescentes.
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2. VARIANTES GENETICAS IDENTIFICADAS EN PACIENTES CON AUTOINMUNIDAD
NEGATIVA

Diferentes trabajos de investigacion sobre pacientes pedidtricos con diabetes, indican
que entre el 2 y el 18% de los nifios y adolescentes con una clinica compatible con
diabetes tipo 1, no muestra evidencia de autoinmunidad al inicio de la enfermedad
(Wang et al., 2007; Andersson et al., 2014; Knip et al., 2016; Verkauskiene et al., 2016).
Nuestro estudio, con un 6% (23/400) de pacientes pedidtricos con diagndstico clinico
de diabetes tipo 1 y autoinmunidad indetectable, corrobora estos resultados.
Teniendo en cuenta que la mayor parte de las caracteristicas clinicas de la diabetes
monogénica no son especificas, y que se estima que un alto porcentaje de casos
permanecen sin diagnosticar, el siguiente objetivo del presente trabajo fue investigar
la posible existencia de diabetes monogénica entre los pacientes con estas
caracteristicas especificas de nuestra cohorte. Para ello, mediante la tecnologia de
secuenciacion masiva (NGS), pusimos a punto un panel de secuenciacion que incluye
los doce genes mas relevantes asociados con diabetes monogénica. Los resultados de
la validacién analitica del panel muestran buenos valores de sensibilidad (98%),
especificidad (96%) y reproducibilidad (100%) para cambios puntuales y pequefias
inserciones-deleciones, lo que nos permite utilizar esta tecnologia con fiabilidad para
el estudio genético de los pacientes en los que no se detectd autoinmunidad. El valor
bajo de sensibilidad (86%) que se estima para la deteccion de CNVs hace que optemos

por la tecnologia MLPA para detectar este tipo de cambios.

Se realizd el estudio genético a los 23 pacientes con autoinmunidad negativa de
nuestra cohorte, y se descubridé en seis pacientes cinco variantes raras diferentes en
heterocigosis. Al menos dos de las variantes encontradas fueron claramente
alteraciones patogénicas responsables de diabetes monogénica: p.Gly32Ser en el gen
INS y p.Val264fs en el gen HNF1A. Por tanto, se identificé una diabetes monogénica en
al menos el 8% (2/23) de los pacientes pediatricos con clinica de diabetes tipo 1y
autoinmunidad negativa. Otros estudios publicados con enfoques diferentes, han
estimado una prevalencia comparable a la de nuestra cohorte (Rubio-Cabezas et al.,

2009; Gandica et al., 2015; Johansson et al., 2017; Ushijima et al., 2018).
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La variante patogénica p.Gly32Ser localizada en el gen INS, se trata de un cambio que
ha sido descrito previamente tanto en pacientes con diabetes neonatal permanente
(Stoy et al., 2007) como en pacientes con un inicio de diabetes durante la infancia, la
adolescencia o en la edad adulta (Bonfanti et al., 2009; Brahm et al., 2016; Wasserman
et al., 2016). El cambio sélo se encontrd en el indice de la familia y en este caso el

hallazgo genético no contribuyd a cambiar el tratamiento del paciente.

Por otro lado, la variante p.Val264fs, localizado en el gen HNF1A, se trata de un cambio
no descrito hasta el momento en la literatura. Tres miembros de la familia con
diabetes fueron portadores de la misma variante patogénica: el indice, su madre y su
hermano menor. El hallazgo genético permitié ajustar el tratamiento de la madre con
sulfonilureas y prescribir también sulfonilureas al hermano menor desde el inicio de la
enfermedad. Simultaneamente, se cambid el tratamiento del indice de insulina a
antidiabéticos orales. La madre y el hermano menor demostraron una respuesta
satisfactoria al tratamiento. Sin embargo, el indice, debido al aparente incumplimiento

de la terapia, mostré un control de la diabetes inestable.

En relacién a la variante p.His336Asp localizada en el gen HNF1B, no esta claro que sea
responsable de la diabetes en el paciente, ya que los datos publicados sobre esta
variante no muestran pruebas claras de patogenicidad (Weber et al., 2006; Karges et
al., 2007). Asimismo, en una publicacién reciente se ha clasificado como una variante
de significado incierto (Nicolaou et al., 2016). Es importante tener en cuenta que la
categorizacion de una variante en el momento del diagndstico esta basada,
fundamentalmente, en los registros de las bases de datos consultadas y en la literatura
disponible en el momento de la realizacidn del estudio. En revisiones posteriores, la
identificacion recurrente de una variante, variaciones en la frecuencia poblacional o
nuevos datos sobre la funcionalidad de un gen pueden ser determinantes para su

reclasificacion.

Las otras dos variantes raras encontradas, p.Gly31Asp en el gen HNF1A y p.Gly76Cys
en el gen HNF1B, han sido recientemente reclasificadas como posibles polimorfismos

(Chambers et al., 2016). Aunque el cambio p.Gly31Asp se describidé previamente en la
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literatura asociado a diabetes monogénica (Chevre et al., 1998), actualmente se
cuestiona la patogenicidad de esta variante atendiendo, por un lado, a la frecuencia
alélica de esta variante en la poblacion general europea (Colclough et al., 2013;
Flannick et al., 2013) y, por otro lado, a los estudios funcionales realizados que no
demuestran un claro deterioro de la funcionalidad de la proteina (Najmi et al., 2017).
Ademas, nuestro estudio familiar mostrd que la variante la heredd el indice de su
madre sana. Por lo tanto, en base a esta informacién, interpretamos la variante

p.Gly31Asp como una variante probablemente benigna.

La situacion es similar en el caso de la variante p.Gly76Cys localizada en el gen HNF1B
gue, aunque se describid inicialmente en la literatura asociada a diabetes monogénica
(Bellanné-Chantelot et al., 2005), se ha encontrado recientemente con una frecuencia
del 0,5% en poblacién espafiola sana (Dopazo et al., 2016) y superior al 8% en
poblacion norteafricana (Faguer et al., 2011; Madariaga et al., 2013). Esta frecuencia
alélica es superior a la esperada para una variante patogénica, teniendo en cuenta la
baja prevalencia estimada de diabetes monogénica en la poblacién. Ademas, nuestro
estudio familiar mostré que los progenitores sanos eran portadores de la variante, por
lo que de acuerdo a esta informacion interpretamos la p.Gly76Cys como una variante

probablemente benigna.

Por otra parte, nuestro estudio proporciona una evidencia adicional de que las
variantes patogénicas en el gen INS y en los genes que codifican proteinas que actdan
como factores de transcripcidn hepato-nucleares (HNF), juegan un papel decisivo en
pacientes pediatricos con diabetes insulinodependiente y anticuerpos negativos.
Asimismo, no se encontrd ninguna variante patogénica en el gen GCK a pesar de que
las variantes patogénicas en heterocigosis en este gen son las mas prevalentes en la
diabetes monogénica. No es un resultado inesperado, ya que estas variantes provocan
una diabetes moderada que no coincide con las caracteristicas clinicas tipicas de la

diabetes tipo 1 en las que se centré nuestro estudio.

Aparte de realizar el estudio genético a los 23 pacientes con autoinmunidad negativa,

también se realizd en los cuatro pacientes en los que sdlo se detectd el ZnT8A positivo.
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La ausencia de variantes patogénicas en estos cuatro pacientes, apoya los datos
recientemente publicados que confirman que el ZnT8A es otro autoanticuerpo que

sirve para identificar una diabetes autoinmune (Patel et al., 2018).

En la actualidad, la medicién de autoanticuerpos al debut se considera el mejor
biomarcador para discriminar entre diabetes tipo 1 y monogénica (McDonald et al.,
2011; Carlsson et al., 2020). No obstante, no podemos asegurar que no haya diabetes
monogénica entre los pacientes pediatricos con autoinmunidad positiva en el
momento del diagndéstico. De hecho, hay descritos casos aislados de pacientes en los
que coexisten diferentes tipos de diabetes (Ortega-Rodriguez et al., 2001; Bowden and
Hoffman, 2008; Calcaterra et al., 2012; Maltoni et al., 2012; Urbanova et al., 2013). Sin
embargo, teniendo en cuenta tanto nuestra propia experiencia como resultados de
estudios publicados recientemente (McDonald et al., 2011; Johnson, Ellis, et al., 2019;
Carlsson et al., 2020), el porcentaje de pacientes con autoinmunidad positiva y
diagndstico molecular de diabetes monogénica estd en torno al 1%, el mismo que el
esperado en la poblacion control. En contraste con estos resultados, un trabajo a gran
escala realizado en poblacién alemana y austriaca sobre caracteristicas clinicas de
pacientes pediatricos con MODY y con diabetes tipo 2, encuentra una prevalencia de
autoanticuerpos positivos en pacientes con MODY del 17% (Schober et al., 2009). Este
dato podria estar sobreestimado ya que en este trabajo el diagnéstico de MODY no
estd confirmado por pruebas genéticas en el 20% de los pacientes estudiados. Por
tanto, es muy probable que los pacientes con autoinmunidad positiva de este estudio,

sufran realmente una diabetes tipo 1 y no una monogénica.

Otro hallazgo importante de este trabajo de investigacién, es que los datos clinicos y
analiticos de los pacientes con diabetes y sin autoinmunidad detectable en nuestra
cohorte apoyaron el diagndstico de diabetes tipo 1 vy, salvo por la ausencia de

autoanticuerpos, no sugerian especificamente una diabetes monogénica.

El péptido C es una corta cadena de 31 aminoacidos que forma parte de la molécula de
proinsulina. En el procesamiento de la proinsulina a insulina, es escindido y liberado a

la sangre por la célula B-pancredtica junto con la Insulina en cantidades
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equimoleculares. Por esta razén, su medicidon es ampliamente utilizada como medida
del funcionamiento de la célula B-pancreatica del paciente con diabetes. Asi, los
valores bajos en suero de péptido C medido en ayunas al inicio de la enfermedad
(menores de 0,2 nmol/l) denotan una baja produccidon enddgena de insulina y se
correlacionan con una diabetes tipo 1 (Leighton, Sainsbury and Jones, 2017). En
nuestra cohorte, el 55% (11/20) de los nifios con autoinmunidad negativa tuvieron
niveles bajos de péptido C junto con hiperglucemia en el momento del diagndstico. La
presencia de niveles ligeramente mas altos en el resto de los pacientes podria estar
relacionada con una mayor reserva pancreatica al inicio de la enfermedad. En una
publicacidn reciente, se ha propuesto que la presencia de péptido C en suero medido
al azar transcurridos mds de 6 meses desde el diagndstico, puede ser un buen
marcador para identificar, entre los pacientes con diabetes sin autoinmunidad
detectable, los posibles casos a los que se deberia de realizar un estudio genético para
descartar MODY (Majidi et al., 2018). No obstante, el periodo en el que un paciente
pedidtrico puede disponer de reserva pancreatica después del diagndstico de la
diabetes puede prolongarse hasta mas de 6 afos (Sgrensen et al., 2013; Shields et al.,
2018) lo que puede interferir en la interpretaciéon de los resultados del analisis de
péptido C y sospechar de una forma monogénica de diabetes cuando realmente no lo

es.

