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- RESUMEN

El Lupus Ertematoso Generalizado {LEG) es una enfermedad multifacionial en la que e
componente genético es fundamental. Estudios en Mexicanos y en otros grupos étnicos han
mostrado asociacién con los genes clase | del Sistema Principal de Mistocompatibiidad
(MHC). En Caucasicos el gen refevante se iocaliza en ef locus HLA-DQ, de éste, & alelo
DQA1°0501 tiene #f riesge relativo mayor para la susceptibiidad en eses grupo éinico. Dicho
alelo tiene en Caucdisicos desequilibrio gendtico con DR3 y con DQB1°0201.

En el presente estudio se analizaron las moléculas del MHC y se compararon con controles
apareados por etnicidad para conocer si la asociacién del alelo DQA1*0501 en la
susceptibiidad sl LEG descrito en individuos Caucasicos también ocurre en Mexicanos.

PACIENTES Y METODOS:

E! estudio incluy a 58 pacientes con LEG con al menos tres generaciones nacidas en México
segln informacién proporcionada por los familiares los cuales reunian los criterios del Colegio
Americano de Reumatologia. Como lestigos se incluyeron 96 individuos sanos étnicamente
pareados.

El DNA gentmico se exirajo a partir de 20 ml de sangre periférica por varos métodos
estandarizados. Las secuencias de oligonuclettidos de las especificidades DRB1, DQA1 y
DQB1 fueron tomadas del XI Taller de Histocompatiblidad. Los genes del HLA clase | (DRB1,
DQA1y DQB1) se amplficaron por s iécnica de reaccién en cadena de la poimerasa (PCR)
usando iniciadores genéricos. Los productos amplificados se caracterizaron por electroforesis
en gel de agarosa. El DNA ampificado se apiicé sobre membranas de nylon. Las
oligonuciedtides se marcaron con digoxigenina-11-2°,3 -dideoxy-uridine-5 -trifosfato (DIG-11-
ddUTP, Boheringer Mannhein GmbH,Germany) y se usaron para la deteccidn por medio de un
sustrato de fostatasa alcalina. Los puntos se visualizaron después de una hora de exposicion
en una pelicula Kodal X-ARS.

En el andiisis estadistico se compararon las frecuencias de los alelos HLA clase Il en
pacientes con LEG y controles éinicaments pareados utiizando la prusba de chi-cuadrada, p
exacta de Fisher y tablas de contingencia de 2 X 2, donde se ytifizo ef programa de estadistica
EPISTAT. Los valores de p fueron commegidos por el método de Bonferroni muttipkcando por el
numeso de comparasiones.

RESULTADOS:

En el locus del HLA-DR, HLA-DR4 fue el alelo més frecuente en pacientes con LEG (39%),
aunque la diferencia no fue estadisticamentes significativa al compararse con los controles.
Solsmente ol DR2 (29%) mostré estar aumentado de manera significativa (p=0.03).

L os fenotipos més cominmente encontrados en pacientes se relacionan con los alelos DR4 y
DR2. Bl DR4 fue heterogéneo, se encontrd asociado frecuentemente con ef DR1(10.3%),
DRA13 (5.1%) y el DR2 (5.1%); &f DR4 homocigoto también fue comin (8.6%). Con respecto al
HLA-DR2, =1 fenotipo méas comiin fue el DR2/DRT (6.8%).

Las frecuencias antigénicas de los alelos HLA-DQOA1 y HLA-DQB1t en pacientes con LEG se
listaron de acverdo al orden de frecuencia en los pacientes; a manera de comparacién, se
incluyeron dos estudics recientes en individuos Caucasicos que reportaron participacién directa
de los foci HLA-DOA1 y HLA-DQB1 en la susceptiblidad a LEG. En e locus HLA-DQA1 las
frecuencias antigénicas en los pacientes con LEG son semejantes a la de ios controles, a
diferencia de lo que ocunié en el estudic Noruego donde el alelo DQA1°0501 aparecit en el
84% de los pacientes con anti-Ro/La y solo en 25% de los controles (p=0.00000,RR=15.8), y
con el estudio Inglés que reportd que el 63.6% de los pacientes tuvieron el aleio DQA 140501 en




contraposicion a solo 26% de los controles (p=<0.0001,RR=4.97). E! tercer alelo en orden de
frecuencia en fos pacientes Mexicanos fue el DQA1'0101, éste tuvo una frecuencia en
pacientes con LEG parecida a la del grupo control. Esta frecuencia de dicho alelo estuvo
disminuida en los pacientes Noruegos con ant-Ro/la (p=0.293,RR=0.1), dicha disminucién
también ocurrié en jos pacientes Ingleses, lo que al compararse con los controles respectivos
fue estadisticamente significativo (p=0.0012). Los otros alelos del locus DQAT se distibuyeron
de manera semejante tanto en Mexicanos como en Nornlegos e ingleses.

