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ABREVIATURAS

ACGM: Colegio Americano de Genética Médica

ADA: Asociacion Americana de Diabetes

ADN: acido desoxirribonucleico

APS1: sindrome poliendocrino autoinmune de tipo 1
ARN: acido ribonucleico

ARNm: 4cido ribonucleico mensajero

CNV: Copy Number Variation

CVID8: inmunodeficiencia comun variable 8

DM1.: diabetes tipo 1

DM2: diabetes tipo 2

GADA: Glutamic Acid Decarboxylase Autoantibody
GWAS: Genome-Wide Association Studies

HLA: Human Leukocyte Antigen

HGMD: Human Gene Mutation Database

IAA: Insulin Autoantibody

IA2A: Insulinoma Associated 2 Autoantibody

IPEX: sindrome de inmunodesregulacidn-poliendocrinopatia-enteropatia ligada al cromosoma X
ISP: lon Sphere™ Particle

MAF: Minor Allele Frequency

MIDD: sindrome de diabetes de herencia materna y sordera
ML: microlitros

MODY: Maturity-Onset Diabetes of the Young

NGS: Next-Generation Sequencing (secuenciacién masiva)
nm: nanémetros

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

PCR: Polymerase Chain Reaction

pM: picomoles

SNV: Single Nucleotide Variant

VUS: Variant of Uncertain Significance

ZnT8A: Zinc Transporter 8 Autoantibody



RESUMEN

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico caracterizado por una hiperglucemia crénica y
etiologia diversa. En pediatria, el 95% de casos corresponden a una diabetes tipo 1 (DM1),
mientras que un pequefio porcentaje es de origen monogénico. Dentro de este grupo poco
comun, recientemente se han descrito formas monogénicas de diabetes autoinmune cuyo
diagndstico representa un desafio porque pueden superponerse clinicamente con la DM1,
caracterizada por la presencia de autoinmunidad al debut.

El objetivo del trabajo fue determinar la existencia de formas raras de diabetes monogénica
autoinmune en pacientes pedidtricos con DM1 y autoinmunidad positiva al debut, ademas de
dos criterios no excluyentes: edad al diagndstico inferior a dos afios o al menos tres generaciones
de diabetes en la familia. Para ello, se realizé un estudio genético mediante secuenciaciéon masiva
con un panel de genes que incluia aquellos asociados a esta condicion. Aquellas variantes
candidatas a ser causantes de la enfermedad se confirmaron por Sanger y fueron estudiadas en
los progenitores para comprobar si cosegregaban con la clinica familiar.

Los resultados mostraron que al menos un 3% (2/60) de pacientes con clinica de DM1 eran
portadores de una variante probablemente patogénica en heterocigosis, responsable de la
diabetes en la familia.



INTRODUCCION

El término diabetes mellitus agrupa un conjunto de enfermedades cuyo rasgo comun son
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, como consecuencia de defectos en la
secrecién de la insulina, en su accién o en ambos aspectos [,

Segun la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) la clasificacidn aceptada actualmente distingue
entre: diabetes tipo 1 (DM1), diabetes tipo 2 (DM2) y otras formas como la diabetes monogénica
o las diabetes de caracter sindrémico 2. Aunque los procesos etiopatogénicos que conducen a
los diferentes tipos de diabetes son multiples y complejos, la caracteristica fundamental que
comparten todas ellas, y que las identifica, es la hiperglucemia (concentracion elevada de glucosa
en sangre). A largo plazo, esta hiperglucemia es la responsable de las complicaciones micro y
macrovasculares tipicas de la diabetes Bl

1. DIABETESTIPO 1

La diabetes tipo 1 (DM1) es una enfermedad compleja, que asocia susceptibilidad genética
de cardcter poligénico, y se caracteriza por la destruccién autoinmune de las células beta
pancreaticas, encargadas de la produccidn de insulina y localizadas en los islotes de Langerhans
(4], Dado que todavia no se ha hallado una cura, este trastorno crénico conlleva una dependencia
de insulina exdgena para el resto de la vida P,

A pesar de que puede aparecer a cualquier edad, la diabetes tipo 1 es una enfermedad comun
en la infancia y adolescencia. Mundialmente, su incidencia sigue en aumento y, aunque las
frecuencias varian notablemente entre paises, se estima que cada afio debutan con diabetes mas
de 100.000 nifios ¢,

A dia de hoy, la etiologia de la enfermedad es todavia incierta, pero se postula que el proceso
autoinmune que culmina con la destruccidén de las células beta pancredticas es debido a una
combinacion de factores ambientales que se suman a una predisposicion genética existente U],

La mayor susceptibilidad genética viene determinada por la region HLA (Human Leukocyte
Antigen), localizada en el cromosoma 6. Entre los genes HLA, los mas relacionados con la DM1
son los de clase | y clase Il 81, En poblaciones caucasicas, los haplotipos que confieren mayor
riesgo 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) 4.

Asimismo, en los ultimos afios, a través de GWAS (genome-wide association studies) se han
identificado mds de 60 nuevos loci situados fuera de la region HLA, asociados a un incremento
del riesgo a padecer DM1. Mayoritariamente, estos genes estan relacionados con la regulacién
del sistema inmune o con la funcidn de las células beta pancreaticas .



El componente genético es necesario, pero no suficiente para desencadenar la enfermedad, ya
que hay personas con haplotipos de riesgo que no la desarrollan nunca [¢l. Por ese motivo, se
considera evidente que numerosos factores ambientales (infecciones viricas, la microbiota
intestinal, el estilo de vida, etc.) (19 activan la respuesta autoinmune contra las células beta.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la diabetes tipo 1 se caracteriza por la infiltracion de
linfocitos en los islotes de Langerhans (insulitis), que conduce a la destruccién progresiva de las
células beta 11, La manifestacién clinica de la enfermedad suele producirse cuando se ha perdido
cerca del 80% de la masa de células beta; sin embargo, la destruccidn autoinmune puede haber
empezado varios afios antes (1%, En consecuencia, en la progresién de la DM1 se distinguen
diferentes etapas sucesivas (Figura 1).
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Figura 1: Historia natural y etapas del desarrollo de diabetes tipo 1 .

La primera etapa se considera aquella en la que solamente existen marcadores genéticos de
susceptibilidad, debido a la predisposicién genética (de caracter poligénico) de la persona.

La aparicién de un factor ambiental, no totalmente definido, desencadena una activacién de la
respuesta autoinmune (segunda etapa), evidenciada por la presencia de marcadores seroldégicos
(autoanticuerpos) o celulares (células T CD4+ y CD8+ autorreactivas) de autoinmunidad. Los
cuatro tipos mas frecuentes de autoanticuerpos son contra la insulina (IAA), la enzima glutamato
descarboxilasa (GADA), la proteina asociada a insulinoma 2 (IA2A) y el transportador de zinc 8
(ZnT8A) €, Aunque esta segunda etapa, también conocida como Prediabetes, es asintomatica,
las células beta del pancreas sufren una agresién autoinmune y empiezan a ser destruidas.
Al inicio de esta Prediabetes solamente se detectan marcadores de autoinmunidad
(autoanticuerpos circulantes e infiltracién linfocitaria de los islotes de Langerhans o insulitis),
pero con pardametros metabodlicos normales (normoglucemia, sin déficit demostrable de
insulina). En una fase mas tardia de la Prediabetes, las células beta pancredticas resultan
insuficientes para mantener una normoglucemia, y estudios funcionales permiten detectar fases
de hiperglucemia o hipoinsulinemia, pero auln sin un cuadro clinico evidente.