Por otro lado, sdlo se encontré entre los participantes dos pacientes con obesidad
(pacientes 2 y 8) en los que se podria haber sospechado que padeciesen una diabetes
tipo 2. Sin embargo, la probabilidad de que se hubiese tratado de una diabetes tipo 2
se descartd ya que es una enfermedad muy poco frecuente en pediatria en caucasicos
(Aguayo et al., 2013; Reinehr, 2013). Ambos pacientes eran caucdsicos, con padres
sanos, con sintomas claros de diabetes en el momento del diagndstico, niveles no
demasiado altos de péptido C y ninguna evidencia clinica o analitica de resistencia a la

insulina. Ademas, uno de ellos tenia tiroiditis autoinmune.

Aunque la ausencia de autoanticuerpos pancreaticos positivos sugiere una diabetes
monogénica, atendiendo a los datos clinicos y analiticos de los pacientes en los que no

pudimos detectar autoinmunidad, no se debe descartar definitivamente un
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diagnodstico de diabetes tipo 1. Es posible que en estos pacientes exista una respuesta
autoinmune contra antigenos de las células B-pancraticas no identificados hasta el
momento (Massa et al., 2013; Andersson et al., 2014) o incluso en algunos pacientes
con autoinmunidad levemente positiva, ésta podria no haber sido detectada por un
problema de sensibilidad de los ensayos. Este error se minimizé en nuestro estudio
gracias a la medicion combinada de cuatro anticuerpos pancredticos para el
diagndstico, logrando una tasa de deteccidn de autoinmunidad del 94,3% al inicio de la
enfermedad comparable a la mayor parte de los estudios sobre diabetes tipo 1 en

pediatria resefiados en la literatura (Atkinson, Eisenbarth and Michels, 2014).

Un hallazgo interesante relacionado con los datos clinicos fue que, entre los pacientes
con autoinmunidad negativa, se encontré un numero de casos significativamente
menor de cetoacidosis en el momento del diagndstico, lo que reflejé un comienzo
menos agresivo de la diabetes en este subconjunto de pacientes. Los factores que
intervienen en el desarrollo de la cetoacidosis aun no estan claros. Una publicacidn
reciente ha encontrado una correlacion directa entre el nimero de autoanticuerpos
positivos y la gravedad de la cetoacidosis (Niechciat et al., 2018), lo que apoyaria la
relacion de este parametro con la intensidad de la destruccién de las células
B-pancredticas. lgualmente, otros trabajos han encontrado un mayor riesgo de
cetoacidosis asociado a diferentes autoanticuerpos especificos (Niechciat et al., 2018;
Vicinanza et al., 2019). Sin embargo, la mayoria de los datos publicados no encuentran
diferencias en las tasas de cetoacidosis y la presencia o ausencia de autoinmunidad
(Ostman et al., 2000; Bravis et al., 2018), lo que corroboraria mas la relacién de la

cetoacidosis con el diagndstico tardio que con la expresidon de la antigenicidad.

Aparte de la cetoacidosis, menos presente en pacientes con autoinmunidad negativa,
nuestro estudio no tuvo la capacidad de encontrar otras diferencias clinicas entre
pacientes con autoinmunidad positiva y negativa, y entre portadores y no portadores
de variantes patogénicas, probablemente debido al reducido nimero de pacientes con

estas caracteristicas particulares.
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3. EL HLA-DRB1 COMO MARCADOR EN LA SELECCION DE PACIENTES A LOS QUE
REALIZAR UN ESTUDIO GENETICO PARA DESCARTAR DIABETES MONOGENICA

La etiologia de la diabetes tipo 1 es hasta el momento desconocida, pero las evidencias
acumuladas durante los ultimos afios apuntan hacia un origen multifactorial de la
enfermedad, en la que estarian involucrados tanto factores genéticos como
ambientales. Aunque presenta un patrén de herencia poligénico desconocido, se sabe
que los genes con mayor influencia en la susceptibilidad a desarrollar esta patologia
estan localizados en el cromosoma 6, en concreto, en la regidon HLA que codifica los
antigenos leucocitarios humanos (Atkinson, Eisenbarth and Michels, 2014). Teniendo
en consideraciéon este hecho, se planted como ultimo objetivo del trabajo valorar la
utilidad del genotipo HLA-DRB1 como marcador que ayude a seleccionar, entre los
pacientes pedidtricos con diabetes y autoinmunidad negativa, a los que se podrian
beneficiar de un estudio genético orientado al diagndstico de diabetes monogénica vy,

de esta forma, evitar hacer estudios genéticos innecesarios.

Es un hecho bien documentado que los alelos HLA de clase Il se asocian a la diabetes
tipo 1, pero las variaciones significativas en las frecuencias de los alelos HLA entre
diferentes poblaciones, hace que la asociacién con la diabetes tipo 1 sea diferente
entre los grupos étnicos. Como consecuencia, la evaluacion del riesgo a la enfermedad
en poblaciones afroamericanas (Noble et al., 2013), difiere de la evaluacién del riesgo
en poblaciones europeas (Erlich et al., 2008) o en poblaciones asiaticas (lkegami et al.,
2008). Por ejemplo, el haplotipo “DR3” especifico africano, DRB1*0302-DQA1*0401-
DQB1*0402, que es protector para la diabetes tipo 1 en esta poblacién, contrasta con
el comun y altamente susceptible “DR3” en caucasicos, DRB1*0301-DQA1*0501-
DQB1*0201. En asiaticos, la baja frecuencia de los haplotipos DRB1*0301-DQB1*0201
y DRB1*0401-DQB1*0302 fuertemente asociados a diabetes tipo 1 en caucdsicos, no
dan susceptibilidad a diabetes, mientras que los haplotipos DRB1*0405-DQB1*0401 y
DRB1*0901-DQB1*0303, practicamente ausentes en caucasicos, contribuyen a la

susceptibilidad a diabetes tipo 1 en esta poblacion.
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Asimismo, el riesgo que confiere el locus DRB1 puede estar influenciado por la
variacion alélica en otros loci HLA (fendmeno conocido en genética como interaccién
epistatica). Esta interaccidn se pone en evidencia en un trabajo publicado en 2008 por
Erlich et al. en el que mediante un estudio de asociacion tipo AFBAC con 607 familias,
se determinan los haplotipos HLA de riesgo (DRB1-DQA1-DQB1) en caucdsicos (Erlich
et al., 2008). Asi, el analisis de asociacion muestra que el haplotipo DRB1*0401-
DQA1*0301-DQB1*0302 presenta una OR de 8,3 a favor de la diabetes tipo 1, mientras
que el DRB1*0401-DQA1*0301-DQB1*0301 presenta una OR de 0,35. Ambos
haplotipos se diferencian en el alelo DQB1, por lo tanto, el DQB1*0302 es un alelo que
de alguna forma modula la susceptibilidad del DRB1*0401. Sin embargo, al comparar
el riesgo del haplotipo DRB1*0401-DQA1*0301-DQB1*0302 (OR = 8,3) con el haplotipo
DRB1*0403-DQA1*0301-DQB1*0302 (OR = 0,27), que sélo se diferencian en el alelo
DRB1, constata el riesgo que confieren los alelos DRB1. Estas comparaciones
evidencian la importancia de ambos alelos DRB1 y DQB1 para determinar el riesgo de

diabetes tipo 1.

Teniendo en cuenta estos aspectos, el primer paso que se dio para valorar la utilidad
del genotipo HLA-DRB1 como marcador diferenciador de diabetes en pediatria, fue el
de identificar los alelos HLA-DRB1 asociados a diabetes tipo 1 en nuestra cohorte. Este
estudio se ha centrado exclusivamente en la susceptibilidad que confiere el locus
HLA-DRB1 sin tener en cuenta la posible accién epistatica de otros genes ligados a él.
No obstante, se ha llevado a cabo una caracterizacién molecular de alta resolucién que
ha permitido diferenciar los alelos que incluye cada grupo genérico y que pueden

presentar diferente grado de susceptibilidad.

El analisis de los resultados del estudio de asociacién tipo AFBAC en nuestra cohorte,
apoyaron la asociacién con la diabetes tipo 1 de los alelos DR3 y DR4 descrita en
poblaciones caucasicas (Erlich et al.,, 2008). En el caso del grupo genérico DR3
solamente se detectd un alelo, el *0301, situacién muy diferente a la del grupo DR4 en
la que la caracterizacién de alta resolucion diferencid siete alelos. La comparacion de
cada alelo DR4 frente al resto de alelos dentro del mismo grupo genérico, puso en

evidencia el comportamiento atipico del alelo DRB1*0403 que no se asocié al
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desarrollo de diabetes, como ya se ha descrito previamente en otras poblaciones
caucasicas (Escribano-De-Diego et al., 1999; Erlich et al., 2008; Soria et al., 2008). Otros
alelos que también estuvieron mas representados en el grupo de alelos no-diabéticos
fueron el *0407 y el *0411 pero, a diferencia del alelo *0403, las diferencias no
presentaron significaciéon estadistica, posiblemente debido a la escasa representacién
que tuvieron estos alelos en nuestra cohorte. El resto de los alelos DR4, *0401, *0402,
*0404 y *0405 estuvieron mas representados en el grupo de alelos diabéticos. En
nuestro estudio, que sélo implica al locus DRB1, no se pudo diferenciar el haplotipo
DRB1*0401-DQA1*0301-DQB1*0301 que no confiere susceptibilidad en caucasicos
(Erlich et al., 2008). Sin embargo, entre todos los alelos DR4 de nuestra cohorte, es
precisamente el *0401 el que mostrd una mayor asociacién con la enfermedad, por lo
gue es posible que el haplotipo DRB1*0401-DQA1*0301-DQB1*0301 esté poco

representado en nuestra muestra poblacional.

Tras definir los alelos de riesgo en nuestra cohorte, se procedid a la comparacion de las
frecuencias de los genotipos HLA-DRB1 entre pacientes pedidtricos con diabetes tipo 1
y pacientes con diabetes monogénica. Los resultados de la comparacién mostraron
diferencias significativas. Los genotipos HLA-DRB1 con dos alelos de riesgo (DR3 y/o
DR4) fueron considerablemente mas frecuentes en pacientes con diabetes
autoinmune que en pacientes con diabetes monogénica vy, al contrario, la proporcién
de genotipos HLA-DRB1 sin alelos de riesgo (ni DR3, ni DR4) fue marcadamente inferior
en pacientes con diabetes tipo 1. Por otro lado, la distribucién de los genotipos HLA-
DRB1 fue similar entre los pacientes con diabetes monogénica y la poblacion control.
Este hecho demuestra que, a diferencia de la diabetes tipo 1, el desarrollo de las
formas monogénicas de diabetes no estd asociado con el genotipo HLA-DRB1 del

paciente.

Estos resultados sugirieron que podria ser interesante genotipar el HLA-DRB1 de un
paciente con diabetes y autoinmunidad negativa antes de plantear un estudio genético
orientado a descartar alguna variante patogénica causante de su enfermedad. Asi,
teniendo en cuenta las diferencias anteriormente sefialadas, lo mas probable es que el

paciente con dos alelos HLA-DRB1 de riesgo haya desarrollado una diabetes tipo 1
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aunque no se haya podido detectar la autoinmunidad y, por tanto, la prueba genética
no deberia realizarse, salvo que lo indicaran otros datos clinicos y/o analiticos
disponibles. Del mismo modo, la ausencia de alelos HLA-DRB1 de riesgo en el paciente,
indicaria que es mas probable que se trate de una diabetes monogénica y, por tanto,
seria conveniente proponer un estudio genético para completar el diagndstico. La
presencia de un uUnico alelo de riesgo no es una caracteristica suficiente para
diferenciar entre ambos tipos de diabetes ya que, aunque la presencia de este
genotipo es mayor en la diabetes autoinmune, esta presente también de una manera

significativa en la diabetes monogénica.