Con respecto al locus DQB1, el alelo DQB1*0201 que se conoce estd en desequilibrio
genético con el DQA1°0501 tuvo frecuencias semejantes en los pacientes Mexicanos con
LEG y en jos controles. Sin embargo en los pacientes Noruegos positivos ai autoanticuerpo
ant-RofLa, su frecuendia fue de 74%, que al compararse con los controles resulté aumentada
de manera significativa (p=0.0010RR=55). E! siguiente alelo en orden de frecuencia fue
DQB 10301, éste tuvo frecuencias similares en todos los grupos de estudia. Et cuarto alelo en
orden de frecuencia DQB1*0501, tuvo frecuencias semejantes en los casos y controles en
individuas Mexicanos y Noruegos, aunque en los pacientes Ingleses dicho alelo estuvo
disminuido con respecto a los controles (p=<0.0001,RR=0.03}).

Los haplotipes més frecuentes en el grupo de pacientes Mexicanos con LEG, fueron: HLA-
DR4-DQA1*03-DOB1*0302) el cual resultd ser el més frecuente en la poblacién normal
Mexicana y en los pacientes. El segundo en orden de frecuencia fue el [HLA-DRA-
DQA1*0101-DOB1*0501] con una frecuencia haplotipica de 0.224 mientras que en los
controles fue de 0.661 {p=0.003). El tercer haplotipo en ios pacientes fue el [HLA-DR3-
DQA10501-DQB1%0201) con una frecuencia haplotipica en pacientes de 0.207 la que al
compararse con los controles (frecuencia haplotipica: 0.072) resulte estar aumentada de
manera significativa (p=0.01; RR=1.85IC 95%). Finalmente, el hapiotipo: [HLA-DRS8-
DQA1'0401-DQOB1*0402] en los pacientes se encontré disminuide de manera significativa al
compararse con los controtes {p=0.009).

DISCUSION:

En el presente estudio se reportan las frecuencias antigénicas en 58 pacientes Mexicanas con
LEG. Se encontrd un incremento en el fenotipo det HLA-DR2 {p=0.03). Este incremento no se
mantuvo significativo al corregir la p probablemente debida al reducido tamalio de la muestra.
Otros alelos que se encontraron aumentados en los pacientes fueron: DR3, DR6 y DR7, lo cual
confirma 1o encontrado en estudios previes obtenidos por serclogia en el mismo grupo.

Se observaron en los pacientes fenotipos relevantes como lo son DR1DR1, DR2/DR7,
DR2/DR3 asi como homocigotos DR4/DR4, DR14/DR14, DR8/DR8 y DR3/DR3.

Con respecto a los alelos DQA y DQB este estudio no muestra una asociacién con el alelo
HLA-DQA1*0501 en pacientes con LEG como si ocurre en Caucésicos. Dicho alelo se ha
relacionado con la productién de los autoanticuerpos anti-RofLa. En los Mexicancs, la
positividad para este autoanticuerpo es menor al 5% (142), lo que no puede explicarse por la
frecuencia del alelo DQAT*0501 en los Mexicanos, ya que en este estudio en los pacientes la
frecuencia del alelo fue de 43% y en los controles fue de 47%. Lo anterior sugiere que el
mecanismo de production de auto-anticuerpos en Mexicanos parece ser diferente a la de ios
Caucisicos.

Los resultados en el locus DAQB1 refiejan un desequilibrio genstico del alelo DQB1*0201 con
el alelo DQA1"0501, pero al mismo tiempo muestran que el mencionado desequilibrio podria
explicar en mayor detalle ta susceptibilidad. Esta hipbtesis se refuerza con los resullados de los
haplotipos donde el alelo DQA 10501 es parte de cuatro haplotipos diferentes en los pacientes,
siendo e mas frecuente de ellos [HLA-DR3-DQA1°0501-DQB1%0201] el cual resultd
aumentado de manera significativa al compararse con los controles. Ello demuestra que el
segmento de ONA contenido en el haplotipo es mejor marcador genético de la susceptibiidad
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al LEG que e que confiere con ¢l locus aislado como es el caso del HLA-DQA1, al menos en
individuos mexicanas, Esto fue evidente en el presente estudic probablemente debido a que
los desequilibrios en el grupo control son marcadamente diferentes a los de fos pacientes.