Cuando aproximadamente quedan menos del 10-20% de los islotes funcionales, la hiperglucemia
e hipoinsulinemia aparece acompafiada de sintomas clinicos de la enfermedad (polidipsia,
poliuria, polifagia, etc.) y el paciente se diagnostica de diabetes clinica, siendo necesario el
tratamiento con insulina sustitutiva (fase de diabetes) [*1l. En el momento del debut clinico,
aproximadamente el 90% de los pacientes diabéticos tipo 1 tienen uno o mas autoanticuerpos
detectables en suero. Por esa razdn, estos se utilizan como biomarcadores para diferenciarlos de
la diabetes tipo 2 o de la diabetes monogénica (tipo MODY o neonatal) 18,

2. DIABETES TIPO 2

La diabetes tipo 2 (DM2), clasicamente conocida como diabetes no insulinodependiente, es
una enfermedad poligénica debida a un cierto grado de resistencia a la accion de la insulina. Para
intentar mantener el equilibrio, el organismo incrementa la secrecién de insulina, lo cual acaba
provocando un defecto funcional en las células beta pancreaticas (2],

En adultos, este tipo de diabetes representa alrededor del 90% de todos los casos. Sin embargo,
la DM2 es rara en edad pediatrica; aunque existen grandes diferencias de prevalencia entre
etnias. En ciertas poblaciones como la afroamericana, la hispana y las nativas americanas, la DM2
puede llegar a ser tan frecuente en nifos y adolescentes como la DM1. Por el contrario, en
poblaciones caucésicas los casos pediatricos de DM2 son excepcionales (3], Aun asi, en las Gltimas
dos décadas, esta enfermedad propia de adultos podria estar aumentando en edad pediatrica,
de forma paralela al incremento de la obesidad 4,

3. DIABETES MONOGENICA NO AUTOINMUNE

La diabetes monogénica engloba todas aquellas formas raras de diabetes causadas por un
defecto en un Unico gen, que provoca la disfuncién de las células beta pancredticas y afecta a la
secrecién o a la funcidn de la insulina. A su vez, dentro de la diabetes monogénica pueden
distinguirse: la diabetes tipo MODY (maturity-onset diabetes of the young), |la diabetes neonatal
y otras formas sindrémicas de diabetes ['>l. A pesar de que la frecuencia de diabetes monogénica
es muy baja en la poblacidn, se estima que cerca del 80% de los casos permanecen sin
diagnosticar o son erréneamente clasificados como diabetes tipo 1 o tipo 2 [,

3.1. Diabetes tipo MODY

La diabetes tipo MODY es la clase mas comun de diabetes monogénica, suponiendo al menos el
2% de todos los casos de diabetes en Europa !, Constituye un grupo clinica y genéticamente
heterogéneo de desdrdenes con un patrén de herencia autosémica dominante que, salvo que
sea de novo, puede manifestarse a lo largo de varias generaciones. La mutacidn causante puede
hallarse en diferentes genes, todos ellos relacionados con la diferenciacion de la célula beta, con
la secrecién de la insulina o con su funcién (7,



Hasta la fecha, se han definido al menos 14 subtipos de MODY en funcién del gen afectado. Tanto
el cuadro clinico como la respuesta al tratamiento puede variar entre los distintos subtipos 8,
Ademas, la implementacién de la tecnologia de secuenciacion masiva (next-generation
sequencing o NGS) estd permitiendo que continden identificdandose nuevos genes, dando lugar a
la aparicion de mas subtipos [, Aun asi, la gran mayoria de los casos son debidos a mutaciones
en cuatro genes: el gen GCK, que codifica para la enzima glucoquinasa, y los genes HNF1A, HNF4A
y HNF1B, que codifican para diferentes factores de transcripcion.

De entre todos, el subtipo mds comun en poblacién infantil es el MODY2 (o GCK-MODY). La
enzima glucoquinasa actla como sensor de glucosa en las células beta del pancreas. Por ello,
mutaciones en heterocigosis que inactiven esta enzima elevan el umbral de glucosa requerido
para liberar insulina, lo cual da lugar a una hiperglucemia moderada en ayunas, persistente y
detectable desde el nacimiento. Sin embargo, los pacientes suelen ser asintomaticos y, con
frecuencia, diagnosticados accidentalmente en andlisis de rutina o durante el embarazo. No
suelen precisar tratamiento, excepto en ciertas circunstancias, puesto que su hiperglucemia
moderada no conlleva riesgo de complicaciones micro o macrovasculares 16,

Otro subtipo habitual es el MODY3 (o HNF1A-MODY). El factor nuclear 1a de hepatocito regula,
entre otras funciones, la expresion génica de la insulina. Asi, mutaciones en heterocigosis que
impliquen pérdida de su funcidn ocasionan una reduccion en la secrecion de insulina y una
disfuncién progresiva de las células beta pancredticas. En este caso, los pacientes si presentan
sintomas y normalmente responden al tratamiento con sulfonilureas 71,

Un fenotipo clinico similar se manifiesta en el subtipo MODY1 (o HNF4A-MODY), ya que el factor
nuclear 4a de hepatocito también guarda relacidn con las células beta y el transporte de glucosa.
De igual manera, los pacientes responden a sulfonilureas ¢, Menos frecuente es el subtipo
MODY5 (o HNF1B-MODY) que se caracteriza por la presencia de quistes renales ademas de
diabetes. Esto se debe a que el factor nuclear 1B de hepatocito estd involucrado en el desarrollo
embrionario de la nefrona y del pancreas. Los pacientes requieren tratamiento con insulina (71,

Otros subtipos mas raros son aquellos originados por mutaciones heterocigotas en los genes:
PDX1/IPF1 (MODY4), NEUROD1 (MODY6), KLF11 (MODY7), CEL (MODY8), PAX4 (MODY9), INS
(MODY10), BLK (MODY11), ABCC8 (MODY12), KCNJ11 (MODY13) y APPL1 (MODY14) [*5],

3.2. Diabetes neonatal

La diabetes mellitus neonatal se define como aquella que aparece en los seis primeros meses
después del nacimiento. Suele tener origen monogénico y puede ser permanente o transitoria
(aunque es habitual que recidive durante la adolescencia) .

La causa mas comun de diabetes neonatal permanente son mutaciones en uno de los dos genes
gue codifican para los canales de potasio dependientes de ATP (Karr) presentes en la membrana
de las células beta 29, Estos canales de potasio constan de cuatro subunidades KIR6.2 (gen
KCNJ11) y cuatro subunidades SUR1 (gen ABCCS8).
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Asi pues, mutaciones activantes que impidan el cierre del canal, en uUltimo término afectan a
la secrecion de insulina. Dado que estos canales también se hallan en neuronas y musculo
esquelético, ademas de diabetes los individuos suelen presentar un retraso del desarrollo
psicomotor. Por este motivo, un diagndstico temprano es de vital importancia, ya que el
tratamiento con altas dosis de sulfonilureas no solo mejora la glucemia sino también el déficit
neurolégico 191,

Otra causa frecuente de diabetes neonatal permanente son defectos en el gen de la insulina
(INS). Las mutaciones provocan un mal plegamiento de la proteina, lo cual afecta negativamente
a su secrecion. A largo plazo, estas alteraciones conducen a la muerte de células beta debido al
aumento de estrés del reticulo endoplasmatico 129,

En el caso de la diabetes neonatal transitoria, las mutaciones en los genes KCNJ11 y ABCC8
constituyen la segunda causa mas frecuente. La mds habitual se debe a una sobreexpresion de
la regidon cromosémica 6qg24, por tres posibles mecanismos: una disomia uniparental del
cromosoma 6, una duplicacién del alelo paterno 6924 o una pérdida de la metilacion materna.
Aunque estos pacientes responden a bajas dosis de insulina, se han descrito casos con buena
respuesta a sulfonilureas 29,

En situaciones extremadamente raras, existen otros genes cuyas mutaciones pueden originar
una diabetes neonatal. Por ejemplo, mutaciones en los genes GATA6, GATA4, RFX6, PDX1/IPF1,
NEUROD1, NEUROGS3, EIF2AK3, GLIS3 0 ZFP57, entre otros 11°],

3.3. Diabetes sindromicas

Las formas sindromicas de diabetes son raras y bastante complejas. Se trata de condiciones
multisistémicas severas en las que la diabetes no siempre es la primera manifestacién clinica.
Algunos ejemplos son el sindrome de Wolfram, causado por mutaciones recesivas en el gen
WSF1, o sindromes causados por alteraciones en el ADN mitocondrial como, por ejemplo, el
sindrome de diabetes de herencia materna y sordera (MIDD) 24,

4. DIABETES MONOGENICA AUTOINMUNE

Por norma general, la diabetes monogénica se caracteriza por no presentar autoinmunidad.
Sin embargo, existe un pequeifo nimero de condiciones monogénicas que si provocan una
diabetes autoinmune y, por tanto, en ese sentido son dificiles de distinguir de la diabetes tipo 1.
En estos casos, |a diabetes suele ir acompafiada de otros trastornos autoinmunes sistémicos (221,

Normalmente, estas enfermedades autoinmunes sindrémicas aparecen en edades tempranas y
dado que es posible que la primera manifestacion clinica sea la diabetes, es sumamente
necesario un diagndstico apropiado que permita reconocerlas y tratarlas con prontitud, para
paliar futuras complicaciones asociadas.