El genotipado del HLA-DRB1 en los 23 pacientes con autoinmunidad negativa
detectados en nuestra cohorte, no muestra diferencias en el perfil HLA entre los que
tienen una diabetes monogénica confirmada (2 casos) y los que no la tienen (21 casos).
De hecho, el paciente que porta una variante patogénica en el gen INS tiene un alelo
HLA-DRB1*04 de riesgo y otro HLA-DRB1*06 que no da riesgo (0405/1401), y el
portador de la variante patogénica en el gen HNF1A tiene dos alelos HLA-DRB1 de
riesgo, un HLA-DRB1*03 y un HLA-DRB1*04 (0301/0402). Por tanto, a pesar de la
diferencia claramente demostrada del perfil HLA entre la diabetes autoinmune y la
monogénica, a la vista de los resultados obtenidos en nuestra cohorte, la eficacia del
HLA-DRB1 considerado de forma aislada para seleccionar, entre los pacientes con
clinica de diabetes tipo 1 y autoinmunidad no detectable, a quiénes hacer un estudio
genético para descartar una forma monogénica de diabetes, es muy débil. Esto podria
deberse a que el perfil HLA-DRB1 de pacientes con diabetes monogénica no es
diferente al de la poblacion control, donde existe un bajo porcentaje de personas
sanas con dos alelos HLA de riesgo. No obstante, como la presencia de dos alelos de
riesgo HLA-DRB1 aumenta la probabilidad de desarrollar diabetes autoinmune, no
podemos descartar la posibilidad de que el paciente portador de la variante
patogénica en HNF1A, que ademas tiene dos alelos de riesgo HLA-DRB1, pueda
también desarrollar diabetes autoinmune en el futuro. De hecho, hay descritos casos
aislados de pacientes en los que coexisten diferentes tipos de diabetes (Ortega-
Rodriguez et al., 2001; Bowden and Hoffman, 2008; Calcaterra et al., 2012; Maltoni et
al., 2012; Urbanova et al., 2013).
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Ademas, es importante tener en cuenta que en nuestra cohorte el tamafio de la
muestra es insuficiente para poder confirmar o desestimar la utilidad del HLA-DRB1
como biomarcador en este tipo de pacientes, y es probable que la escasa validez del
marcador que se ha encontrado en este estudio concreto sea el reflejo del pequefio
tamafio de la muestra. Un estudio de reciente publicacién, aunque también con un
reconocido tamafio de muestra insuficiente, corrobora nuestro resultado (Majidi et al.,
2018). En consecuencia, se puede deducir que es de suma importancia no considerar la
informacién del genotipo HLA-DRB1 de un paciente de una forma aislada, sino que
siempre hay que tener en cuenta todos los datos clinicos y analiticos disponibles para
apoyar la decisién de incluir o no al paciente en un estudio genético orientado al

diagnodstico de diabetes monogénica.

Igualmente, para el correcto uso del HLA como marcador para seleccionar pacientes a
los que hacer un estudio genético, es también muy importante tener en cuenta la
posible existencia de diabetes tipo 2 en la poblacidn, ya que es poco probable que el
HLA-DRB1 pueda desempeiar algin papel en la discriminacién entre diabetes
monogénica y diabetes tipo 2. Los resultados de este estudio se pueden extrapolar a
otras poblaciones pediatricas caucasicas, porque la prevalencia actual de diabetes tipo
2 en poblacion juvenil caucasica es muy baja (Bahillo-Curieses et al., 2012; Aguayo et
al., 2013). Sin embargo, este marcador debe aplicarse con cautela al considerar otros
grupos étnicos o poblaciones adultas donde la diabetes tipo 2 es mas prevalente.
Ademas, no hay que olvidar el aspecto comentado al comienzo de este apartado de la
discusién y es que las frecuencias de los alelos HLA varian entre etnias lo que puede
hacer que la asociacién con la diabetes de tipo 1 no sea la misma dependiendo de la

poblacién estudiada.
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4. FORTALEZAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La principal fortaleza de este estudio es la buena caracterizacion de la cohorte de 400
pacientes pedidtricos con diabetes tipo 1 basada en la combinacidn de cuatro ensayos
de autoanticuerpos, el principal marcador de autoinmunidad descrito hasta el
momento. Los ensayos estdn validados en programas de estandarizacién
internacionales con buenos resultados de sensibilidad y especificidad. Este hecho nos
permitié definir con precision el grupo de pacientes con autoinmunidad negativa que

fue el objetivo principal de la prueba molecular.

Otro aspecto que le da solidez a los resultados es el enfoque que se dio al estudio
genético utilizando nuevas tecnologias de secuenciacion masiva, lo que permitio
extender la busqueda de variantes genéticas a los doce genes mas frecuentes
relacionados con diabetes monogénica. Sin embargo, no se excluye por completo la
posibilidad de que entre los pacientes con autoinmunidad negativa pueda haber
alguno que sea portador de una variante patogénica en otro gen conocido que no haya
sido incluido en el panel, o incluso en algln otro gen que aun no haya sido identificado

como causante de una diabetes monogénica.

En resumen, en este estudio se demuestra que el ZnT8A es un autoanticuerpo a tener
en cuenta para mejorar el diagndstico de la diabetes autoinmune en pediatria,
especialmente en adolescentes. Asimismo, un hallazgo de suma importancia es que al
menos el 8% de los pacientes pediatricos con sospecha de padecer una diabetes tipo 1
pero con autoinmunidad indetectable, tienen realmente una diabetes monogénica y
pueden beneficiarse de un tratamiento personalizado y de un adecuado consejo
genético que defina el riesgo que tienen las generaciones posteriores de padecer la

enfermedad.

Es importante resaltar que los dos pacientes de nuestra cohorte diagnosticados de
diabetes monogénica tras el estudio genético, habian sido previamente diagnosticados
de diabetes tipo 1. En estos dos casos particulares, salvo por la ausencia de

autoinmunidad, ni los datos clinicos ni el HLA-DRB1 ayudaron a diferenciar la diabetes
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monogénica. De hecho, ambos pacientes portaban alelos HLA-DRB1 de riesgo para
diabetes tipo 1, en un caso un alelo de riesgo (DR4/DRX) y en el otro dos (DR3/DR4).
Esta situacidon peculiar nos permite tener una idea de la importancia de no considerar
la informacién del genotipo HLA-DRB1 de una forma aislada, sino que siempre hay que
evaluar todos los datos clinicos y analiticos disponibles para apoyar la decisiéon de
incluir o no al paciente en un estudio genético orientado al diagndstico de diabetes
monogeénica, y asi poder beneficiar al paciente del correcto diagndstico de la
enfermedad. De todas formas, ante la imposibilidad de diferenciar eficazmente en el
momento del diagndstico una diabetes monogénica con los biomarcadores hasta
ahora conocidos, en todos los pacientes pediatricos con diabetes y autoinmunidad
negativa para los cuatro autoanticuerpos (IAA, GADA, IA2A y ZnT8A analizados al debut
con técnicas debidamente estandarizadas), podria plantearse hacer un estudio

genético para descartar una forma monogénica de diabetes.
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1.

El radioinmunoensayo desarrollado en este trabajo para la deteccién del
autoanticuerpo ZnT8A presenta una buena relacién de sensibilidad y especificidad,
comparable a las de los ensayos evaluados en el programa internacional de
estandarizacién de autoanticuerpos celebrado en 2018, lo que demuestra la validez

de nuestra técnica.

. La incorporacion del andlisis de ZnT8A al conjunto tradicional de autoanticuerpos

empleados para la deteccion de autoinmunidad incrementa la sensibilidad
diagnodstica de la diabetes tipo 1, especialmente en adolescentes. En esta franja de

edad el ZnT8A es el segundo autoanticuerpo mas prevalente.

. El autoanticuerpo ZnT8A puede ser un buen marcador de autoinmunidad en los

nifios mayores y los adolescentes, ya que su frecuencia muestra una correlacion
directa con la edad al diagndstico, de forma similar a los GADA y contraria al patrén
detectado en los IAA, que son mds prevalentes en los nifios de menor edad. La

frecuencia de IA2A positivo no varia con la edad al diagnéstico de la diabetes.

. La utilizacién combinada de los cuatro ensayos de detecciéon de autoanticuerpos

(IAA, GADA, 1A2A y ZnT8A) permite detectar autoinmunidad, con una especificidad

del 100%, en un 94% de la poblacién pediatrica con diabetes.

. Respecto a la tecnologia de secuenciacidon masiva desarrollada para el diagnéstico

de diabetes monogénica, el panel de genes ha demostrado ser un método eficiente
y fiable en el diagndstico de esta patologia, con una buena sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad para cambios puntuales y pequeiias inserciones o

deleciones.

. Al menos un 8% de pacientes pediatricos con sospecha de diabetes tipo 1 y

autoinmunidad indetectable es portador de wuna variante patogénica en

heterocigosis causante de diabetes monogénica. El conocimiento de la etiologia de
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la enfermedad, ha permitido personalizar el tratamiento y realizar un adecuado
consejo genético. Asimismo, la ausencia de variantes patogénicas en los cuatro
pacientes con solo ZnT8A positivo, confirma que el ZnT8A es otro autoanticuerpo

con valor predictivo y diagndstico en la diabetes autoimmune.

. En nifos y adolescentes caucdsicos la presencia de dos alelos HLA-DRB1 de riesgo
aumenta la probabilidad de desarrollar una diabetes autoinmune y su ausencia la
disminuye. No obstante, la informacidn que proporciona el genotipo HLA-DRB1
sobre el tipo de diabetes de un paciente debe considerarse como una informacion
adicional a otros datos clinicos y analiticos, ya que el HLA-DRB1, analizado de forma
aislada, no ha conseguido diferenciar la diabetes monogénica en los pacientes

pediatricos con diabetes y autoinmunidad negativa de nuestra cohorte.
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Abstract

Objective

The aim of this study was to determine the frequency of susceptible HLA-DRB1 alleles for
type 1 diabetes in a cohort of pediatric patients with a confirmed genetic diagnosis of
MODY.

Materials and Methods

160 families with a proband diagnosed with type 1 diabetes and 74 families with a molecular
diagnosis of MODY (61 GCK-MODY and 13 HNF1A-MODY) were categorized at high defi-
nition for HLA-DRB1 locus. According to the presence or absence of the susceptible HLA-
DRB1 alleles for type 1 diabetes, we considered three different HLA-DRB1 genotypes: 0
risk alleles (no DR3 no DR4); 1 risk allele (DR3 or DR4); 2 risk alleles (DR3 and/or DR4).

Results

Compared with type 1 diabetes, patients with MODY carried higher frequency of 0 risk
alleles, OR 22.7 (95% CI: 10.7—48.6) and lower frequency of 1 or 2 risk alleles, OR 0.53
(95% CI: 0.29-0.96) and OR 0.06 (95% CI: 0.02-0.18), respectively.

Conclusions

The frequency of HLA-DRB1 risk alleles for type 1 diabetes is significantly lower in patients
with MODY. In children and adolescents with diabetes, the presence of 2 risk alleles (DR3
and/or DR4) reduces the probability of MODY diagnosis, whereas the lack of risk alleles
increases it. Therefore, we might consider that HLA-DRB1 provides additional information
for the selection of patients with high probability of monogenic diabetes.
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Introduction

Diabetes mellitus represents a group of metabolic disorders characterized by increased levels
of blood glucose resulting from defects in insulin secretion, insulin action, or both.