Estos datos sugieren que la susceptibiidad al LEG esta fuertemente influida por el mestizaje,
siendo en Mexicanos particularmente importantes los genes Caucésicos y Negros, también
explica en parte el distinto perfil de autoanticuerpos en los Mexicanos con LEG.




I-GENERALIDADES: SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

E! elevado grado de diversidad alélica es la piedra angular genética que contiene las bases
funcionales del MHC. Este polimarfismo alélico tiene importantes consecuencias funcionales
que dictan las interacciones celulares que se requieren para la activacién inmunotégica en
estados nommales y autoinmunes. La deteccidon de este polimorfismo genético es
exiremadamente importante para comprender la base de las contribuciones genéticas
asociadas con la enfermedad. El Sistema Principal de Histocompatibilidad (MHC) esta formado
por un grupo de genes localizados en el brazo corto del cromosema seis humano (6p21} {Ver
Dibujo 1). Este sistema abarca entre tres mil y cuatro mil pares de bases nucleotidicas (1-3).

El anélisis del polimorfismo genético del MHC hasta hace poco era confusa, sin embargo con
el advenimiento de tecnologias moleculares tales como la amplificacién det ONA por medio de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCRY), la tipificacion del HLA se efectia de forma mas
precisa y direcla (4). Histdricamente la tipificacién HLA se ha realizado por serologia usando
sueros de mujeres multiparas como reaclivos para identificar aloantigenos en linfocitos de
individuos no relacionados. Los sueros de multiparas ocasionalmente contienen aloanticuerpos
resultantes de {a sensibilizacién durante el embarazo o parto, los cuales reaccionan con
aloepitopes similares presentes en individuos no relacionados (5). La nomenciatura a partir de
esta tipificacién seroldgica incluye las especificidades HLA A, B, G, DR y DQ. En general {a
relacién entre la nomendclature saroldgica HLA y los loci subsecuentemente definidos se ha
mantenido, de modo que las especificidades de DR se refieren a los productos de la subregion
de HLA-DR, las especificidades de DQ a los productos de fa subregidn OQ y las
especificidades HLA-A -B,-C a productos de los loci HLA A, B y C respectivamente (6).

Los estudios estructurales efectuados en los B80's mostraron que una de las principales
dificullades en la tipificacidn seroldgica HLA, ia constituye el hecho que algunas
especificidades serolégicas HLA en realidad representan multiples moléculas diferentes. Uno

de ios ejemplos mas daros ocurre con la especificidad HLA-DR4, 1a cual se reconoce como un




determinante seroldgicc que representa a por lo menos 20 moléculas HLA diferentes
codificadas por 20 alelos diferentes DRB1. Estas diferentes moléculas DR4 positivas
comparten un epitope seroldgico que reacciona con los aloantisueros DR4 lo que explica su
tipificacion seroldgica similar (7). No obstante, difiere en otros determinantes, algunos de los
cuales pueden reconocerse inmunologicamente, por células T en cultivo mixto de linfocitos
{MLC}. El reconocimiento de moléculas HLA clase || por células T forman la base de otra
taxonomia de tipificacién HLA conocida como el sistema HLA-D, méas descriminatoria que la
tipfficacion serolégica (8). El reconocimiento por células T, en ensayos de proliferacién (MLC).
Asi, DR4 posee seis espedcificidades definidas celularmente reconocidas como Dwd, Dw10,
Dw13, 14, 15, Por consiguiente, las especificidades celulares forman un sistema para
subtipificar una especificidad serclégica HLA-DR4. Sin embargo la tipficacion cetular es
también incompleta y no puede detectar aigunos polimorfismos alélicos importantes (4,9). Para
una tipficacién HLA mdés precisa muchos de los laboratorios de tipificacion HLA utilizan
actuaimente tipificacién molecular para la deteccién de alelos especificos (10). La tipicacion
molecular proporciona un método satisfactorio para deteccidn genética especifica que refleja
con precisién ei alto grado de polimorfismo alélico dentro del complejo HLA. La tipificacion de
oligonucleGtidos se basa en el principio de que bajo condiciones adecuadas una sonda de
oligonucledtidos sintética puede hibridar especificamente con una secuencia complementaria
exacta de DNA del genoma, esto permite ia deteccidn de genes individuales de forma
espacifica (14,12).