Los dos primeros genes que se conocidé que podian desencadenar una diabetes monogénica
autoinmune fueron el gen AIRE y el gen FOXP3. En los ultimos afos, gracias al avance de las
tecnologias de secuenciacién masiva (NGS), han podido identificarse nuevos genes responsables
como: IL2RA, LRBA, STAT3, STAT1, STAT5B, CTLA4 y ITCH 23],

El gen AIRE codifica para la proteina homdnima de regulacion autoinmune, cuya funcién es
regular la expresién de antigenos propios especificos de tejido en el timo, para asi educar a
las células T naive durante el proceso de seleccidon negativa de células T autorreactivas. Las
mutaciones que conduzcan a la pérdida de funcién del gen AIRE impiden que las células T
autorreactivas sean eliminadas, causando el sindrome poliendocrino autoinmune de tipo 1
(APS1). Este se caracteriza por: candidiasis crénica mucocutdnea, hipoparatiroidismo e
insuficiencia suprarrenal autoinmune. Ademas, un 13% de los individuos presentan diabetes 122,

El sindrome de inmunodesregulacion-poliendocrinopatia-enteropatia ligada al cromosoma X
(IPEX) es debido a mutaciones hemicigdticas en el gen FOXP3, que codifica un factor de
transcripciéon clave para el desarrollo de las células T reguladoras. En su ausencia, se pierde la
tolerancia periférica y el control de las células T autorreactivas. Dado que este gen se encuentra
en el cromosoma X, una sola copia mutada provoca la enfermedad en varones; mientras que las
mujeres son portadoras. Clinicamente, el sindrome aparece en periodo neonatal y las
manifestaciones caracteristicas son: enteropatia severa, diabetes autoinmune y habitualmente
también afectacion cutdnea. Aun asi, algunos casos muestran un fenotipo menos severo 24,

En esta linea, individuos con mutaciones recesivas en el gen IL2RA sufren el sindrome de la
inmunodeficiencia 41 con linfoproliferacién y autoinmunidad, con un cuadro clinico similar al
IPEX (enteropatia, hipotiroidismo y eczema), que puede incluir diabetes autoinmune de aparicién
neonatal. El gen IL2RA codifica para la subunidad a del receptor IL-2 (IL2RA) que se expresa en
las células T reguladoras, facilitando su capacidad de reclutamiento y funcidn supresora. A su vez,
la molécula de sefializacion IL-2 esta involucrada en la regulacién inmune e induce la expresion
de FOXP3. Por consiguiente, la deficiencia de IL2RA reduce la funcidén supresora de las células T
reguladoras y promueve la autoinmunidad a través de la pérdida de la tolerancia periférica 24,

Asimismo, el gen LRBA codifica para una proteina intracelular homénima que se expresa en las
células By Ty juega un papel fundamental en la regulacién postraduccional y circulacién de la
proteina CTLA4. Asi pues, la inmunodeficiencia comun variable 8 (CVID8) esta causada por
mutaciones recesivas de pérdida de funcién en LRBA. Estos defectos repercuten sobre la funcién
inhibidora de CTLA4, de manera que también disminuye la accidén supresora de las células T
reguladoras y se estimula el ataque autoinmune 221,

En cuanto a las proteinas codificadas por los genes STAT3, STAT1 y STAT5B, se trata de factores
de transcripcién que intervienen en la respuesta celular a citoquinas y factores de crecimiento.
Por ello, mutaciones de ganancia o de pérdida de funcidon se han asociado a diversos desérdenes,
gque comprenden desde inmunodeficiencias primarias a enfermedades autoinmunes. Todo
depende del tipo de alteracion y de como se vean afectadas las otras rutas y procesos de
sefializacion en los que la proteina mutada participa.
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Por ejemplo, mutaciones de ganancia de funcién en STAT1 provocan el sindrome de
inmunodeficiencia 31C; en cambio, ese tipo de mutaciones en STAT3 dan lugar a la enfermedad
autoinmune multisistémica de inicio infantil. Por otro lado, mutaciones de pérdida de funcién en
STATS5B se asocian a trastornos caracterizados por manifestaciones alérgicas o autoinmunes 23,

Otros sindromes de causa monogénica que cursan con diabetes autoinmune son: el sindrome
autoinmune linfoproliferativo de tipo V, debido a mutaciones heterocigotas en el gen CTLA4 22;
y el sindrome autoinmune multisistémico con dismorfismo facial, originada por mutaciones
recesivas en el gen ITCH 24,

En definitiva, cada una de estas formas de diabetes monogénica autoinmune (Tabla 1) tiene sus
particularidades clinicas y de tratamiento, pero todas comparten la necesidad de un estudio
genético para ser correctamente diagnosticadas.

Tabla 1: Formas monogénicas de diabetes autoinmune.

Gen Sindrome asociado Modelo de herencia
AIRE (21g22.3) Sindrome poliendocrino autoinmune de tipo 1 (OMIM 240300) Autosémico Recesivo/Dominante
CTLA4 (2933.2) Sindrome autoinmune linfoproliferativo tipo V (OMIM 616100) Autosémico Dominante

Sindrome de inmunodesregulacion-poliendocrinopatia-enteropatia

ligada al cromosoma X (OMIM 304790) Ligado al cromosoma X

FOXP3 (Xp11.3)

Sindrome de la inmunodeficiencia 41 con linfoproliferacion y autoinmunidad

IL2RA (10p15.1) Autosdmico Recesivo

(OMIM 606367)

ITCH (20q11.22) Sindrome autoinmune multisistémico con dismorfismo facial (OMIM 613385) Autosdmico Recesivo
LRBA (4931.3) Sindrome de inmunodeficiencia comun variable 8 (OMIM 614700) Autosomico Recesivo
STATI1 (2932.2) Sindrome de inmunodeficiencia 31C (OMIM 614162) Autosdmico Dominante

STAT3 (17¢21.2) Sindrome autoinmune multisistémico de inicio infantil (OMIM 615952) Autosdmico Dominante

Sindrome de Insensibilidad a la hormona del crecimiento

con desregulacién inmunitaria 1 y 2 (OMIM245590/618985) Autosémico Recesivo/Dominante

STATSB (17q21.2)
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HIPOTESIS

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico de etiologia muy diversa, caracterizado por
una hiperglucemia crénica como consecuencia de una insuficiente secrecion de insulina o
una disminucidn de respuesta por parte de los tejidos. Los factores de riesgo, tanto genéticos
como ambientales, que intervienen en el desarrollo de cada tipo de diabetes son muy diferentes.

En pediatria, el 95% de los casos corresponden a una diabetes tipo 1 (DM1). Si bien esta
enfermedad puede producirse a cualquier edad, a menudo se manifiesta antes de los 15 afios
(siendo mas frecuente entre los 5-7 afios de edad o cerca de la pubertad). Para su diagndstico,
ademas de la sintomatologia clinica, se analizan biomarcadores como la presencia de
autoanticuerpos circulantes en suero. Ademas, al tratarse de una enfermedad poligénica, no se
asocia a una historia familiar de herencia autosémica dominante.

Otro tipo de diabetes presente con menor frecuencia en pediatria es la diabetes monogénica.
Este grupo heterogéneo poco comun es debido a alteraciones en un solo gen, que pueden afectar
al desarrollo de la célula beta pancreatica, a la sintesis de insulina o a su funcién. Aunque su
caracteristica principal es la ausencia de autoinmunidad, en los ultimos afios se han encontrado
formas monogénicas de diabetes con autoinmunidad positiva. Asi, estos casos raros son dificiles
de diagnosticar dada la superposicidn con la clinica de DM1, que se caracteriza por la deteccion
de autoinmunidad al debut de la enfermedad.

En este contexto, la hipétesis del presente trabajo es que puede existir diabetes monogénica
autoinmune en algunos casos pediatricos diagnosticados de DM1, especialmente cuando
debutan a una edad inferior a los dos afios, o cuando en su familia hay al menos tres
generaciones de diabetes (herencia autosomica dominante). Ademas, se considera que un
estudio genético por secuenciacion masiva puede ser una estrategia eficaz para la deteccion
de variantes patogénicas relacionadas con la diabetes monogénica autoinmune.

Este trabajo proporcionard una herramienta que ayudard a definir mejor la etiologia de la
diabetes en pediatria y permitira a los pacientes beneficiarse del correcto diagndstico de su
enfermedad. Este aspecto es crucial para el control clinico, la eleccién terapéutica y el prondstico,
asi como para el asesoramiento genético, cuando proceda.
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OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es determinar la presencia de diabetes monogénica
autoinmune en pacientes pediatricos con diagndstico de diabetes tipo 1 antes de los dos afios
de edad, o con una historia familiar de diabetes en al menos tres generaciones.

Para alcanzar este objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos operativos:

1. Seleccionar a partir de una cohorte de mas de 500 pacientes pediatricos diagnosticados
de diabetes tipo 1 con estudio de autoinmunidad al debut clinico, aquellos que
debutaron antes de los dos afios de edad o que en su familia habia al menos tres
generaciones con diabetes.