Type 1 diabetes mellitus develops primarily in youth as a result of autoimmune destruction
of the pancreatic beta-cells and is characterized by absolute insulin deficiency. In this disorder,
glutamic acid decarboxylase (GADA), tyrosine phosphatase (IA2A), zinc transporter 8
(ZnT8A) and insulin autoantibodies (IAA) are currently recognized as autoimmune process
markers [1, 2], The pathogenesis of the disease is determined by complex interactions between
several genetic loci and environmental factors. The first genetic contribution strongly associ-
ated with type 1 diabetes was found within the HLA region on chromosome 6p21. Susceptibil-
ity to, and protection against development of autoimmune diabetes are associated with the
highly polymorphic sequences of the HLA class IT genes. The strongest susceptibility haplo-
types described are HLA DRB1°03-DQA1°0501-DQB1°0201 and HLA
DRB1'04-DQA170301-DQRB1°0302 especially when both are present in the genotype, [3]

Maturity-onset diabetes of the young (MODY) refers to the most common form of mono-
genic diabetes characterized by early onset (usually before age 25), non-autoimmune diabetes
with autosomal dominant inheritance and additional features unique to different MODY sub-
types [4]. Although more than 10 different genes have been associated with MODY, mutations
in the GCK and HNF1A genes are the most frequent causes of MODY in all populations stud-
ied, including the Spanish population. They account for approximately 80% of the cases [53, 6].

MODY can be undiagnosed or misdiagnosed as type 1 or type 2 diabetes [7]. Genetic test-
ing to confirm the clinical diagnosis of MODY has important implications in patient manage-
ment such as changes in treatment, improvement in the glycemic control avoiding
complications and identification of asymptomatic family members [8].

As molecular genetic testing is expensive and arduous it should be limited to those cases
more likely to be MODY [9]. In the last few years several analytical tests have been proposed in
order to improve the selection of patients to whom the genetic study should be applied [10-
14]. However, none of the markers described so far are able to differentiate definitely between
these 2 distinct types of diabetes [15, 16].

The aim of this study was to identify susceptible HLA-DRBI alleles for type 1 diabetes in a
Spanish youth population and to determine their frequency in a cohort of pediatric patients
with a confirmed genetic diagnosis of MODY,

Materials and Methods
Patients

This study included two different groups of Spanish pediatric patients with diabetes. The first
group consisted of 160 unrelated families, comprising a new onset patient with type 1 diabetes
and their parents. Diagnosis of the disease was done according to the World Health Organiza-
tion (WHO) criteria [17]. All patients with type 1 diabetes (average onset age 8.8 + 3.9 years)
were positive for one or more of the measured pancreatic autoantibodies (IAA, GADA and
1A2A) determined in serum at diagnosis, using previously described standardized radio-assays
[1].

The second group consisted of 74 unrelated families, comprising a new onset patient with
MODY (61 GCK-MODY and 13 HNFIA-MODY} and their parents. All GCK-MODY (average
onset age 9.2 + 5.4 years) and HNFIA-MODY (average onset age 14.2 + 3.8 years) new onset
cases had negative pancreatic autoantibodies. Characteristics of the study population are
shown in Table 1.
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The study was approved by the Clinical Research Ethics Committee (CEIC) from Cruces Uni-
versity Hospital, and written informed consent was obtained from all subjects or their parents.

Genotyping Methods

DNA extraction was performed with QiAamp DNA blood kit {Qiagen, Hilden, NRW, Ger-
many) according to manufacturer’s protocol.

HLA-DRBI typing. Polymerase chain reaction sequence-specilic oligonucleotide method
(PCR-8S0) combined with Luminex technology was carried out using LABType RSSOH2B1
(HLA-DRB1-HD) commercial kit (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, USA). The protocol
comprised the DNA amplification process using a group specific primer, hybridization with
sequence-specific oligonucleotide probes (S5O}, reading on a special device (LABScan™100)
and software interpretation (HLA Fusion™). All procedures were performed according to man-
ufacturers’ instructions.

Mutation screening. Genetic testing for mutations in GCK and HNF1A genes was per-
formed by bidirectional Sanger sequencing {ABI 3130 xI Genetic Analyser, Applied Biosys-
tems) as described [6].

Statistical Analysis

T'o identify susceptible HLA-DRBI alleles for type 1 diabetes in our population, an AFBAC
study was performed. From the four parental HHLA-DRBI alleles in cach family, those never
transmitted to a member with type 1 diabetes were categorized as “non-diabetic alleles”, and
those carried by patients with type 1 diabetes were classified as “diabetic alleles”.

To compare the distribution of HLA-DRBI genotypes between MODY and type 1 diabetes,
a case-control study was performed considering the new onset patients with MODY and with
type 1 diabetes.

To compare the distribution of HLA-DRBI genotypes between MODY patients and control
subjects, a case-control study was performed. In this case, GCK-MODY or HNF1A-MODY
mutation carriers were compared with healthy family members who did not carry the muta-
lion (healthy controls), ensuring that there was no filial relationship (wives and husbands)
among these individuals.

Frequencies were compared using Pearson s chi-square analysis and Fisher exact test when
necessary. The significance level was defined as p<0.05. We evaluated the results using SPSS
software {version 21; SPSS Inc., Chicago, IL).

Results

The distribution of the frequencies of diabetic and non-diabetic HHLA-DRBI alleles in Spanish
youth population is shown in Fig 1. Our dataset showed an increase of DR3 and DR4 alleles in

Table 1. Characteristics of the population Included In the study stratified by HLA-DRB1 genotype. Data are shown as % crmean + SD; T1D, type 1
diabetes; n/a, not applicable; DRX, corresponds to any HLA-DRB1 allele different from DR3 and DR4; DRB1*0403 allele is considered DRX.

T1D(n = 160) MODY (n =74) Controls (n = 75)

B Females ) 53.7 56.7 49.3

Age at diagnosis (years) 8.813.9 100159 nfa

2risk alleles DR3/DR4 27.5 | 2.7 1.3

DR3/DR3 13.7 0.0 0.0

DR4/DR4 6.9 2.7 0.0

1risk allele DRIDAX | 25.6 162 187

DR4/DRX 18.7 13.5 17.3

0 risk alleles DRX/DRX 7.5 64.9 62.7

doi:10.1371/journal pone.0169382.t001
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Fig 1. Distribution of the frequencies of diabetic and non-diabetic HLA-DRB1 alleles in the Spanish
population. DR2 {DRB1*15, DRB1*16); DR5 (DRB1*11, DRB1*12); DR6 (DRB1* 13, DRB1*14). Asterisks
indicate cases in which differences in the allelic frequency are significant * 2<0.001.

doi:10.1371/journal. pane.0169389.0001

the diabetic alleles group compared with the non-diabetic ones, OR 5.41 (95% CI: 3.48-8.44)
and OR 3.40 (95% CI: 2.19-5.31), respectively. On the contrary, DR2, DR5, DR6 and DR7 alle-
lic frequencies were higher in the non-diabetic alleles group, OR 0.19 {95% CI: 0.06-0.48); 0.14
(0.06-0.32); 0.31 (0.18-0.53); 0.40 (0.23-0.70), respectively.

Among the most prevalent HLA-DRB104 subtypes, “0401, *0402, *0404 and “0405 were
more represented in the diabetic alleles group. Conversely, subtype "0403 was more repre-
sented in the non-diabetic alleles group (12/35, 34.3%) than in the diabetic alleles group
(37102, 2.9%) p<0.001. Due to the fact that *0403 did not confer susceptibility to type 1 diabe-
tes, OR 0.06 (95% CI: 0.01-0.25), the *0403 allele is excluded from the DR4 alleles group in the
subsequent analysis.

HLA-DRB1 genotype frequency distribution in patients with type 1 diabetes, patients with
MODY and healthy controls is shown in Fig 2. Depending on the presence or absence of the sus-
ceptible alleles for type 1 diabetes, DR3 and DR4, we have grouped the genotypes in 3 categories:
0 risk alleles {(no DR3 no DR4 present); 1 risk allele (only one allele DR3 or DR4 is present); 2
risk alleles (individuals homozygous for DR3 or DR4, or DR3-DR4 heterozygous). As shown in
Fig 2A, the distribution of [requencies of the HILA-DRBI genotypes was significantly different
in MODY compared to patients with type 1 diabetes (p<:0.001). In this case, the comparison of
each of the HLA-DRBI genotypes versus the remaining categories, showed that the frequency of
genotypes with two risk alleles was significantly lower in MODY than in patients with autoim-
mune diabetes, OR 0.06 (95% CI: 0.02-0.18). Furthermore, the frequency of genotypes carrying
a single risk allele was also lower in MODY patients, OR 0.53 {95% CI: 0.29-0.96). A remarkable

PLOS ONE | DOI:10.1371/Journal.pone.0169389  January 4, 2017 419
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Fig 2. Distribution of HLA-DRB1 genotypes in patients with type 1 diabetes, patients with MODY and
control subjects. 0 risk alleles (no DR3 no DR4); 1 risk allele (DR3 or DR4); 2 risk alleles (DR3/3, DR4/4 or DR3/
4). (A) Two groups are compared: probands with MODY (n = 74) and probands with type 1 diabetes (n = 160).
HLA-DRB1 genotype frequencies differed significantly between groups (p<0.001). Comparisons of each of the
genotypes separately showed significant differences in all cases **p<0.001, *p<0.03. (B) Two groups are
compared: patients with MODY (n = 63) and healthy controls {n = 75). There were no significant differences
between groups (p = 0.067).

doi:10.1371/ournal.pone.0169389.9002

higher proportion of MODY patients carried genotypes without risk alleles when compared
with patients with type 1 diabetes, OR 22.77 (95% CI: 10.7-48.6). There were no significant dif-
ferences in the IHLA-DRBI genotype frequency distribution between MODY patients and
healthy controls (p = 0.067) Fig 2B.

To examine the validity of HLA-DRB1 genotyping in the selection of pediatric patients for
genetic study of MODY, we categorized the groups as associated with MODY, when one or no
risk alleles were present, and as associated with type 1 diabetes, when two risk alleles were pres-
ent. This test showed a sensitivity of 94.6% with a specificity of 48.1% when discerning MODY
from type 1 diabetes, The positive prediclive value for the identification of MODY was 45.8%
for one or no risk allele and the negative predictive value was 95.1% for two risk alleles. The
test accuracy to detect monogenic diabetes was 62.8%

Discussion

Our data support the association of DR3 and DR4 alleles with type 1 diabetes and also the pro-
tective role of the DRB1*0403 allele, as already described in Caucasian populations [3, 18, 19].
Furthermore, the HLA-DRBI genotype distribution is similar between MODY and control
subjects. This fact provides evidence that, unlike type 1 diabetes, the development of MODY is
not associated with HLA-DRBI1 genotype.

The difference in HLA-DRB1 genotype distribution between MODY and type 1 diabetes is
especially remarkable when patients carry two risk alleles (5.4% MODY vs, 48.1% type 1 diabe-
tes) or none (64.9% MODY vs. 7.5% type 1 diabetes). When only one risk allele is present, the
difference has less importance (29.7% MODY vs. 44.3% type 1 diabetes) so the presence ofa
single risk allele is not conclusive to differentiate between autoimmune diabetes and MODY

PLOS ONE | DOI:10.1371/Joumnal.pone.0169389  January 4, 2017 5/9
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and for this reason HLA-DRB1 genotyping has the low specificity shown before (48.1%).
Other clinical and/or analytical data should be considered to achieve a better specificity.