MOLECULAS CLASE I:

Los genes HLA clase | se localizan en un segmento de 2,000 kb de DNA en el extremo
telomérico del Sistema Principal de Histocompatibilidad (MHC) humana (13,14). Existen 10 loci
HLA clase | bién caracterizados, los loci del HLA-A, B, C codifican los principales antigenos de

transplante en humanos, se expresan en todas las células nucleadas y son mediadores de




eliminacién alogénica y de restriccion de linfocitos T efectores (15). Los antigenos clase | estan
constituidos por un par de cadenas polipetidicas unidas no covalentemente; una cadena
pesada alfa glicoproteica transmembranal de 45 Kiledaltons (Kd) y una cadena ligera beta la
cadena beta monomérfica (betaZ-microglobulina) también glicoproteica de 12 Kd codificada
fuera de la regién del MHC en el cromosoma 15. La cadena alfa es poliimdrfica y codifica los
antigenos HLA-A, B y C. Estas moléculas tienen dominios extracelulares, una regién
transmembranal y una cola citoplasmética corta. La cadena pesada alfa consta de tres
dominios externos (alfa 1, 2 y 3). Los dominios alfa 1 y 2 conforman una estructura donde se
encueniran los residuos pofimérficos, la cual constituye el sitio de unién del antigeno (16,17)
que ser& presentado por la molécula de HLA al receptor del linfocite T (ver Fig 1). Cada uno
de jos antigenos de clase | de HLA-A-B,-C es aitamente polimorfico en la pobiacion. Este
polimorfismo se crea mediante un alto grado de variacidn alélica, en cada uno de los tres loci.
Existen mas de 35 alelos HLA-B conocidos en [a poblacién humana, un grado de polimorfisme
algo menor se observa en los loci HLA-A y C, Cada uno de los genes de clase | eodifica para
un solo polipépiido de la cadena pesada HLA de clase | (18-19).

Molécula Clase |

Fig. 1

Porcién transmembranal

Cola Citoplasmdtica ‘g




MOLECULAS CLASEI:

Las motéculas de clase il son heterodimeros, expresados por linfocitos B, macréfagos, células
dendriticas, células epiteliales de ductos mamarios, tibulos renales y tracto digestivo {20).
Estas moléculas estan constituidas por dos cadenas glicoproteicas, unidas no covalentemente,

una cadena pesada alffa de 33 Kd y una cadena ligera beta polimorfica de 28 Kd ambas

codificada dentro del MHC (Fig 2).
Fig 2 Molécula Clase 11
Parcion transmembranal
Cola Citoplasmatica

Las moléculas clase I! tienen cuatro dominios externos: alpha 1y 2, bela 1y 2. Los daominios
alfa 1 y beta 1 son polimorficos mientras que los dominios alfa 2 y beta 2, son constantes y
homblogos 2 las inmunoglobulinas {2122} Hasta hace poco se obtuvo la estructura
tridimensional por cristalografia de rayos X de las moléculas de clase |l y mostrd una similitud
con la estructura de las moléculas clase t {23-25}.

Las moléculas Clase |l tienen asociada a las cadenas alfa y beta una glicoproteina
transmembranal de 31 Kd, conocida como cadena invariante 0 gamma. Esta cadena no es
detectable con anticuerpos en la supefficie celular, por lo que se piensa que se disocia del

complejo entre el paso por el aparato de Golgi y &l amibo & la membrana celular (26-28).




E! sisterna de HLA dlase !l coatiene haplotipos individuales de hasta 23 diferentes loci de
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moléculas clase | y por o menos 8 maléculas clase ). Ademas, la transcomplementacion
ofrece una fuente mayor de diversidad en los heterocigotos, ya que las moléculas HLA dase
son heterodimeros affa y beta producidas por dos genes HLA! es posible gue una cadena affa
codificada en un haplotipo pueda complementarse con una cadena beta coficada en €l otro
haplotipo, lo cual crea nuevos dimeros en € heterocigoto. Un individuo heterocigoto para los
genes DQA1*0501 y DQB*0201 en un haplotipo y los genes DQA1*0301 y DQB1*0302 en &l
otro haplotipo expresa reaimente cuatro y no dos diferentes heterodimeros DQ que resultan de
la asociacion en combinacién de cada una de las cadenas alfa y beta. Sin embargo no todas
las combinaciones atfa y beta en ef compiejo de clase Il pueden formar estos dimeros
transcomplementarios. De modo que el grado de diversidad adicional depende de los
haplotipos especificos en cada individuo (34).