2. Realizar un estudio genético mediante la tecnologia de secuenciacién masiva, a todos
los casos seleccionados utilizando un panel de genes orientado al diagndstico de
diabetes monogénica.

3. Analizar las variantes candidatas a ser causantes de una forma monogénica de diabetes

autoinmune. Verificar mediante secuenciacidn Sanger su autenticidad y la cosegregacién
con la clinica en la familia.
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METODOLOGIA

El estudio se realizé en el Grupo de Investigacion en Genética y Control de Diabetes y
Enfermedades Endocrinas de la UPV/EHU y del IIS Biocruces Bizkaia. A continuacion, se describen
los criterios aplicados para la seleccién de la cohorte y posteriormente se detalla la metodologia
molecular utilizada en el diagndstico de la diabetes monogénica autoinmune, asi como el proceso
de filtrado de las variantes detectadas.

1. PACIENTES

Este proyecto forma parte de uno mas amplio dirigido a definir la prevalencia de diabetes
monogénica en poblacién pediatrica diagnosticada de diabetes tipo 1. En un estudio previo, se
definio la frecuencia de diabetes monogénica en diabetes tipo 1 con autoinmunidad negativa [2°1.
El presente trabajo se centrd en el estudio de diabetes monogénica en nifios y adolescentes con
diabetes tipo 1 y autoinmunidad positiva.

De este modo, los pacientes incluidos en la presente investigacion fueron seleccionados entre
una serie de 500 nifios, menores de 15 afos, seguidos en ocho hospitales de referencia espafioles
[Hospitales: Cruces (Barakaldo), Vall d"Hebron (Barcelona), Son Espases (Mallorca), Miguel Servet
(zaragoza), Virgen del Rocio (Sevilla), Rio Hortega (Valladolid), y La Paz y Severo Ochoa (Madrid)],
gue debutaron con diagnéstico de diabetes tipo 1 entre 2012 y la actualidad, y cuyas muestras y
datos clinicos fueron remitidos a nuestro centro en el contexto de estos estudios.

Para formar parte del presente proyecto enfocado al diagndstico de diabetes monogénica de tipo
autoinmune, el requisito indispensable que debian cumplir los pacientes pedidtricos era
presentar diabetes con autoinmunidad, es decir, que al menos uno de los cuatro autoanticuerpos
anti-islote analizados fuese positivo. Ademas, se establecieron otras dos condiciones no
excluyentes: que en la familia hubiese tres o mas generaciones con diabetes, o que el debut
diabético fuese anterior a los 2 afios de edad. Un total de 60 pacientes cumplian estos criterios,
27 nifas y 33 nifios, y con un rango entre 9 meses y 14 aios de edad al debut (Tabla 2).

Tabla 2: Cohorte de pacientes.

Subgrupo Criterios Numero de pacientes
1 Tres generaciones con diabetes 17
2 Debut antes de los 2 afios 37
3 criterio 1 + criterio 2 6

Respecto a los pacientes analizados (caso indice) se dispuso de una muestra de suero separado
por centrifugacidn en el hospital de origen, y una muestra de sangre total en el momento del
debut clinico de diabetes y antes de iniciar el tratamiento con insulina sustitutiva. Asi mismo, se
obtuvo muestra de sus progenitores. Estas muestras, congeladas a -802C (suero) o a -402C
(sangre total) se usaron para la medicidon de autoanticuerpos (IAA, GADA, IA2A y ZnT8A) y para
realizar el estudio genético, respectivamente.
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2. ANALISIS GENETICO

En primer lugar, a partir de la muestra de sangre de cada paciente se llevé a cabo la extraccién
de ADN y su posterior cuantificacidon, mediante el procedimiento abajo especificado. En segundo
lugar, se aplicé la metodologia de secuenciacién masiva NGS (next-generation sequencing) para
identificar variantes patogénicas que pudiesen dar origen a una diabetes monogénica
autoinmune. Finalmente, aquellas variantes candidatas a ser la causa de la enfermedad fueron
confirmadas a través de la secuenciacidon tradicional por el método de Sanger, y estudiadas en
los progenitores del paciente (indice) para determinar si eran portadores del cambio.

2.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ADN

La técnica de extraccién del ADN gendmico se realizd con el equipo automatico MagPurix,
desarrollado por Zinexts Life Science Corp. (ZP02001 MagPurix Blood DNA Extraction kit 200) a
partir de 400 uL de sangre periférica congelada a -402C hasta el dia de la extraccién.

Esta tecnologia esta basada en la capacidad de unién reversible del ADN a unas microesferas
electromagnéticas. Al lisarse las células, el ADN permanece unido a las particulas magnéticas
mientras el equipo efectla una serie de lavados con diferentes reactivos para eliminar restos
contaminantes. Cuando estos finalizan, el ADN se separa de las bolas y se resuspende en 100 uL
de buffer de elucion (Figura 2).

-
-

o'. S
X Noae ™ ¥ - " ks
= G S8 3 W :
65°C H 65°C H
= - - - - - - - - - - -
C L - . C L - . L . L .
Incubacién de la Incubacién con Lavado de desechos Separacion de Elucién del ADN
muestra con bolas magnéticas. (restos celulares, las bolas y transferencia
buffer de lisis y Unién de las bolas magnéticas magnéticas al tubo de
proteinasa k bolas al ADN sobrantes...) del ADN recogida

Figura 2: Diagrama del proceso de extraccion de ADN mediante esferas magnéticas.
Adaptado de MagPurix Extraction kit Handbook.

Posteriormente, para determinar la concentracion y la pureza del ADN extraido, se emplearon
dos sistemas diferentes: por un lado, el equipo de espectrofotometria Nanodrop 2000 y por otro,
el dispositivo Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), que mide por
fluorometria. En ambos casos se siguieron las indicaciones especificadas por el fabricante.
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La espectrofotometria se basa en la absorbancia de un compuesto presente en la solucién frente
a una longitud de onda determinada. De este modo, calcula la concentracién de ADN teniendo
en cuenta el valor de la absorbancia obtenido a una longitud de onda de 260 nm. Ademas, la
relacién de absorbancias A260/280 y A260/230 permite evaluar la pureza de la muestra. Cuando
el valor del cociente A260/280 esta comprendido entre 1,8 y 2,0 se considera que el ADN tiene
una pureza 6ptima. Por el contrario, un valor inferior a 1,6 no es aceptable ya que indica una
posible contaminacidon por compuestos aromaticos como fenoles y proteinas; mientras que un
valor mayor de 2,1 podria deberse a la presencia de ARN en la muestra. En cuanto al cociente
A260/230, para ser dado por valido debe situarse alrededor de 1,5y 2,2.

Alternativamente, la fluorometria presenta ventajas como una mayor sensibilidad y precision. Se
trata de un método basado en fluoréforos que se intercalan entre las moléculas de ADN de forma
especifica, lo cual minimiza los posibles errores debidos a sustancias contaminantes. Asi, incluso
cuando la concentracién es muy baja, el fluorimetro Qubit proporciona mediciones de gran
precision; convirtiéndose en la opcién preferida para aplicaciones como la secuenciacién masiva
o la PCR en tiempo real.

2.2. ESTUDIO GENETICO DE DIABETES MONOGENICA MEDIANTE NGS

La identificacién de posibles variantes patogénicas responsables de una diabetes monogénica
autoinmune se llevod a cabo usando la tecnologia de secuenciacion masiva desarrollada por Life
Technologies, actualmente Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) con las
plataformas lon Torrent CHEF™ e lon GeneStudio S5 Plus™. Al utilizar esta estrategia se consigue
un alto rendimiento en el cribado de multiples genes de forma simultanea y eficiente. La técnica
consta de las siguientes etapas:

> Preparacion de librerias: lon Ampliseq™ Library kit 2.0.

Amplificacion clonal: lon Torrent CHEF™.,

Secuenciacioén: lon GeneStudio S5 Plus™.

Procesamiento bioinformatico de los datos generados: Torrent™ Suite.

YV V V V

Interpretacion de resultados v filtrado de variantes: lon Reporter™ Software.