These results suggest it might be interesting to perform HLA-DRBI test before initiating
the genetic study of MODY: as two risk alleles are present in just 5% of patients with mono-
genic diabetes, in this case genetic testing for MODY should be performed only if other clinical
and/or analytical data suggest it. In the same way, the lack of risk alleles is found in just 7.5% of
patients with type 1 diabetes. In this case, the possibility of proposing an unnecessary genetic
study is low and we would recommend doing it. For the accurate interpretation of the test, it is
imporlant to note that the low prevalence of MODY in children with diabetes, 1-3% [20],
shifts the diagnosis towards type 1 diabetes so that the presence of 2 risk alleles effectively rules
out MODY. For the same reason, the probability to mistakenly select a patient for a genetic
study increases. Nevertheless, to minimize this, it is of utmost importance to take into account
all the available clinical and analytical data to support the decision to include a patientin a
genetic study to confirm MODY.

Additionally, HLA-DRBI Lyping might be useful in particular situations when clinical and/
or analytical data are not conclusive. This can be the case when the family history of diabetes is
not available or a patient carries a de nove mutation. It has been recently published that the
prevalence of de nove mutations in MODY may be more frequent than previously assumed
[21], and in our data set it is 6.7%. This situation could discourage medical doctors to perform
genetic testing and therefore MODY could be misdiagnosed. Another particular situation
includes unavailability of serum at the onset of the discase and/for negative pancreatic autoanli-
bodies. Pancreatic autoantibody screening at the onset of the disease is, so far, the most specific
test described for autoimmune diabetes differentiation. Although 10% of patients with type 1
diabetes may present negative pancreatic autoantibodies [5], we recommend this test as the
first step for the differentiation of MODY. This analysis has to be made close to the moment of
diagnosis because autoantibody titers decrease as a function of longer duration type 1 diabetes
[22]. Inability to detecl pancreatic autoantibodics could reject a type 1 diabeles diagnosis and
could suggest the possibility of being MODY. If antibodies are positive and the patient has evi-
dent clinical features of autoimmune diabetes, the diagnosis would be type 1 diabetes and
then, HLA-DRBI genotyping could just confirm it.

A two-SNPs screening test to identify the highest risk HLA genotype for patients with type
1 diabetes has been published [23]. This method could be used to replace HLA-DRB1 typing
even though it cannot identify the DR3 and DR4 homozygous genotypes that also confer a
remarkable risk to type 1 diabetes and it may not be accessible everywhere. On the contrary,
HLA typing is a well standardized technique in clinical practice, is available in most hospitals
in Spain and is able to identify all HLA-DRBI genotypes associated with type 1 diabetes.

There are several limitations of this study. It is well known that MODY can be misdiag-
nosed not only as type 1 but also as type 2 diabetes. Moreover, it is unlikely that HLA-DRBI
could play any role in discriminating MODY from type 2 diabetes. Thus, we could consider a
limitation in our study not having included a group of patients with type 2 diabetes in the anal-
ysis. However, the current prevalence of type 2 diabetes in our Caucasian youth population is
very low [24, 25]. Therefore, it is unlikely that MODY may be misdiagnosed as type 2 diabetes
in this pediatric population. We should also point out that our study has been exclusively per-
formed in Caucasian youth population, thus, results should be interpreted with caution when
considering other cthnic groups or adult populations where type 2 diabetes is more prevalent.
Finally, the type 1 diabetes group includes exclusively pediatric patients with positive pancre-
atic autoantibodies and we did not consider the C-peptide value.

In summary, the frequency of IHHILA-DRBI risk alleles for type 1 diabeles is significantly
lower in patients with MODY. In children and adolescents with diabetes, the presence of 2 risk
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alleles {DR3 and/or DR4) reduces the probability of MODY diagnosis, whereas the lack of risk
alleles increases it, HLA-DRBI genotyping together with all known biomarkers, could be help-
ful in order to select pediatric patients with high probability of monogenic diabetes.

Spanish Group for the Study of MODY and Type 1 Diabetes

H. Basurto—DBizkaia (Concepcion Fernandez-Ramos, Javier Nuiiez), H. Costa del Sol—Malaga
(Leopoldo Tapia), H. Cruces—Bizkaia (Anibal Aguayo, Sonia Gaztambide, Teba Gonzalez-
Frutos, Gema Grau, Amaia Rodriguez-Estévez, Amaia Vela), H. Marqués de Valdecilla—San-
tander (Cristina Luzuriaga), H. Miguel Servet—Zaragoza (Gracia M Lou), Complejo Hospita-
lario de Navarra (Maria Chueca), H. Ramon y Cajal—Madrid (Raquel Barrio), H. Reina Sofia
(Joaquin Gémez-Vazquez), H. San Pedro de Alcintara—Ciceres (Jests Gonzilez de Buitrago),
H. Severo Ochoa—Madrid (Beatriz Garcia-Cuartero), H. Son Espases—Palma de Mallorca
(Diego de Sotto), H. Vall d'Hebron— Barcelona (Ariadna Campos), H. Virgen del Rocio—
Sevilla (Ana L. Gomez-Gila)

Acknowledgments

The authors thank JM Llima and R Coscojucla (RAFER, S.L) for HLA-DRBI technical sup-
port. We are also grateful to patients who agreed to take part of this work and to A. Sanz, A.
Etxaniz and G. Pérez-Nanclares for technical assistance.

Author Contributions

Conceptualization: LC IR.

Formal analysis: ITU RM TL TV IM JRB.

Funding acquisition: LC.

Investigation: IU RM TL TV IM.

Methodology: IU RM TL TV IM JRB.

Project administration: IR LC.

Resources: LC IR Spanish Group for the Study of MODY and T1D.
Writing - original draft: IU RM.

Wriling - review & editing: IU RM IM JRB IR LC.

References

1. Bilbao JR, Rical, Vazquez JA, Busturia MA, Castafio L. Influence of sex and age at anset on autoanti-
bodies againstinsulin, GADE5 and |A2 in recent onset type 1 diabetic patients. Horm Res. 2000; 54
(4):181-185, PMID: 11416235

2. Giannopeulou EZ, Winkler C, Chmiel R, Matzke C, Scholz M, Beyerlein A, et al. Islet autoantibody phe-
notypes and incidence in children at increased risk for type 1 diabetes, Diabetologia. 2015 Oct; 58
(10):2317-2323. dol: 10.1007/500125-015-3672-y PMID: 26138334

3. Erlich H, Valdes AM, Nable J, Carlson JA, Vamey M, Concannoen P, et al. HLA DR-DQ haplotypes and
genatypas and type 1 diabetes risk: analysis of tha type 1 diabetes genetics consortium familles. Diabe-
tes. 2008; 57(4):1084-1092. doi: 10.2337/db07-1321 PMID: 18252895

4. Ellard S, Bellanné-Chantelot C, Hattersley AT, European Molecular Genatics Quality Network (EMQN)
MODY group. Best practice guidelines for the molecular genetic diagnesis of maturity-onset diabetes of
the young, Diabetologia. 2008; 51(4):546-553. doi; 10.1007/500125-008-0242-y PMID: 18297260

5. McDenald TJ, Ellard S. Maturity onset diabetes of the young: identification and diagnosis. Ann Clin Bio-
chem. 2013; 50(5):403-415.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0169383  January 4, 2017 7/9

229



IX. Publicaciones derivadas del trabajo

@PLOS | ONE

Lower HLA-DRB1 Risk for Type 1 Diabetes in MODY

6.

9.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,

23.

24,

Estalella |, Rica |, Perez de Nanclaras G, Bilbao JR, Vazquez JA, San Pedro JI, et al, Mutations In GCK
and HNF-1alpha explain the majority of cases with clinical diagnosis of MODY in Spain. Clin Endocrinol
(Oxf), 2007; 67(4):538-546,

Stone MA, Camosso-Stefinovic J, Wilkinson J, de Lusignan S, Hattersley AT, Khunti K. Incorrect and
incomplete coding and classification of diabetes: a systematic review. Diabet Med. 2010; 27(5):491-
497. doi: 10.1111/.1464-5491.2009.02320.x PMID: 20536944

Shepherd M, Shields B, Ellard S, Rubic-Cabezas O, Hattersley AT. A genelic diagnosis of HNF1A dia-
betes alters treatment and improves glycaemic contrel In the majority of insulin-treated patients. Diabet
Med. 2009; 26(4):437-441.doi: 10.1111/].1464-5481.2008.02680.x PMID: 19388575

Naylor RN, John PM, Winn AN, Carmody D, Greeley SA, Philipsan LH, et al. Cost-effectiveness of
MODY genetic testing: translating genomic advances into practical health applications. Diabetes Care.
2014; 37(1):202-209. doi: 10.2337/dc13-0410 PMID; 24026547

McDenald TJ, Colclough K, Brown R, Shields B, Shepherd M, Bingley P, et al. Islet autoantibodies can
discriminate maturity-onset diabetes of the young (MODY) from Type 1 diabetes, Diabet Med. 2011; 28
(9):1028-1033. dol: 10.1111/,.1464-5491.2011.03287.x PMID: 21335678

Steele AM, Wensley KJ, Ellard S, Murphy R, Shepherd M, Colclough K, et al. Use of HbA1cin the identi-
fication of patients with hyperglycaemia caused by a glucokinase mutation: observational case cantrol
studies. PLoS One. 2013; 8(6):€65326. doi: 10.1371/jcurnal.pone.0065326 PMID: 23782006

Jones AG, Hattersley AT. The clinical utility of C-peptide measurement in the care of patients with dia-
betes. Diabet Med. 2013; 30(7):803-817. doi: 10.1111/dme. 12159 PMID: 234138086

Besser RE, Shepherd MH, McDonald TJ, Shields BM, Knight BA, Ellard S, et al, Urinary C-peptide cre-
atinine ratio is a practical outpatient tool for identifying hepatocyte nuclear factor 1-{alpha)hepatocyte
nuclear factor 4-{alpha) maturity-onset diabetes of the young from long-duration type 1 diabetes, Diabe-
tes Care. 2011; 34(2):286-291. doi: 10.2337/de10-1233 PMID: 21270186

Thanabalasingham G, Shah N, Vaxillaire M, Hansen T, Tuomi T, Gasperikova D, et al. A large multi-
centre European study validates high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) as a clinical biomarker for
the diagnosis of diabetes subtypes. Diabetologia. 2011; 54(11):2801-2810. doi: 10.1007/s00125-011-
2261-y PMID: 21814873

Urbanova J, Rypatkova B, Prochazkova Z, Ku€era P, Cerna M, Andél M, et al. Positivity for islet cell
autoantibodies in patients with monagenic diabetes is associated with later diabetes onset and higher
HbA1c level. Diabet Med, 2014; 31(4):466-471. dol: 10.1117/dme. 12314 PMID: 24102523

Urbanova J, Rypackova B, Kucera P, Andél M, Heneberg P. Should the negativity for islet cell autoanti-
bodies be used in a prescreening for genetic testing in maturity-onset diabetes of the young? The case
of auteimmunity-associated destruction of pancreatic B-cells in a family of HNF1A-MODY subjects. Int
Arch Allergy Immunol. 2013; 161(3):279-284, doi: 10.1159/000346505 PMID: 23548576