OTROS GENES DEL SISTEMA PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD:

Los 10 genes de clase | y los 23 genes de clase it mencionados representan stlamente cerca
de la mitad de los genes conocidos que se encuentran dentro de los 4 Mb del MHC humano.
Diversos genes tienen importantes funciones inmunoldgicas que podrian estar involucrados en
eventos patogénicos relacionados con enfermedades autoinmunes asociadas al HLA (39).

La regién HLA clase it identifica @ un conglomerado de genes entre los complejos de clases | y
Il en la cual se localizan varios genes activos que incluyen a los genes para los componentes
del complemento C2,C4 y BF (factor B), asi como los genes estructurales para la 21-
hidroxilasa A y B (21-OHA y 21-OHB) (36).

Otra parte interesante del MHC se encuentra en el complejo de dlase || entre los
conglomerados de DQ y DP. Por lo menos dos genes dentro de esta regién codifican para
polipéptidos implicados en el procesamiento de antigenos o en el transporte de péptidos (37-
40). Lineas celulares diferentes para esta regién carecen de la capacidad de expresar HLA

clase | y posiblemente clase || que normalmente forman complejos con el antigeno.




fii- MECANISMOS GENETICOS DE SUSCEPTIBILIDAD A ENFERMEDAD:

ta principal caracteristica de los genes de HLA asociados con enfermedades es el
polimorfisma estructural que identifica al alelo asociado con la enfermedad. Cuando un gen
HLA clase | o clase || estd implicado directamente con ia susceptibilidad a enfermedad parece
que un numero limitado de polimorfismos de amincécidas en residuos que contribuyen a la
unién con el péplido y al reconocimiento por céiuias T, son la dlave determinante de la
asociacién con la enfermedad (41). La ocurrencia de enfermedades asociadas con ciertos
alelos del MHC se conoce desde hace mucho tiempo, aunque poco se ha avanzado para
determinar la razén de dicha asociacién. Una de las posibles razones puede ser que la
naturaleza selectiva de la unién del péptido al nicho de la molécula del MHC asegura que sdlo
ciertos alelos sean capaces de presentar péptidos patégenos (42). Se tiene evidencia de lo
anterior, por ejemplo en la enfermedad Celiaca, en donde e antigenc (gladina) se ha
observado una fuerte asociacion con los alejos HLA-DQA1"0501 y HLA-DQB1*0201 (43). EI
material aislado de biopsias de células T reactivas a Gliadina ha mostrado tener una fuerte
asociacion con HLA-DQA0501 y HLA-DQB*0201 (44). El mecanismo puede ser més complejo
donde )a co-expresion de HLA-BS y HLA-B*2702 evita la presentacién a células T por células
infectadas de Influenza las cuates llevan un péptido particular asociado con el antigeno HLA-
B8. Esta reaccién se debe a una competencia entre dos moléculas del MHC por el péptido. Lo
anterior sugiere que algunas respuestas genéticas inmunes ligados a alelos del MHC podrian
deberse a una competencia por el péptido por diferentes alelos MHC. Normalmente se asume
que la asociacién de la enfermedad esta relacionadacon con la funcién unién-péptido de fas
molécuals del MHC, pero existen otras posibilidades. Mientras que la significancia funcionai de
estas alteraciones es desconocida, es tentador suponer que la expresion aberrante de los
genas dentro de la regién DQA estd relacionada con le patogenia de la enfermedad (45 48).
También se ha pensado que las expresiones diferenciales de las moléculas HLA-OR y DQ en

las células presentadoras de antigeno (CPA) podrian influic &l batance Th1/Th2 de la células T




de respuesta, y que los patrones de expresién de citocinas estuvieran relacionadas con fa
induccién o patogénesis de algunas enfermedades (47). La investigacidn en ef drea del MHC
asociado con enfermedad se camplica debido a los factores ambientates (positivo y negativo)
en la sticlogia 0 patogénesis de la enfermedad. Sin embargo el tratar de entender la
psociacién de la enfermedad desde el nivel molecular es imporiante, ya que provee una
importante herramienta para ei entendimiento de los mecanismos celulares basicos que

causan la enfermedad.

HLA Y ENFERMEDAD:

La asociacibn de polimorfismos especificos HLA con diversas enfermedades reuméticas esta
bien reconocida desde hace mds de una década (48,49). Antes de 1980 la mayoria de los
estudios de HLA y enfermedad se correlacionaban con la presencia de especificidades
seroldgicas asociadas con polimorfismos HLA més frecuentes en pacientes que en controtes.
Estudios recientes han utiizado técnicas moleculares para identificar haplotipos especificos y
en ciertos casos genes especificos como responsables de estas asociaciones {50).