2.2.1. PANEL DE GENES:

A lo largo de este proyecto se trabajo con un panel previamente disefiado en el laboratorio, que
permite la secuenciacidon masiva de las regiones exdnicas e intrdnicas flanqueantes, y las regiones
UTR de 69 genes. Este panel incluia genes asociados a diabetes monogénica autoinmune (AIRE,
CTLA4, FOXP3, IL2RA, ITCH, LRBA, STAT1, STAT3 y STAT5B), ademas de otros relacionados con la
diabetes monogénica no autoinmune (tanto MODY como neonatal).
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Una caracteristica de los paneles desarrollados por Thermo Fisher Scientific es que las parejas de
primers se distribuyen en varios grupos o pooles. El motivo es evitar un solapamiento entre ellos
gue conduzca a la obtencién de productos no deseados durante la amplificacidon de las regiones
de interés. En concreto, este panel, disefiado por el Grupo de investigaciéon a través de la
herramienta lon AmpliSeq Designer tool; consta de 2047 amplicones, de entre 125-375 pb, y los
primers necesarios estan separados en tres pooles distintos. El panel tiene un tamano total de
531,67 kb y su cobertura tedrica es del 99,86%.

2.2.2. PREPARACION DE LIBRERIAS:

La preparacion de la libreria consiste en la amplificacion multiple y simultanea de las regiones
gendmicas de interés de los 69 genes integrados en el panel. Para realizar este proceso se utilizé
el lon AmpliSeq library kit 2.0 siguiendo el protocolo establecido por el fabricante, aunque con
pequefias modificaciones para mejorar el rendimiento. De forma resumida, los pasos a seguir
fueron los siguientes (Figura 3):

I.  Amplificacién del ADN gendmico mediante PCR multiplex.

Il. Digestion parcial de la secuencia de los primers.

lll. Ligacidn de los adaptadores a los amplicones.

IV. Purificacidn de la libreria.

V. Cuantificacion del producto amplificado mediante una PCR cuantitativa (qPCR).
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Cuantificacién de la libreria
mediante una qPCR

Figura 3: Diagrama de las etapas que conlleva la preparacion de librerias.
Adaptado de lon Ampliseq™ DNA Library Preparation User Guide.



I. Amplificacion del ADN gendmico mediante PCR multiplex.

En cada libreria se incluyeron 12 pacientes. Para cada muestra, el ADN gendmico se diluyé a
5 ng/ul y se realizaron tres reacciones PCR (una para cada pool de primers) siguiendo los pasos:

» Preparar el mix de reactivos (5x lon Ampliseq™ HIFI Mix + 2x lon Ampliseq™ Primer pool).
= En hielo, afiadir 7 uL del mix + 3 uL de ADN a cada tubo. Dar un pulso de centrifuga.
= Amplificar en el termociclador (Veriti 96-well Thermal Cycler).

Il. Digestidn parcial de la secuencia de los primers.

Este paso supone la degradacién de los primers unidos a los amplicones y resulta imprescindible
para que mutaciones en las zonas de hibridacién no queden enmascaradas al secuenciar.
Consistio en:

= Juntar en un mismo tubo (por paciente) los amplicones obtenidos para cada pool;
tomando 7 plL pooll + 7 uL pool2 + 7 uL pool3. Agitar con vortex.

= En hielo, se afadidé a cada tubo 2 puL del enzima FuPa y se incubd en el termociclador
(Veriti 96-well Thermal Cycler).

lll. Ligacion de adaptadores a los amplicones.

Esta parte del proceso implica la unién de dos fragmentos adaptadores a los extremos de los
amplicones: el lon Xpress™ Barcode X y el lon P1 Adapter.

Al extremo 3’ de los amplicones de cada individuo se incorpora un lon Xpress™ Barcode X tnico
(donde la X representa cualquier nimero comprendido entre 1 y 96). Los cddigos de barras o
Barcodes son unas secuencias especificas cortas de 6 a 14 nucledtidos que, tras la secuenciacion,
permiten identificar las lecturas pertenecientes a cada paciente incluido en la libreria.
Paralelamente, en el extremo 5 de todos los amplicones se une el lon P1 Adapter, de 17
nucledtidos de longitud. El orden de actuacidn fue el siguiente:

= Preparar una dilucion 1:4 de cada uno de los Barcodes necesarios.

= En hielo, se anadié a cada tubo 4 pL de Switch Solution y 2 uL del Barcode-Adapter mix
correspondiente. Después de anadir 2 uL de Ligasa y agitar con vortex, se amplificé en el
termociclador (Veriti 96-well Thermal Cycler).

IV. Purificacion de la libreria.

La purificacion de la libreria se realiza con el reactivo NucleoMag NGS paramagnetic beads que
contiene bolas magnéticas a las que el ADN se une de forma reversible. Este fue el procedimiento:

= Trasvasar las muestras de la libreria a tubos Eppendof Low Retention de 1,5 mL.

= Afadir 45 pL de NucleoMag NGS bien agitado a cada tubo.

= |ncubar 5 min a temperatura ambiente. El ADN se pega a las bolas magnéticas.

= Colocar los tubos en la gradilla magnética DynaMag™-2 Magnet e incubar 2 min. Las
bolas se pegan a la pared del tubo.
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= Se desechd el liquido sin mover las bolas y se afiadieron 150 uL de etanol al 70%.

= Se elimind el etanol y se repitié de nuevo este lavado. Tras eliminar el liquido, se dejé
secar a temperatura ambiente 5 min y se transfirieron los tubos a la gradilla convencional.

= Se anadieron 50 pL de Low TE y tras resuspender, se incubd 2-5 min a temperatura
ambiente. El ADN se desprende de las bolas magnéticas.

= Se colocaron los tubos nuevamente en la gradilla magnética y se esperd unos 2 min, hasta
que el liquido estuviera transparente. Después, se transvaso el liquido transparente de
cada muestra a un Eppendorf nuevo y se desecharon las bolas magnéticas.

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

Llegados a este punto y antes de proceder a la secuenciacién, la reaccidon de PCR en tiempo real
sirve para cuantificar la amplificacién lograda. Esta técnica, realizada usando el lon Library
TagMan™ Quantitation kit, se compone de las siguientes acciones:

= Preparar una dilucién 1:100 de cada muestra de la libreria a cuantificar.

= Preparar 3 diluciones seriadas 1:10 a partir de E.coli DH10B lon Control Library (68 pM).
Estas funcionan como control para elaborar una curva standard con 3 puntos de
concentracion conocida (6,8 pM, 0,68 pM y 0,068 pM).

= Preparar, teniendo en cuenta el nUmero de muestras y controles, un mix con los reactivos:
2X lon Library TagMan® qPCR Mix y 20x lon Library TagMan® Quantitation Assay.

= En hielo, en una placa de 96 AXYGEN, se afadieron a cada pocillo 11 uL del mix + 9 uL de
muestra diluida y se amplific6 en el termociclador (Real-Time PCR System 7300).
Cada muestra se midid por duplicado y se incluyeron 2 controles negativos.

Una vez obtenidos los resultados, se calculd la concentracion de cada muestra de la libreria (el
rango suele situarse entre 100-500 pM). Seguidamente, se igualaron todas las concentraciones a
100 pM con Low TE. Por ultimo, deben juntarse 5 puL de cada muestra (a 100 pM) en un solo tubo
para posteriormente, proseguir con la amplificacion clonal de la libreria.

2.2.3. AMPLIFICACION CLONAL DE LA LIBRERIA:

Dado que la tecnologia de secuenciacién no es lo suficientemente sensible como para partir de
una cantidad inicial de ADN amplificado reducida, es necesaria una etapa de clonacién vy
enriquecimiento de la libreria. De este modo, se generan muchas copias de cada fragmento de
ADN unido a una ISP (lon Sphere™ Particles) antes de secuenciar.

El proceso, que se llevd a cabo en el sistema integrado lon Torrent CHEF™ desarrollado por
Thermo Fisher Scientific, consiste en: una PCR de emulsidn, el posterior enriquecimiento de las
ISPs clonales y su cuantificacion. Cada una de estas fases tiene lugar en distintos médulos del
equipo de forma completamente automatizada.
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2.2.4. SECUENCIACION MASIVA:

La técnica de secuenciacidon masiva fue ejecutada con el secuenciador lon GeneStudio S5 Plus de
Thermo Fisher Scientific, cumpliendo el protocolo fijado por el fabricante y basado en la
tecnologia lon Torrent Proton™ (Figura 4).