Alberti KG, Zimmet PZ (1998) Definition, diagnosis and classification of diabetes mellitus and its compli-
cations. Part 1: diagnosis and classification of diabetes mellitus provisional report of a WHO consulta-
tion. Diabet Med. 1998; 15:539-553, dei: 10.1002/(SICI)1096-9138(192807)15:7<533::AlD-DIAGEE>3.
0.CO;2-S PMID: 9686693

Escribano-de-Diege J, Sanchez-Velasco P, Luzuriaga C, Ocejo-Vinyals JG, Paz-Miguel JE, Leyva-
Cobian F. HLA class [l immunogenctics and incidence of insulin-dependent diabetes mellitus in the pop-
ulation of Cantabria (Northern Spain). Hum Immunol. 1999; 60(10):990-1000. PMID; 13566601

Sornia J, Garagormi JM, Rodriguez M, Redriguez G, Larrad L, Elizalde M. Epidemiology and genetic risk
of type 1 diabetes among children in Aragon community, Spain. Diabetes Res Clin Pract. 2008; 79
(1):112-116. doi: 10.1016/).diabres.2007.06.013 PMID: 17681393

Pihoker C, Gilliam LK, Ellard S, Dabelea D, Davis C, Dolan LM, et al. Prevalence, characteristics and
clinical diagnosis of maturity onset diabetes of the young dus to mutations in HNF1A, HNF4A, and glu-
cokinase: results from the SEARCH for Diabetes in Youth. J Clin Endocrinol Metab. 2013 Oct; 98
(10):4055-4062. doi: 10.1210/¢.2013-1279 PMID; 23771925

Stanik J, Dusatkova P, Cinek O, Valentinova L, Huckova M, Skopkova M, et al. De novo mutations of
GCK, HNF1A and HNF4A may be more frequent in MODY than previously assumed. Diabetologia.
2014; 57(3):480-484. dol: 10.1007/00125-013-3119-2 PMID: 24323243

Savola K, Sabbah E, Kulmala P, Vahasalo P, llonen J, Knip M. Autoantibadies associated with Type |
diabetes mellitus persist after diagnosis In children, Diabetalagia. 1998; 41(11}:1293-1297. doi: 10.
1007/s001250051067 PMID: 9833335

Barker JM, Triolo TM, Aly TA, Baschal EE, Babu SR, Kretowski A, et al. Two single nuclectida palymor-
phisms identify the highest-risk diabetes HLA genotype: potential for rapid screening. Diabetes. 2008
Nov; 57(11):3152-3155. doi: 10.2337/db08-0605 PMID; 18634972

Bahillo-Cuneses MP, Hermoso-Lopez F, Marntinez-Sopena MJ, Cobreros-Garcia P, Garcia-Saseta P,
Triguez-Garcia M, et al. Prevalence of insulin resistance and impaired glucose tolerance in a sample of

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0168389  January 4, 2017 8/9

230



IX. Publicaciones derivadas del trabajo

. @
.@ % PLOS | ONE Lower HLA-DRB1 Risk for Type 1 Diabetes in MODY

obese Spanish children and adalescents, Endecrine. 2012; 41(2):289-295. dol; 10.1007/512020-011-
9540-8 PMID: 21964644

25. Aguayo A, Vela A, Aniel-Quiraga A, Blarduni E, Femandez C, Grau G, et al. Absence of diabetes melli-
tus type 2 in obese children and adolescents in the north of Spain. J Pediatr Endocrinol Metab. 2013;
26(1-2):25-29. doi: 10.1515/(pem-2012-0200 PMID; 23329743

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0169389  January 4, 2017 9/9

231



IX. Publicaciones derivadas del trabajo

@ PLOS|ONE

®

Check for
updates

G OPEN ACCESS

Citation: Urrutia |, Martinez R, Rica I, Martinez de
LaPiscina |, Garcia-Castario A, Aguayo A, et al.
(2019} Negative autoimmunity in a Spanish
pediatric cohort suspected of type 1 diabetes,

could it be monogenic diabetes? PLoS ONE 14(7):

€0220634. hitps-/doi.org/10.1371/journal
pone.0220634

Editor: Lisa Swartz Topor, Brown University
Warren Alpert Medical School, UNITED STATES

Recelved: March 15, 2019
Accepted: July 19,2019
Published: July 31, 2019

Copyright: @ 2019 Urrutia et al. This is an open
access article distributed under the terms of the
Craalive Commons Attribution License, which
permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.

Data Availability Statement: All relevant data are
within the paper and its Supporting Information
fikes.

Funding: This work was partially supported by
grants from Menarini Group Spain {(BCA/16/030),
University of the Basque Country, UPV/EHU
(IT795-13), Department of Health of the Basque
Gavernment (GV2016111035) and ISCIII (P114/
01104) integrated into the National R&D&I Plan
2013-2016 and co-financed by FEDER (European

RESEARCH ARTICLE

Negative autoimmunity in a Spanish pediatric
cohort suspected of type 1 diabetes, could it
be monogenic diabetes?

Inés Urrutiag ', Rosa Martinez'¥, Itxaso Rica'?, Idoia Martinez de LaPiscinag™?,
Alejandro Garcia-Castano'-?, Anibal Aguayo'?, Begona Calvo', Luis Castaiio’*, on
behalf of The Spanish Pediatric Diabetes Collaborative Group®

1 Biocruces Bizkaia Health Research Institute, Cruces University Hespital, UPV-EHU, Bizkaia, Spain,
2 CIBERDEM, CIBERER, Instituto de Salud Carlos |Il, Madrid, Spain, 3 Pediatric Endacrinology Service,
Cruces University Hospital, Osakidetza, Bizkaia, Spain

« These authors contributed equally to this work.
1| Membership of The Spanish Pediatric Diabetes Collaborative Group is provided in the Acknowledgments.
* lcastano @ osakidetza.eus

Abstract

Objective

Monogenic diabetes can be misdiagnosed as type 1 or type 2 diabetes in children. The
right diagnosis is crucial for both therapeutic choice and prognosis and influences genetic
counseling. The main objective of this study was to search for monogenic diabetes in Span-
ish pediatric patients suspected of type 1 diabetes with lack of autoimmunity at the onset

of the disease. We also evaluated the extra value of ZnT8A in addition to the classical IAA,
GADA and IA2A autoantibodies to improve the accuracy of type 1 diabetes diagnosis.

Methods

Four hundred Spanish pediatric patients with recent-onset diabetes (mean age 8.9 £ 3.9
years) were analyzed for IAA, GADA, IA2A and ZnT8A pancreatic-autoantibodies and
HLA-DRB1 alleles. Patients without autoimmunity and those with only ZnT8A positive were
screened for 12 monogenic diabetes genes by next generation sequencing.

Results

ZnT8A testing increased the number of autoantibody-positive patients from 373 (93.3%) to
377 (94.3%). An isolated positivity for ZnT8A allowed diagnosing autoimmune diabetes in
14.8% (4/27) of pediatric patients negative for the rest of the antibodies tested. At least 2 of
the 23 patients with no detectable autoimmunity (8% carried heterozygous pathogenic vari-
ants: one previously reported missense variant in the /NS gene (p.Gly32Ser) and one novel
frameshift variant (p.Val264fs) in the HNF1A gene. One variant of uncertain significance
was also found. Carriers of pathogenic variants had HLA-DRB1 risk alleles for autoimmune
diabetes and clinical characteristics compatible with type 1 diabetes except for the absence
of autoimmunity.
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Conclusion

ZnT8A determination improves the diagnosis of autoimmune diabetes in pediatrics. At least
8% of pediatric patients suspected of type 1 diabetes and with undetectable autoimmunity
have monogenic diabetes and can benefit from the correct diagnosis of the disease by
genetic study.

Introduction

Type 1 diabetes (T1D) is an organ-specific autoimmune disorder caused by the destruction of
insulin-producing pancreatic B-cells leading to an absolute insulin deficiency. Although TID
can be diagnosed at any age, it is one of the most common chronic diseases of childhood.
Peaks in presentation occur between 5-7 years of age and at or near puberty [1]. The presence
of autoantibodies against several pancreatic islet molecules in response to the autoimmune
process is, to date, the best predictive and diagnostic marker for T1D [2]. The autoantibodies
that have been of most interest from a clinical and research perspective are islet-cell cyto-
plasmic autoantibodies (ICA), those against the 65kD isoform of glutamic acid decarboxylase
(GADA), the pancreatic tyrosine phosphatase-like molecule [A-2 (IA-2A) and insulin autoan-
libodies (IAA). More recently, Zinc transporter 8 protein islet autoantibodies (ZnT8A) have
also been identified [3]. Nevertheless, not all patients with suspected T1D show evidence of
autoimmunity on the basis of the above-mentioned markers [4].

The trigger of the autoimmune process associated with T1D is determined by complex
interactions between several genetic loci (nearly 40 loci described so far) and environmental
factors [1]. Susceptibility to and protection against the development of autoimmune diabetes
are mainly associated with the highly polymorphic sequences of the HLA class II genes on
chromosome 6p21. In Caucasians, HLA haplotypes DRB1703:01-DQA1*05:01-DQB1"02:01
and DRB1*04-DQA1*03:01-DQB1°03:02 confer the greatest susceptibility, while the
DRBI"15:01-DQA1"01:02-DQB1*06:02 haplotype provides disease protection [5].

Monogenic diabetes (MD) is a clinically and genetically heterogeneous disease that includes
maturity onset diabetes of the young (MODY) and infancy-onset and neonatal diabetes melli-
tus, which are characterized by functional defects of pancreatic B-cells resulting in insulin defi-
ciency and moderate to severe hyperglycemia in early life [6]. It accounts for at least 1-2% of
all cases of diabetes. MODY, the most common type of monogenic diabetes, is an autosomal-
dominant form of non-autoimmune diabetes, typically diagnosed before 25 years of age. More
than 12 different genes have been associated with MODY. Pathogenic variants in GCK and
HNFIA genes account for approximately 80% of all MODY cases followed by HNF4A and
HNFIB genes representing about 10% and 6% respectively, although percentages can differ
dramatically country-to-country due to different recruitment biases. Pathogenic variants in
the remainder of the genes are rare forms of MODY [7].

Given that the clinical features of MD are often non-specific, it is estimated that around
80% of MD cases remain undiagnosed or are misdiagnosed as type 1 or type 2 diabetes [7].
Identification of the correct etiology of diabetes is crucial for clinical management, therapeutic
choice and prognosis, as well as for genetic counseling, when applicable [8].

The main objective of this study was to search, in a cohort of Spanish pediatric patients sus-
pected of T1D, whether a monogenic form of diabetes could be identified in cases with absence
of immunological markers at the onset of the disease, We also aimed to assess the further value
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Table 1. Characteristics of the population included in the study according to antibody status.

[

Antibody-positive (n = 377) Antibody-negative (n = 23) p-value
Gender (% female) 48.0 348 ns'
- Age of onset (years) 89139 96242 LEN
1" degree relatives with any DM 17.2 13.0 ns”
Presence of DKA 40.8 182 0.035*
HLA-DRBI* 0 risk alleles 8.0 8.7 s’
HLA-DRBI" 1 risk allele 42.4 435 ns.’
HLA-DRB1* 2 risk alleles 49.6 47.8 ns’

Age is shown as mean £ SD. Rest of data is shown as %. 17 degree relatives: parents and/or siblings (Ab+ n = 372; Ab- n = 23). DKA: Diabetic Ketoacidosis (Ab
+n = 377; Ab- n = 22). HLA-DRBI risk alleles are defined based on the report [11]: 0 risk alleles (no DR3 no DR4); 1 risk allele (DR3 or DR4); 2 risk alleles (DR3/3,

DR4/4 or DR3/4).