La fuerza de Ja asociacion genética se refieja en el término de riesgo relativo (RR), la cual es
una razén estadistica de momios que representa el riesgo de la enfermedad en un individuo
que porta un marcador genético en particular; comparado con el riesgo de individuos en €sa
poblacién que no tienen el marcador (51,52). Como es €l caso de las enfermedades asociadas
con HLA clase I: Espondilitis anquilosante, Sindrome de Reiter, Artiitis Psonidtica y enfermedad
tnflamatoria Intestinal, HLA-B27 es hasta la fecha el Gnico marcador HLA clase | claramente
implicado en estas enfermedades reumdticas (53-55), probablemente reflejando la
participacién directa de HLA B27 en (a patogénesis de Espondilitis y Artritis. Por el contrario
varias enfermedades se asocian con diferentes mokculas HLA dase ll, con diferentes
moléculas por ejemplo: Artritis Reumatoide (AR) Adulta, AR Poliarticular Juvenil con DR4;

Dematomiositis Juvenil y Sindrome de Sjogren con DR3 y Lupus Ertematoso Generalizado




DR2, DR3; (AR) Pauciarticuiar Juvenil DR8, DRS5, DP2.1. (56-5B). Actuslmente se acepta que
varias de estas asociaciones con e HLA representan en realidad diferentes mecanismos
genéticos que reflejan la participacidén de genes ligados al complejo de genes de clase I, en
otros casos una combinacidn de mas de un gen de clase il y en atros la funcidn de un alelo
especifico o aun la funcidn de una secuencia especifica de aminoacidos dentro de la molécula
HLA clase . Cierfas formas de LEG pueden representar enfermedades asociadas con
motéculas HLA clase | debido a la cercania con genes vecinos no HLA. Tanto los hapiofipos
HLA-DR2 como DR3 estdn asociados con LEG en Caucésicos (59). €1 haplotipo HLA-DR3
predominante en Caucésicos tiene un estrecho ligamiento con otros genes MHE, notablemente
HLA-A1, B8, Cw7 y C4A (60-63). Otro gen identificado es e gen estructural para el
componente C4 como parte de haplotipos DR3. Es importante recalcar que los alelos nulos de
C4A estén aumentados significativamente en pacientes con LEG ain en haplotipos no DR3 y
particulammente cuando el paciente es HLA-DR2+ (64,65). Esta relacidn puede indicar que la
presencia de un alelo silencioso del C4A méas que la expresién de cualquier gen clase |l en
particular es e principal elemanto genético predisponente en estos pacientes. Un ejemplo
diferente de la complejidad de inferpretacidn de asociaciones del HLA con enfermedad se
abserva en padecimientos asociados con méas de un gen o haplotipo HLA. Este parecs ser ¢l
caso de pacientes con sindrome de Sjogren 6 ciertas formas dlinicas de LEG en los que se
han encantrado positividad al autoanticuerpo anti-Ro{SS-A) (66,67). Los pacientes con este
periil de autoanticuerpas tienen una frecuencia elevada de heterocigocia para haplotipos DR2,
ODGwt y DR3, DOw2 lo que sugiere cierda interaccidn entre dos distintos genes de
susceptibilidad. Se ha reportade un fendmeno similar para Arritis Crénica Juvenit (ACJ)
pauciarticular en donde ia enfermedad se asocia con genes de locus DRB1 y también con
genes del locus OPB1. Es interesante abservar que en pacientes con glelos DP2.1 y un alelo
de susceptibilidad DRB1, DR2, 5, & en posicidn cis ¢ trans presentan un riesgo relativo mayor

que e) esperado segun el efecto aditivo de estos genes (B8).
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V- LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO (LEG):

HISTORIA:

E} Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) es una enfermedad de origen desconocido que
afecta diferentes sistemas del organismo y que se caracteriza por la presencia de miiltiples
autoanticuerpos fos cuaies mediante mecanismos inmunologicos provocan dafio tisular (69). El
término lupus deriva det latin y etimolégicamente significa lobo, por alusion a fa lesion cutanea
que ¢l lupus produce en la cara y que lo asemeja a las manchas que los ksbos presentan en
sus mejillas.