Esta estrategia se fundamenta en un método de semiconduccidn iénica. Las ISPs procedentes de
la amplificacién clonal se depositan en un chip de secuenciacién que tiene millones de pocillos y
simultdaneamente, en cada pocillo se produce una reaccion de secuenciacion. El chip cuenta con
un sistema de deteccidn electroquimica, de este modo, cada vez que la polimerasa incorpora un
nuevo nucledtido a la cadena de ADN en sintesis, se libera un protén (H+) que modifica el pH de
la solucién. Esta variacién de pH es detectada por un sensor de voltaje situado en cada
micropocillo del chip que, unido a un sistema ISFET (ion-sensitive field effect transistor), emite
una sefial grafica proporcional al nimero de nucledtidos afiadidos. El secuenciador, gracias a un
software que tiene incorporado, es capaz de asignarle una base nitrogenada a cada sefial
detectada durante la reaccion de secuenciacion.
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Figura 4: Reaccién de secuenciacién basada en la tecnologia lon Torrent Proton™,

2.2.5. PROCESAMIENTO BIOINFORMATICO DE LOS DATOS:

El volumen masivo de datos que se genera aplicando la tecnologia NGS a la clinica conlleva la
necesidad de un tratamiento bioinformatico que permita procesar e interpretar los resultados
obtenidos. Para garantizar que este complejo anadlisis se configure con los pardmetros mas
optimos, se recurrid al software comercial de lon Torrent, que divide la transformacion de los
datos en los siguientes apartados:

» Control de calidad (Base quality scoring)
Alineamiento de las secuencias contra el genoma de referencia (Alignment)
Deteccidén de variantes (Variant calling)

Y V V

Anotacion de variantes (Annotation)
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El programa Torrent Suite™, una vez finalizado el proceso de secuenciacién, extrae las lecturas
de cada muestra por separado, sin considerar los fragmentos adaptadores y excluyendo aquellas
de baja calidad. Seguidamente, aplica el alineador TMAP (Torrent Mapping Allignment Program)
sobre el conjunto de lecturas de buena calidad para alinearlas contra el genoma de referencia
procedente de bases de datos actualizadas (NCBI National Center for Biotechnology Information).

En otras palabras, este paso consiste en establecer a qué posicion, dentro del genoma de
referencia, corresponde cada una de las lecturas. No obstante, debido a que el genoma humano
tiene muchas zonas repetitivas y puede darse el caso de que una lectura encaje perfectamente
en diferentes regiones, se usan algoritmos estadisticos para determinar cual es la posicién mas
acorde. Concluida la alineacién, se crea un archivo BAM (.bam) que contiene todas las lecturas
ordenadas por coordenada gendmica.

Este archivo BAM se utiliza para ejecutar el Torrent Variant Caller, que compara nuevamente las
lecturas alineadas con el genoma de referencia para encontrar aquellas posiciones donde exista
una discrepancia. Si la misma diferencia se detecta en un nimero suficiente de lecturas como
para descartar un error de secuenciacion o de alineamiento, esta disparidad se considera una
variante. Tras la identificacién de variantes (variant calling) se elabora un archivo VCF (.vcf) con
la recopilacion de todas, aunque sin indicar con qué genes podrian coincidir esas localizaciones.
Para conocer dicha informacién es necesario transferir los archivos BAM y VCF de cada muestra
al software lon Reporter™. Asi, ademdas de la anotacion de variantes, la plataforma lon
Reporter™ permite posteriormente filtrarlas en funcién de determinados parametros y
descargar un Unico archivo para cada muestra que puede abrirse con Microsoft Excel o similares.

2.2.6. FILTRADO E INTERPRETACION DE VARIANTES:

Las alteraciones encontradas al examinar la secuencia genética de un individuo pueden ser tanto
cambios de un Unico nucleétido (SNVs, single nucleotide variants), como pequeias
inserciones/deleciones o variaciones en el nUmero de copias (CNVs, copy number variations).
Asimismo, la lista de variantes derivada del analisis bioinformatico no solo contempla variantes
potencialmente patogénicas sino también polimorfismos, variantes situadas en zonas intrdnicas,
errores de secuenciacion, etc. Por ese motivo, es necesario un filtrado de los resultados.

A la hora de evaluar la patogenicidad de las variantes, el filtrado se estructurd en funcién de
los siguientes aspectos:

A) Frecuencia poblacional

El primer filtro aplicado fue la frecuencia poblacional de las variantes. Los datos poblacionales se
determinaron a partir de bases de datos genémicas publicas (1000 Genomes Project, GnomAD y
dbSNP). De este modo, aquellas con una MAF > 0,01 (minor allele frequency) fueron excluidas
por tener una frecuencia superior a lo esperado de acuerdo con la prevalencia de diabetes
monogénica autoinmune. Por el contrario, una muy baja frecuencia o ausencia de registro en
bases de datos poblaciones se tomd como posible indicador de su efecto nocivo.
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B) Gen afectado, Posicion gendmica y Tipo de variante

Una vez restringido el estudio a variantes raras (MAF < 0,01), primero se tuvo en cuenta cudl era
el gen afectado, ya que ello sugiere con qué enfermedad podria estar relacionada esa alteracion.
Ante todo, se priorizaron aquellas variantes situadas en genes ligados a diabetes monogénica
autoinmune. De forma puntual, también se contemplaron algunos casos en los principales genes
responsables de diabetes de tipo MODY o neonatal.

Seguidamente, se valord la posicion gendmica de la variante, es decir, si se encontraba en una
region exdnica, intrénica o en una zona de splicing, puesto que su efecto patogénico es diferente.
Un cambio en una regién intrénica, a pesar de que quiza la unién de factores de transcripcién u
otros elementos reguladores pueda verse afectada, probablemente tenga menor repercusion,
porque esa parte de la secuencia genética no se transcribe a ARNm. Por el contrario, una
alteracion en una zona de splicing puede suponer una modificacidn significativa del tamafio o la
funcionalidad de la proteina resultante. En el caso de las variantes situadas en regiones exénicas
(codificantes) hay que fijarse en el impacto sobre la pauta de lectura. Por ejemplo, una variante
de tipo sindnimo (mismo aminoacido) posiblemente no tenga tanta trascendencia como una
variante missense (cambio de aminoacido), una nonsense (codén de stop prematuro) o una
insercion/delecidn que desplace toda la pauta de lectura.

Otro factor en el que se reparé fue la profundidad de lectura de las variantes. Un cambio que no
supera el umbral minimo de lecturas (> 20) podria no ser real, sino debido a un error durante el
proceso de secuenciacion. Por tanto, las variantes de interés que no superaban este umbral
fueron analizadas por Sanger.

C) Bases de datos y Softwares de prediccion

Para completar la valoraciéon de la patogenicidad cada una de las variantes, se consulté si existian
otros casos descritos en bases de datos de enfermedades, como Human Gene Mutation Database
(HGMD) y Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM), o en la literatura (PubMed).

De forma adicional, en especial para aquellos cambios no registrados, se usaron varios softwares
de prediccion, dependiendo del tipo de variante. Asi, para las missense se utilizaron: PolyPhen2,
PROVEAN, SIFT, PANTHER, MutationTaster y SNPs&GO; mientras que para las variantes de
splicing se recurrié a VarSeak o a Human Splicing Finder. En todos los casos se consultd también
la interpretacién de VarSome.

D) Confirmacion y Segregacion en la familia

En dltimo término, la existencia de aquellas variantes detectadas con sospecha de ser
probablemente patogénicas, debia ser verificada en el paciente (indice) pertinente. Ademas,
para determinar si ese cambio habia sido heredado de alguno de los progenitores, en cada caso
se realizd un nuevo andlisis con los tres miembros (indice, madre y padre). Esta comprobacion
consistié en amplificar por PCR convencional Unicamente la region del gen donde se encontraba
la alteracién para después proceder a la secuenciacién tradicional por el método de Sanger.
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La técnica de Sanger se basa en la incorporacion de dideoxinucleétidos (ddATP, ddGTP, ddCTP,
ddTTP) a la reaccion de secuenciacion. Estos andlogos quimicos de los cuatro nucledtidos del ADN
se caracterizan por carecer del grupo hidroxilo en 3’ requerido para la extension de la cadena
gue se esta polimerizando en direccion 5 — 3’. De este modo, cuando a la cadena de ADN en
sintesis se adiciona uno de estos cuatro ddNTPs, se para la reaccion. Asi se generan fragmentos
de diferente tamafio que luego se separan a través de un polimero. Dado que cada ddNTP estd
marcado fluorescentemente de un color distinto, es posible saber cudl se ha unido e ir
determinando la secuencia genética. Este proceso se ejecutd utilizando el equipo ABI3500
Genetic Analyzer, de Thermo Fisher Scientific.

Los datos clinicos del portador y la segregacion de la variante en los individuos enfermos de la
familia, asi como la comparacién de la relaciéon genotipo-fenotipo con otros casos descritos en la
literatura, permitié finalizar el filtrado de las variantes.

En funcidn de todos estos parametros, las variantes fueron clasificadas en una de las cinco
categorias que estipula el Colegio Americano de Genética Médica (ACMG): patogénica,
probablemente patogénica, significado incierto (VUS, del inglés variant of uncertain significance),
probablemente benigna y benigna.