* Pearson s chi-square test

" Fisher's exact test

“ Mann-Whitney U-test

n.s.: no significant differences {(p=0.05).

hltps:idoi.org10.1371/joumal pone. 0220634 1001

of ZnT8A screening in addition to the classical IAA, GADA and 1A2A autoantibodies for the
diagnosis of autoimmune diabetes.

Methods
Patients

We recruited 400 unrelated pediatric patients with recent-onset type 1 diabetes diagnosed
according to the International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes (ISPAD) criteria
[9] sho were less than a week on insulin replacement therapy. Participants were recruited
from seven referral hospitals in Spain between 2012 and 2017 (mean onset age 8.9 + 3.9 years,
47.3% female). In all cases HLA-DRBI alleles and TAA, GADA, IA2A and ZnT8A at diagnosis
were analyzed. It was considered positive autoimmunity to have at least one positive antibody.
Clinical data collected from all patients at diabetes onset included: age, presence of diabetic
ketoacidosis (DKA) according to the ISPAD criteria [10] and family history of diabetes

(Table 1 and S1 Table).

In cases with absence of autoimmunity, more detailed clinical data recorded at diagnosis
and at the last check-up was added. These included: body mass index (BMI) expressed as z-
score for children according to the 2010 Spanish growth charts [12], duration of diabetes
symptoms (polydipsia, polyphagia, polyuria, weight loss and/or blurred vision), analytical data
and insulin dose (Table 2). The study was approved by the corresponding Clinical Research
Ethics Committee and written informed consent was obtained from all subjects and/or their
parents.

Antibody analyses

Pancreatic autoantibodies (IAA, GADA, IA2A and ZnT8A) were determined in serum at diag-
nosis, using previously described standardized radio-assays [13]. IAA were determined using a
competitive fluid-phase radio-assay which uses ['*’I]-labelled, recombinant human insulin
(PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA) as antigen. GADA, IA2A and ZnT8A were deter-
mined by means of standardized radio-binding assays using i vitro transcribed and translated
[**S]-labelled recombinant human full -length GAD®5, IA2ic (amino acids 605-979) and ZnT8
antigen. The ZnT8A assay simultaneously measures autoantibodies against both variants of
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the COOH-terminal domain (Arg325/Trp325). Antibody results for GADA, IA2A and ZnT8A
are expressed as a semi-quantitative index calculated using a dilution curve of a positive sam-
ple. All cul-off values were set at the 99th percentile of the control population. Our laboratory
has participated in different islet autoantibody standardization program (IASP) workshops,
the last one in 2018. Specificity was 100% for all four antibody assays and sensitivity was 65%
for IAA, 68% for GADA and 62% for IA2A and ZnT8A.

Genetic analyses

DNA extraction was performed using the QiAamp DNA blood kit {Qiagen, Hilden, NRW,
Germany). DNA quality and quantification was assessed using both NanoDrop ND-1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) and Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher
Scientific) consistent with the manufacturers’ instructions.

HLA-DRBI typing. Polymerase chain reaction sequence-specific oligonucleotide
method (PCR-8S0) combined with Luminex technology was carried out using the LABType
RSSOH2B1 (HLA-DRB1-HD) commercial kit (One Lambda, Inc., Canoga Park, CA, USA).
All procedures were performed according to the manufacturers” instructions. HLA-DRBI risk
alleles for T1D were defined based on the previous report published by our group [11].

Genetic screening.  Genetic testing was performed by next generation sequencing (NGS).
A customized gene panel was designed with the Ton AmpliSeq Designer tool v.4.4.8 (www.
ampliseq.com). The gene panel comprised the 3’ and 5° UTR regions, promoters, the entire
coding region and exon-intron boundaries (£ 50 bp) of 12 known genes related to monogenic
diabetes, including the most frequent genes, such as GCK, HNFIA, HNF4A, HNFI1B, INS,
ABCCS, KCNJ11 and the infrequent ones, PDX1, NEURODI, KLF11, PAX4 and BLK. The tar-
get size was 69,220 bp (272 amplicons from 125 to 375 bp in size) with a theoretical coverage
of 99.13% for the targeted regions.

Libraries were prepared in three pools per patient with the Ion Ampliseq Library kit 2.0
(Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s protocol. Sequencing was per-
formed on a PGM Ion Torrent NGS sequencer using the lon PGM Hi-Q View Sequencing kit
(Thermo Fisher Scientific) and an Ton 316 chip to obtain an average coverage depth of 100
reads per base. Sequence alignment and variant calling were performed using Torrent Suite
Software v.5.0.4. Resulting aligned reads (BAM files) and variant calling files (VCF files) were
then transferred to Ion Reporter Software v.5.10.0 for variant annotation. Variants with low
quality (Phred-like score < 30 associated with a p-value > 0.001) and Minor Allele Frequency
(MAF) > 0.01 in population databases were excluded. The minimal depth per base established
to validate the sequence was 20 reads and any area of interest that did not reach at least 20
reads was sequenced by Sanger (ABI 3130x] Genetic Analyzer, Thermo Fisher Scientific). The
average coverage depth achieved per base and per patient was 508 reads (from 885 to 218 with
a base coverage uniformity of 92%) and 98% of targeted bases were covered by more than 20
reads,

For the validation of this panel we included independent DNA samples from 29 patients
with 64 previously sequenced variants. The analysis showed a sensitivity of 98.5% and a speci-
ficity of 96.5% for point variations and small indels (from 1 to 15 bases).

All variants of interest were confirmed by Sanger sequencing using the Big Dye Terminator
v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) and the ABI 3130x] DNA sequencing
system (Thermo Fisher Scientific). When possible, parents and family members of positive
patients were analyzed.

Variant classification. The pathogenicity of rare variants detected (MAF < 0.01) was
determined according to the recommendations of the American College of Medical Genetics
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{ACMG) for variant classification and reporting [14]. These guidelines classify variants into
five categories: pathogenic, likely pathogenic, variant of unknown significance (VUS), likely
benign and benign. The ACMG criteria for variant classification are based on a set of different
evaluation fields. Population data was determined from public genomic databases {1000
Genomes Project, GhomAD and dbSNP). Other criteria to consider were based on the type of
variant (cg. frameshifl, nonsense and essential splice variants) and on clinical, functional and
genotype-phenotype data from the literature and disease databases (Human Gene Mutation
Database Professional, PubMed). If such variants had not been reported previously, they were
evaluated to predict their possible functional significance using in silico prediction tools such
as SIFT (http://sift.jcvi.org/), PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), PROVEAN
(hitp://provean.jevi.org/index.php), Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org/), Pan-
ther (http://pantherdb.org/tools/csnpScoreForm jsp), MutPred2 (http://mutpred.mutdb.org/)
and SNPs&GO (https://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/). Rare variants were con-
sidered to be a VUS if the available information had limited or contradictory evidence for
pathogenicity.

MLPA analysis. Patients without pathogenic variants detected by NGS were analyzed by
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) to identify partial and whole gene
deletions or duplications of GCK, FINFIA, HINF4A and HNFI1B genes, using the SALSA MLPA
MODY P241 Kit (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) according to the manufactur-
er’s instructions. Fragments were separated by capillary electrophoresis (ABI 3130x] Genetic
Analyzer) and analyzed using Gene-Mapper, v.4.0 software {Thermo Fisher Scientific).

Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using SPSS software (v.21; SPSS Inc., Chicago, IL). Quanti-
tative variables were expressed as means and standard deviations and qualitative variables as
frequencies and percentages. The Mann-Whitney U test was used to compare quantitative var-
iables. Frequencies were compared using Pearson’s chi-square analysis and Fisher’s exact test
when necessary. The significance level was defined as p < 0.05.

Results
Immunological data

As shown in Table 3, prevalence of GADA, IA2A, IAA and ZnT8A in the 400 new onset pedi-
atric T1D patients was 73.3, 67.3, 64.8 and 57.3%, respectively. In 94.3% of the patients an
autoimmune response against the pancreatic B-cells was detected and 82.8% of them had two
or more positive antibodies. ZnT8A testing increased the number of autoantibody-positive
patients from 373 (93.3%) to 377 (94.3%) and allowed us to diagnose T'1D in 14,8% (4/27) of
pediatric patients who were negative for the rest of the antibodies tested. Finally, 23 pediatric
patients (23/400, 5.7%) with clinical T1D diagnosis had negative autoimmunity.

Clinical data and HLA-DRB1 typing

The frequency of ketoacidosis at diagnosis was higher in patients with positive autoimmunity
compared with patients who did not show autoimmunity (40.6% vs. 18.2%, p = 0.036). There
were no significant differences in the age at diagnosis, the family history of diabetes and the
presence of HLA-DRBI risk alleles for T1D between these two groups of patients (Table 1),
The clinical characteristics and HLA-DRBI typing of the 23 autoimmune negative patients
are detailed in Table 2. In these 23 patients the mean onset age was 9.6 + 4.2 years and 34.8%
were female. At the time of diagnosis, the mean BMI z-score was 0.02 & 1,24, only two patients

PLOS ONE | hitps:fidoi.org/10.1371/joumal pons 0220634 July 31,2019 6/14

237



IX. Publicaciones derivadas del trabajo

@ PLOS|ONE

MODY in children diagnosed with type 1 diabetes

Table 3. Patients with positive autoimmunity according to the number of antibodies evaluated.

1 antibody Patients with positive i ity %
ZnT8A 229 57.3
TAA 259 548
TIA2A 269 67.3
GADA 293 733
2 antibodses
IA2A, ZnT8A 3le 79.0
JAA, 1A2A 333 83.3
TAA, ZnTRA 337 84.3
GADA, ZnT8A 338 84.5
GADA, 1AA 351 87.8
GADA,TAZA 361 TR
3 antibodies
TAA, JA2A, ZnT8A 352 88.0
GADA, IA2A. ZnTsA 367 s
GADA,JAA, ZnT8A 370 925
GADA, 1AA, JA2A 373 93.3
4 antibodies |
GADA, [A2A, IAA, ZnT8A 377 94.3

In all patients (n = 400) 1AA, GADA, IA2A and ZnT8A were analyzed at diagnosis. Data shows the results of the
different combinations of one or more antibody detection assays. It is considered positive autoimmunity to have at

least one antibody-positive.

httpsJ/dai.org/10.1371/5ournal.pone.0220634.1003

had obesity, All patients had hyperglycemia with a low mean C-peptide value of 0.28 + 0.22
nmol/l and symptoms of diabetes at discase onset lasting from 3 days to 6 months. However,
ketoacidosis was identified at clinical presentation in only 18.2% (4/22) of them. HLA-DRB1
risk alleles for T1D were absent in two patients and the rest had 1 or 2 risk alleles.

Genetic data

A customized panel of 12 MODY genes was tested in 23 patients with negative autoimmunity.
The genetic screening revealed a total of five different rare variants (MAF < 0.01) in 6 patients;
all variants were present in a heterozygous state (Table 4). Two of them were classified as path-
ogenic, representing 8% (2/23) of pediatric patients with suspected T1D and negative autoim-
munity. No partial or whole gene deletions or duplications were detected.