A pesar de los esfuerzos realizados por investigadores, no se ha podido formular ninguna
teoria unificadora que explique la patogénesis del LEG ni tampoco algun agente etioldgico. Sin
embargo existe claramente, un componente genético en el LEG como se ha mostrado en las
enfermedades manifestadas por humanos y modelos murinos. En humarnias ta base genética
esta en el grado de concordancia en gemelos homocigotos y en la relativa alta incidencia del
LEG en los parientes de prmer grado de pacientes con LEG (70). Finalmente las bases
genéticas del LEG se confirman con la predisposicion del LEG observada en individuos con
defectos heredados de los genes de) complemento, especialmente en  aquellos de la via
clasica (71).

De acuerdo a los conceptos actuales de autoinmunidad, algunos de los problemas con la
tolerancia defeciucsa para antigenos propios, debe ser causada por blastomas de células T o
B o ambas. Se sabe que mecanismos poderosos de la tolerancia central y periférica trabajan
en un sistema inmune normal en ambos compartimentos células T y B (72.73). También se
han demostrado defectos en la capacidad de establecer tolerancia-propia, lo cual ha sido
dermostrado en ratones autoinmunes para células B y T (74). Aunque estos defectos no se han

definido en el LEG humano, se encontré en un estudio que el 60% de un pequeiio grupo de
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pacientes con LEG mostraban un incremento en los niveles de moléculas solubles FAS/ARPO,
fo cuat interfiere con apoptosis, que a la vez resulta en una tolerancia defectuosa (75).

Por mucho tiempo se ha debatido si el defecto basico del LEG es dehido a una hiperactividad
de células B, que desencadena una activacion policlonal, ka cual resulta en una produccion (tal
vez al azar) de autoanticuerpas (76,77). Sin embargo, existe una fuerte evidencia que sugiere
que la generacién de autoanticuerpos especificos para LEG, primordiaimente IgG, no se
encuentra regulada por la aclivacion policional sino por un procese restringido por HLA

dependiente de céiulas T y la respuesta de células B mediadas por antigenos (102).

LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO :

El Lupus Ertematoso Generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune inflamatoria de
eticlogia desconccida que puede afectar cualquier drgano del cuerpo (78-81). El curso de la
enfermedad es una serie de remisiones y exacerbaciones. La enfermedad se caracteriza por
autoanticuerpos contra DNA y RNA y otros autoanticuerpos en tontra del nicleo de la célula,
Los complejos inmunes circulantes se observan con frecuencia y pueden depositarse en rifién,
piel, cerebro, pulmones y otros tejidos causando inflamacién y dafio tisufar. Lo cual provoca
mecanismos de activacién y fijacion de el sisterna del complemento (82}. Las enfermedades de
tejido conectivo, conocidas como “enfermedades de la coldgena”™ son un grupo de
enfermedades multisistémicas frecuentemente caracterzadas por cambios patoldgicos en
vasos sanguineos y tejido conectivo. No se sabe con certeza cual es el gen o genes
relevantes del MHC, que incrementa fa susceptibilidad a! desarrolio del LEG (83). Los dos
grupos de genes codificados dentro del MHC que han atraido el mayor interés, son los genes
Clase |i y los genes del complemento Clase |l particularmente ios que codifican C4A y C4B
(los dos isotipos de C4) y C2 (84). Estudios iniciales mostraron una prevalencia elevada de
HLA-DR2 y HLA-DR3 entre pacientes Caucasicos con LEG. Los estudios realizados muestran

de forma clara el papel de un componente genético en el LEG. En humanos estas bases




genéticas estén fundamentadas en la alta concordancia entre gemelos homocigotos (85) y en
la relativa alta incidencia del LEG en los familiares en ptimer grado de pacientes con LEG. Los
estudios realizados en HLA utlizando las técnicas de tipificacion del DNA con sondas
especificas han sido de gran importancia para la identificacién de haplotipos asociados con las
enfermedades autoinmunes y para la localizacién de alelos que confieren la enfermedad en

ciertos grupos étnicos.

MANIFESTACIONES CLINICAS

El LEG es una enfermedad inflamatoria multisistémica de etiologia desconocida con
manifestaciones dinicas diversas cuyo curso es variable asi como su pronéstico.

-Trastornos inmunolégicas que provocan una produccién excesiva de autoanticuerpos algunas
de ellos causando daho citotdxico, mientras que otras participan en la formacion de complejos
inmunes resultando en deterioro inflamatorio de ciertos organos.

Las manifestaciones clincas pueden ser constitucionales o resuttado de la inflamacién en
varios Organos incluyendo piel, mucosas, articulaciones, nfion, cerebro, membranas serosas,
puimones, corazén y ocasionalmente tracto digestivo.

-La participacidn de drganos vitales como son los Jifiones y el sistema nervioso central son

responsables de una significativa morbilidad y mortalidad (80).