3. ASPECTOS ETICOS

Para los estudios genéticos se obtuvo consentimiento informado de los pacientes y sus familias.
El estudio tuvo el visto bueno del Comité de Etica en Investigacion Clinica de Euskadi (P12017135).
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RESULTADOS

En este apartado se presentan los resultados obtenidos tras el analisis genético. De los casos
incluidos en la base de datos de pacientes con diagndstico de diabetes tipo 1 por presentar
autoinmunidad positiva al inicio clinico de la enfermedad, 60 nifios cumplian al menos uno de los
dos criterios previamente definidos: que en la familia hubiese tres o mds generaciones con
diabetes, o que el debut diabético se hubiese producido antes de los dos afios de edad.

A la hora de interpretar los resultados de las variantes, se siguid el proceso de filtrado explicado
en la seccion Metodologia, resumido en un diagrama de flujo al final del apartado (Figura 5).

A) Frecuencia poblacional:

El resultado del estudio genético fue una media de 450 variantes/paciente. Tras aplicar como
primer filtro MAF < 0,01 este numero se redujo a una media de 50-60 variantes detectadas para
cada individuo estudiado.

B) Gen, Posicion y Tipo de variante:

Posteriormente, cada uno de estos cambios fue evaluado de manera minuciosa considerando
otros aspectos como el gen en el que se localiza la variante, la posicion gendmica y el tipo de
variante. De este modo, el nimero de variantes de interés quedd reducido a un total de 45 en 30
pacientes.

C) Bases de datos y Softwares de prediccion:

A continuacidn, se procedid a consultar si estos cambios aparecian descritos en las bases de datos
(HGMD y OMIM) o en la literatura (PubMed). Sumado a ello, se utilizaron diversos softwares de
prediccidén, lo que permitido descartar todas aquellas variantes que fueron valoradas como
benignas o probablemente benignas. En base a los resultados obtenidos en este punto,
se seleccionaron 14 variantes potencialmente candidatas, presentes en 12 familias no
emparentadas entre si (Tabla 3).

D) Confirmacion y Segregacion en la familia:

Cada una de estas 14 variantes fue analizada por el método de secuenciacién Sanger para
confirmar que se trataba de variantes reales y no un artefacto de la NGS. Ademas, se estudiaron
ambos progenitores para determinar si el cambio habia sido heredado de alguno de ellos o se
habia producido de novo. A pesar de confirmarse por Sanger que todas las variantes eran reales,
gran parte de ellas resultaron heredadas de un progenitor asintomatico (Tabla 3). Las variantes
gue no cosegregaban con la clinica de la familia no se tuvieron en cuenta.
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Atendiendo exclusivamente a las variantes confirmadas que cosegregan con la clinica familiar y
gue se encuentran en genes asociados a diabetes monogénica autoinmune, la clasificacién final
se refleja en la Tabla 4:

Tabla 4: Clasificacion de las variantes de acuerdo con las categorias de la ACMG.

Familia Gen Variante Clasificacion Edad Generaciones
detectada E— al debut con diabetes
5 STATSB  ¢.286-12_290del probablemente 13 meses 1
patogénica
8 FOXP3 c.-22-2delA probablemente 9 meses 4
patogénica
12 LRBA p.Lys195Thr Vs 12 afios 3

(significado incierto)

A continuacién, se esquematiza el proceso de filtrado mediante un diagrama de flujo:

Variantes obtenidas en lon Reporter Software

400 - 500 variantes/paciente
|
MAF < 0,01

v

50 - 60 variantes/paciente

Gen afectado, posicién y tipo de variante

!

45 variantes (30 pacientes)

|
Descrita en HGMD, OMIM, PubMed
Prediccion softwares analisis

'

14 variantes (12 pacientes)

1
Confirmacién SANGER
Segregacion con el fenotipo familiar

v

3 Familias
1 variante de significado incierto: LRBA
2 variantes probablemente patogénicas: STAT5B, FOXP3

Figura 5: Diagrama de flujo que resume el proceso de filtrado de variantes.
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DISCUSION

En los ultimos afios se han descrito formas monogénicas de diabetes autoinmune que se pueden
superponer clinicamente con la diabetes tipo 1 (DM1), debido a que comparten caracteristicas
clinicas, la dependencia de insulina y la presencia de autoinmunidad positiva. Sin embargo, la
etiopatogenia, la evolucién y el tratamiento de cada enfermedad son diferentes.

Gran parte de los casos de diabetes monogénica autoinmune todavia permanecen sin identificar
y se clasifican erréneamente como DM1. Por esa razén, un correcto diagndstico del tipo de
diabetes mediante un estudio genético es esencial tanto para seguimiento del paciente como
para su tratamiento e incluso, para proporcionar un adecuado consejo genético 271,

Estudios recientes han identificado nuevas variantes en genes asociados a diabetes monogénica
autoinmune en pacientes que, ademas de diabetes, manifestaban otros desdrdenes
autoinmunes (2311281 No obstante, |a existencia de casos de diabetes monogénica autoinmune en
pacientes diagnosticados solo de DM1 no ha sido estudiada en profundidad.

Asi, en el presente proyecto se quiso determinar mediante un estudio genético por secuenciacion
masiva, la presencia de diabetes monogénica autoinmune en una poblacién de pacientes
pediatricos con autoinmunidad positiva que, o bien debutaron antes de los dos afios de edad o
bien, en la familia habia al menos tres generaciones con diabetes.

Tras el analisis genético de los 60 pacientes que cumplian los criterios indicados, al menos tres
variantes fueron seleccionadas como posibles responsables de una diabetes monogénica
autoinmune.

La primera variante probablemente patogénica identificada fue localizada en el gen STAT5B.
Este gen, constituido por 19 exones, codifica para una proteina citosdlica que interviene en la
transduccion de la sefial en respuesta a determinadas citoquinas y a la hormona del crecimiento.
Paralelamente, también juega un papel esencial en la generacion de algunas células T
reguladoras, por lo que cada vez se sugiere con mayor conviccion que STAT5B guarde relacion
con la diabetes [2°],

La variante (c.286-12_290del) del gen STAT5B consiste en una delecion de 17 nucledtidos que
afecta a la regidn aceptora de splicing del exén 4 y a los cuatro primeros nucledtidos del mismo.
Los softwares de prediccidn estimaron el cambio como patogénico, aunque no se haya reportado
con anterioridad en la literatura. En cuanto al paciente, se trataba de un nifo que debutd con
clinica de diabetes tipo 1 a los 13 meses de edad y no presentaba otros trastornos autoinmunes.

El estudio genético de los progenitores demostrd que la variante no habia sido heredada de
ninguno de ellos; por tanto, se trataria de una mutacién de novo. Por su localizaciéon, de acuerdo
con la estructura proteica 139, este cambio estaria afectando al extremo N-terminal y podria
modificar el plegamiento de la proteina. En consecuencia, podria tener un impacto sobre las rutas
derivadas y conducir a una desregulaciéon del sistema inmune y a la aparicion de diabetes.
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Estudios llevados a cabo en ratones diabéticos no obesos demuestran que una sobreexpresion
de STAT5B otorga un efecto protector frente al desarrollo de diabetes tipo 1. En cambio, no existe
aun ninguna evidencia de que su defecto pueda relacionarse directamente con la aparicion de
diabetes autoinmune [2°],

Por el momento, la mayoria de mutaciones heterocigotas en STAT5B descritas en la literatura se
caracterizan por una moderada insensibilidad a la hormona del crecimiento, eczemas y una
concentracion elevada de inmunoglobulinas E (IgE) BY. En homocigosis, el fenotipo es todavia
mas severo, ocasionando una inmunodeficiencia primaria, relacionada con una disfuncién de las
células T reguladoras, y otras enfermedades pulmonares asociadas. Contrariamente, también se
han reportado algunos casos de mutaciones que provocan una disfuncién inmune moderada;
entre ellos, un paciente con tiroiditis autoinmune que a los 20 afios fue diagnosticado de
celiaquia 132,

A dia de hoy muchos aspectos de la funcién de este gen dentro del sistema inmune siguen siendo
desconocidos. Los resultados obtenidos no permiten saber hasta qué punto la variante detectada
puede alterar la funcionalidad de la proteina. Para comprobar la implicacién de este cambio en
el desarrollo de la diabetes del paciente seria necesario realizar estudios funcionales.