We also performed the genetic study in the 4 patients with only ZnT8A positive autoimmu-
nity. None of them were found to have any variant suspected of monogenic diabetes.

The p.Gly32Ser pathogenic variant in the INS gene (patient 11) is known to cause proinsu-
lin misfolding [15] and has been previously reported in patients with permanent neonatal dia-
betes [16] and also in patients with diabetes onset during infancy, childhood or adulthood
[17-19]. Parental samples were unavailable for genetic analysis. We also identified a novel
pathogenic variant (p.Val264fs) in the HNF1A gene (patient 18) that, as far as we know, has
not been published. This variant involves the thymine duplication at nucleotide 789, resulting
in a frameshifl that generales a premature stop codon at position 53 of the new reading frame.
Thus, it is expected to result in a truncated protein with loss of normal function. The variant
co-segregates with early-onset diabetes in the relatives of this family. It was identified in the
younger brother of the proband who had been diagnosed later with diabetes at the age of 10
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Table 4. Rare genctic variants in MD genes identified in patients with suspected T1D and negative
autoimmunity.

Patient | Gene | Exon | Nucleotide | AA change| Type dbSNP | MAF_ALL | Variant | Ref.
1D change GnomADe cffect
11 INS 2 ¢ MG=A | p.Gly32Ser | Missense | rs80356664 0 Pathogenic | [15-
| 1 19]
18 HNFIA | 4 <.789dupT | p.Val264fs | Frameshift None 0 Pathogenic |
14 HNFIB | 4 | c1006C>G p. Missense | rs138986885 0.0002 vus [20-
His336Asp ! 22
17 HNFIA 1 c92G>A p- Missense | rs137853247 0.001 Likely [23-
l I Gly31Asp |  benign | 27]
9&22 | HNFIB 1 .226G>T p- Missense | rsl144425830 0.001 Likely [27-
Gly76Cys | benign | 31)

Reference sequences: INS, NM_000207.2; HNF1A, NM_000545.5; HNF18, NM_000458.2. dbSNP: Single Nucleotide
Polymorphism Database. MAF_ALL in GnomADe: Maximum Allele Frequency of the variant in the Exome Genome
Aggregation Database. VUS: Variant of Uncertain Significance

hittpsz/dot.org10.1371/0urnal pone 02206341004

years. His mother, who was diagnosed primarily with gestational diabetes and subsequently
with diabetes, also carries the same variant.

In our cohort, three other rare variants were found. One VUS variant in the FINFIB gene
(p.His336Asp) was found in patient 14. Parental samples were unavailable for genetic analysis
and there is no information about extra-pancreatic complications. Additionally, in silico analy-
ses were inconsistent. Two other rare variants have recently been re-classified as likely benign
variants. The p.Gly31Asp variant in the HNFIA gene was found in patient 17. Parental analysis
revealed that the variant is carried by her asymptomatic mother and in silico analysis predicted
contradictory resuls. Finally, the p.Gly76Cys variant in the FINFIB gene is carried by patients
9 and 22. In both cases the variant was inherited from asymptomatic parents who had no
apparent extra-pancreatic complications associated with HNFIB. All the in silico algorithms
predicted a deleterious impact.

Discussion

Different studies of newly diagnosed T1D patients indicate that 6-18% of children and adoles-
cents with clinical T1D do not show evidence of humoral islet autoimmunity at disease onset
[4,32,33]. Our study, with 6% (23/400) of pediatric patients with clinical diagnosis of T1D and
undetectable autoimmunity, corroborates these results.

The molecular genetic screening performed in these autoimmune negative patients showed
five different rare variants. At least two of them are clearly pathogenic alterations responsible
for monogenic diabetes: p.Gly32Ser in the INS gene and p.Val264fs in the HNFIA gene, Con-
sequently, monogenic diabetes was identified in at Jeast 8% (2/23) of pediatric patients with
suspected T1D and negative autoimmunity. Other studies with different approaches, have esti-
mated a prevalence comparable to that of our cohort [34-37]. Furthermore, our study provides
additional evidence that pathogenic variants in INS and HNF genes play critical roles in child-
hood-onset patients with antibody-negative but insulin-requiring diabetes. We did not find
any pathogenic variant in the GCK gene despite its major role in MODY. It is not a surprising
result because heterozygous GCK pathogenic variants result in moderate diabetes that does
not match the typical clinical features of T1D onset on which our study is focused.

In the HNF1A-MODY case (p.Val264fs), three family members carried the same patho-
genic variant, the proband, his mother and the younger brother. The genetic finding allowed
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us to adjust the treatment of the mother with oral anti-diabetic agents and to prescribe sulfo-
nylureas for the younger brother from the onset of the disease. We simultaneously changed
the treatment of the proband from insulin to sulfonylureas. Mother and younger brother dem-
onstrated a successful response to sulfonylureas. Due to the non-compliance with therapy, the
proband exhibited unstable diabetes control.

Regarding the p.ITis336 Asp variant in the FINFIB gene, it is unclear if it is pathogenic.
Published data do not show clear evidence of pathogenicity [20,21] and it has been classified
as a variant of uncertain significance in a recent report [22]. The other two rare variants, p.
Gly31Asp in the FINFIA gene and p.Gly76Cys in the FINF1B gene, have been recently re-clas-
sified as likely benign polymorphisms [27]. Although the p.Gly31Asp variant has been previ-
ously described in the literature associated with monogenic diabetes [23], the pathogenicity of
this variant is currently questioned based on allele frequency data in the general European
population [24,25] and on functional studies that do not demonstrate a clear impairment of
protein functionality [26]. In addition, the family study shows the variant is inherited from an
unaffected mother. Therefore, based on this information, we interpret p.Gly31Asp as a likely
benign variant. The situation is similar concerning the p.Gly76Cys variant in the HNFIB gene
which, although previously described in the literature associated with monogenic diabetes

28], has been recently found at a frequency of 0.5% in a healthy Spanish population [29] and
greater than 8% in the North African population [30,31]. This allele frequency is higher than
that expected based on the estimated prevalence of monogenic diabetes in the population.
Morcover, the family study shows that unaffected relatives carry the variant, so based on this
information we interpret p.Gly76Cys as a likely benign variant.

The clinical and analytical data of the patients with non-autoimmune diabetes in our cohort
support the diagnosis of T1D and, except for the absence of autoantibodies, do not specifically
suggest monogenic diabetes. Low fasting serum C-peptide values at the onset of the disease
(less than 0.2 nmol/l) denote low endogenous insulin production and correlate with T1D [38].
In our cohort, 55% (11/20) of the children with negative autoimmunity had low C-peplide lev-
els in conjunction with hyperglycemia at diagnosis. The presence of slightly higher levels in
the rest of the patients might be related to a greater pancreatic reserve at the onset of the dis-
case. On the other hand, there are only two patients with obesity {patient 2 and 8) who might
be suspected of having T2D. However the likelihood of T2D has been discarded as it is a rare
disease in pediatrics in Europe [39,40]. In addition, both cases are Caucasian, with healthy
parents, clear symptoms of diabetes at diagnosis, not too high C-peptide levels and no clinical
or analytical evidence of insulin resistance. Furthermore, one of them has autoimmune thy-
roiditis. Therefore, although the absence of positive pancreatic-autoantibodies suggests mono-
genic diabeles, a diagnosis of T1D in our cohort should not be definitively ruled out. There
could be other autoantibodies, still not identified, that could have contributed to the develop-
ment of the autoimmune process in these patients and that could be signaled by positivity to
islet cell antibodies (ICA) [32,41]. Additionally, some mildly positive cases could not be identi-
fied by the assays. This error is minimized in our study by the combined measurement of four
pancreatic-antibodies for the diagnosis, achieving a 94.3% autoimmunity detection rate at the
onset of the discase.

In our cohort, the addition of the ZnT8A test to the traditional set of diabetes associated
autoantibodies has made it possible to identify autoimmunity in four patients who were
ZnT8A positive and otherwise antibody-negative. This represents a non-negligible percentage,
close to 15% of patients (4/27), who were diagnosed properly as T1D. The absence of patho-
genic variants in the four patients with only ZnT8A positive, supports recently published data
confirming ZnT8A as a marker for excluding patients from genetic testing for monogenic dia-
betes [42,43).
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Although autoantibodies are so far considered as the best biomarker to discriminate
MODY from T1D, we cannot ensure that there is no monogenic diabetes among pediatric
patients with positive autoimmunity at diagnosis. Nevertheless, both in our experience [11]
and in previously published studies [44,45], the proportion of patients with positive autoim-
munity and molecular diagnosis of MODY is the same as expected in the control population,
suggesting that autoantibodies are rarc in MODY. However, other studies with different
approaches show higher prevalence of positive autoantibodies among MODY cases. GADA
and IA2A were found in Czech patients with MODY and delayed diabetes onset with insuffi-
cient discase control [46]. Pancreatic autoantibodies were also found in a high proportion
(17%) in German and Austrian patients with MODY, but this might be an overestimation due
to the fact that the diagnosis of MODY was not confirmed by genetic testing in 20% of studied
patients. Surprisingly, using the same testing protocol, the positive rate in patients with type 2
diabetes was even greater than in MODY patients [47].

A significantly lower presence of ketoacidosis at diagnosis in autoimmune negative patients
was found in our cohort, reflecting a less aggressive onset of diabetes in this subset of patients.
Nevertheless, factors involved in DKA development are not yet clear. A recent report has
found a correlation between the number of positive antibodies and the severity of ketoacidosis
[48], which supports the relation of DKA to the intensity of destruction of pancreatic B-cells.
Other reports have found a greater risk of DKA associated with different specific antibodies
[48,49]. However, most of the published data find no difference in rates of DKA and presence
or absence of autoimmunity [50,51] which substantiates the relationship of DKA to delayed
diagnosis rather than to the expression of antigenicity. Our study did not have the capacity to
find any other clinical differences among patients with positive and negative autoimmunity
and carriers and non-carriers of pathogenic variants, probably due to the small number of
patients. The two probands carrying pathogenic variants in this study had been previously
diagnosed with T1D, despite the absence of autoimmunity. In these particular cases, neither
clinical data nor HLA-DRBI helped to differentiate MODY. In fact, both patients with MODY
had HLA-DRBI risk alleles for T1D (1 and 2 risk alleles}. Furthermore, as the presence of two
HLA-DRBI risk alleles for T1D increases the probability of developing autoimmune diabetes
[11] we cannot dismiss the possibilily that the proband carrying two HLA-DRBI risk alleles
may also develop autoimmune diabetes in the future.

The main strength of the current study is the well-characterized cohort of T1D patients
based on the combination of four autoantibody assays. This enabled us to accurately define the
antibody-negative patients who were the target of the molecular testing. Another advantage is
the screening approach by NGS that extends the search for genetic variants to twelve genes
related to MD as well as the MLPA analysis. The possibility of misdiagnosing patients with
rarer forms of monogenic diabetes cannot be completely excluded, as patients may carry
variants in other known MD genes not tested in this study or in a gene not yet identified asa
monogenic cause of diabetes.

In summary, our study shows that ZnT8A is an autoantibody to be considered for improv-
ing the diagnosis of T1D in pediatrics. In addition, at least 8% of pediatric patients suspected
of T1D but with undetectable autoimmunity have monogenic diabetes and can benefit from
the correct diagnosis of the disease by genetic study.

Suppeorting information

S1 Table. Characteristics of the population included in the study.
(PDF)
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