La segunda variante probablemente patogénica detectada se encontrd en el gen FOXP3. Este
gen estd ubicado en el centrémero del cromosoma X y consta de 12 exones, el primero de ellos
(no codificante) situado en la region 5’ UTR. La expresién génica de FOXP3 esta regulada por
modificaciones epigenéticas en varias secuencias conservadas no codificantes localizadas en la
region promotoray en el primer y segundo intrén 331, En cuanto a su funcién, FOXP3 es un factor
de transcripcion clave para el desarrollo, mantenimiento y funcidn de las células T reguladoras.

En varones, mutaciones hemicigdticas de pérdida de funcién en este gen pueden desencadenar
el sindrome IPEX, debido a la pérdida de tolerancia periférica y el descontrol de la respuesta
inmune. Este raro desorden se caracteriza principalmente por una enteropatia severa, una
diabetes autoinmune de aparicidon temprana y una dermatitis crénica, ademas de otras posibles
condiciones autoinmunes 34, Sin embargo, la expresién fenotipica de los individuos puede ser
muy variada porque no todas las mutaciones producen el mismo impacto. Prueba de ello es
un estudio publicado en 2018 que recoge distintas variantes identificadas en pacientes con un
cuadro autoinmune leve, presentando diabetes autoinmune sin apenas otras manifestaciones
clinicas 131,

La variante (c.-22-2delA) del gen FOXP3 hallada en este trabajo consiste en la deleciéon de una
adenina situada en la posicion aceptora de splicing de la region 5’ UTR. Diferentes softwares de
prediccidn pronostican una pérdida de este aceptor e investigaciones recientes han encontrado
otras alteraciones en la posicién donadora de la misma regién que interfieren en la expresién del
gen y en la produccién normal de proteina. Ademas, se ha descrito que mutaciones en esta zona
de splicing pueden producir un fenotipo atipico y atenuado del sindrome IPEX [3°],
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El paciente, un nifio que debutd clinicamente a los 9 meses de edad, hereda esta variante de su
madre, que es portadora en heterocigosis. De igual manera que en el caso de la variante anterior,
se requieren estudios funcionales para determinar la repercursion que este cambio puede tener
sobre la proteina. Adicionalmente, seria interesante estudiar a otros miembros de la familia, por
ejemplo, los hermanos sanos y afectos de la madre, con el fin de averiguar si ellos también
presentan la variante.

La ultima de las variantes relacionada con formas monogénicas de diabetes autoinmune, fue
encontrada en el gen LRBA vy se clasific6 como variante de significado incierto (VUS). Este gen
estd constituido por 57 exones que codifican para una proteina citosélica homdnima. Una de sus
funciones esenciales es actuar como regulador postraduccional de CTLA4. Este, a su vez, es un
inhibidor de la respuesta inmune, implicado en la supresion de las células T reguladoras. Por
tanto, la pérdida de funcidn de LRBA conlleva una mayor degradacion de CTLA4, que desemboca
en una alteracién de la tolerancia y una activacién incontrolada del sistema inmune 371,

En un principio, mutaciones en este gen se asociaron a la inmunodeficiencia comun variable 8
(CVIDS8), pero en los ultimos afios se ha observado que el defecto de LRBA puede causar un amplio
espectro de fenotipos. Entre las manifestaciones clinicas mas frecuentes se incluyen diarrea
crénica, infecciones recurrentes, organomegalia y desdrdenes autoinmunes como diabetes,
tiroiditis o anemia hemolitica 38,

La mayoria de casos descritos en la literatura que se deben a mutaciones bialélicas en el gen
LRBA, cursan con diabetes autoinmune de apariciéon temprana. A pesar de que los individuos
habitualmente presentan también otros trastornos, se han reportado al menos dos situaciones
en las cuales la diabetes autoinmune era la Unica enfermedad que manifestaban los pacientes.
En un caso se trataba de una nifia con una mutacidon en homocigosis que debutd con diabetes a
los 9 meses y seguia sin haber desarrollado otras anomalias a los 2 afios de edad 371, El otro caso
hace referencia a un nifio diagnosticado de diabetes a los 6 meses de edad en el que se detecté

una mutacion en heterocigosis compuesta y que, a los 3 afios, no mostraba otras manifestaciones
[39]

La variante detectada en el gen LRBA consiste en la sustitucién de una adenina por una citosina,
lo cual implica un cambio puntual de aminoacido (p.Lys195Thr). Esta variante, que no aparece
reportada en la bibliografia, fue valorada como probablemente patogénica por algunos softwares
de prediccién; mientras que otros como VarSome la consideraron de significado incierto (VUS).

El cambio lo presentan madre e hijo en heterocigosis. No obstante, los resultados actuales no
permiten esclarecer si esta variante podria ser la causa de la diabetes que ambos padecen.
Tampoco puede descartarse que esta alteracion tenga un cierto efecto promotor de la
autoinmunidad, ya que la madre debuté a los 9 meses y el hijo, aungque con un debut mas tardio,
sufre hipotiroidismo autoinmune primario. Asi pues, en primer lugar, seria conveniente estudiar
a otros miembros de la familia, tanto sanos como afectos, y examinar cémo cosegrega la variante
en ellos. Ademas, por otro lado, habria que plantear estudios funcionales para determinar cdmo
repercute esta variante en la funcionalidad de la proteina LRBA.
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En cualquier caso, es importante mencionar que la clasificacién de una variante nunca es
definitiva. A medida que pase el tiempo pueden aparecer nuevos estudios que, o bien respalden
la valoracién adjudicada, o bien demuestren que la frecuencia poblacional de ese cambio es
mayor de lo que se creia afios atras y, por tanto, la variante deba ser recategorizada.

En conjunto, los resultados obtenidos muestran que en al menos un 3% (2/60) de los casos
estudiados con diabetes autoinmune, se encontré una variante probablemente patogénica en
heterocigosis que podria ser la causa de la diabetes en la familia.

Es cierto que estudios anteriores con un planteamiento similar detectaron un mayor nimero de
variantes potencialmente candidatas a ser responsables de la enfermedad (4/18). Sin embargo,
estos investigadores optaron por seleccionar un grupo de individuos que no presentaban
Unicamente diabetes con autoinmunidad positiva, sino que ademas manifestaban importantes
desregulaciones autoinmunes en otros érganos o sistemas. Este cuadro clinico mds severo y de
caracter sindrémico elevaba de manera considerable las posibilidades de que se tratase de una
forma rara de diabetes monogénica autoinmune 231281 por el contrario, la cohorte seleccionada
para el presente trabajo se caracterizaba por presentar diabetes con autoinmunidad positiva de
forma aislada. Esta diferencia bdsica en los criterios establecidos para la seleccion de pacientes
puede ser la razén por la cual ellos hallaron un porcentaje mas elevado de cambios.

No obstante, debe tenerse en cuenta que la diabetes autoinmune puede ser la primera
manifestacion clinica y que posteriormente, aparezcan otras condiciones autoinmunes. En
consecuencia, el presente proyecto abre el camino para no descartar diabetes monogénica
autoinmune en pacientes diagnosticados Unicamente con clinica de diabetes tipo 1, en etapas
jovenes de la vida o con varias generaciones afectas de la enfermedad.

Por otro lado, en pacientes con diabetes tipo 1 deberia implementarse como rutina el
seguimiento de otros parametros autoinmunes en distintos drganos, ya que, en caso de
detectarse, conduciria a plantear la existencia de este tipo de formas monogénicas. De hecho,
cabe la posibilidad de que un seguimiento minucioso de estas familias permita reconocer otros
trastornos autoinmunes de aparicidon mas tardia.

En resumen, este trabajo evidencia que en pacientes con diabetes tipo 1 aislada diagnosticados
antes de los dos afios, o con varias generaciones afectas; habria que descartar, si se dispone de
tecnologia adecuada, la presencia de un trastorno monogénico. Ademas, en caso de identificarse,
ello implicard un apropiado seguimiento y control de su enfermedad, y un tratamiento mas
individualizado, asi como un adecuado consejo genético cuando sea necesario.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente estudio son:

Existen casos de diabetes monogénica autoinmune no diagnosticada entre pacientes
pedidtricos con debut de diabetes tipo 1 antes de los dos afios de edad, o con historia
familiar de diabetes en al menos tres generaciones.

La presencia de autoinmunidad positiva no siempre excluye una forma monogénica de
diabetes. Tanto la edad temprana al diagndstico como varias generaciones con diabetes
en la familia, son posibles indicadores a tener en cuenta para sospechar de una forma
monogénica de la enfermedad.

La secuenciacién masiva es una herramienta eficaz para el diagndstico de diabetes

monogénica que permitird a los pacientes beneficiarse del diagndstico correcto de su
enfermedad, aspecto crucial para el control clinico y asesoramiento genético.
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