EPIDEMIOLOGIA:

El Lupus se prasenta en todo el mundo, su prevalencia en USA es de 15 a 50 por cada
1,000,000 de habitantes, mientras que en la Gran Bretafia es de 12 por cada 1,000,000 de
habitantes y en Suecia 42 por 100,000. Estas variaciones en la prevalencia de ia enfermedad
en diferentes &reas geograficas sugiere que la etnicidad influye de manera deteminante(86).
La incidencia de casos también vara, por ejempio en Rochester es de 1.8/100,000/aho,

mientras que en San Francisco es de 7.6/100,000/afc. En Escandinavia la incidencia es de
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4.8/100,000/ef0. EY LEG es frecuente en ciertos grupos étnicos, como por ejemplo los
Latinoaméricancs y los negros americanos (87,868). En un estudio reciente, realizado en
pacientes Mestizos Mexicanos con LEG se encontrd aumento significativo de las frecuencias
de HLA-DR3 (pC=0.03, RR=2.56}y DR7 (*pC=0.004, RR=3.08) (89).

Et LEG es daramente més frecuente en mujeres, particularmente en los afios que
corresponden a la edad reproductiva en una proporcidn de 8 a 1. Para €l grupo gue se
encuentra entre las edades de 14-84, la incidencia de edad-especifica y sexo-especifico
muestran una proporcin 6 a 10 veces mayor de mujeres, Este efeclo en la edad y sexo en los
rangos de incidencia y prevalencia de LEG sugieren un papel importante de factores
hormonales en la patogénesis del LEG.

En los Estados Unidos se ha observado que &l LEG es tres veces més comun en la poblacién
de Negros gque en Blancos (90). Un estudio realizado en Hawaii mostrd que la prevalencia de
LEG es mas comiin en {a poblacidn Oriental que en la de los Blancos (112,113). Sin embargo
también se observd una alta frecuencia del LEG en Suecia donde la poblacidn es
estrictamente Caucasica {91). Existe predisposicion hereditaria al LEG observada en estudios
en familias donde la prevalencia de la enfermedad enfre los parientes de esios pacientes con
LEG es mayor que la de la poblacién general {92). Estudios del HLA han permitido tener un
mejor andlisis de la epidemiologia genética del LEG de su forma de heredar y el nimero de

genes que podrian contribuir en la susceptibilidad al desarrolio de la enfermedad.

GENETICA DEL LUPUS ERITEMATOSO GENERALIZADO:

En la tabla 1 (Ver Anexo A) se puede observar ia asociacion que existe entre el LEG y varios
loci y sieios det MHC en diferentes paises. El haplotipo B8-DR3 se encuentra asociado al LEG
en Caucésicos: en Australia, Canadienses, Checoslovacos, Ingleses, Franceses, Alemanes,

Huangaros, ltalianos, Escandinavos y Suizos {93-102).




Los haplotipos DR2 y DR3 se han asociado al LEG en pacientes de Bulgana, Rusia y USA
(103-105). El LEG también se ha encontrade asociada al DR2 en Grecia, al DQ6 en Franco-
Canadienses, al DR4 en Inddes y at haplotipo B18-DR3 en Espafioles (106-109). Ademds se
ha encontrado una fuette asociacién del haplotipo extendido (A1-B8-C4A0-DR3-0Qw2) mayor
que a cualquiera de ios alelos aislados (93-100). El LEG en Afro-Americanos estd asociado
con DR2 y DR3 (110). Es importante mencionar que el LEG no se observa en Africa Central ni
Oeste (111). El LEG en et Oriente se asocia con el DR2 y DR3 en China y con el DR2 en
Japon, Korea y Singapur (112-114). El LEG se ha asociado también a deficiencia del
complemento. La deficiencia heterocigota dei componente del complemento C4A se ha
observado con frecuencia en pacientes con LEG de México, Australia, entre Anglo-
Canadienses, inglaterra, Alemania y Escandinavos; y en algunos estudios realizados en China,
Francia, Japan y USA (121, 123, 93, 94, 96, 98, 99, 112, 115, 91, 113, 105). Estos datos
sugieren que la herencia del LEG es compleja. Esto se puede observar en los estudios
realizados en gemelos, donde se sugiere que al menos cuatro genes se encuentran
involucrados {116). A su vez los estudios realizados en modelos murinos para LEG tales como
el modelo de ratones de Nueva Zelanda, sugiere que por fo menos ocho genes se encuentran
involucrados (117). El determinar cuales genes causan la enfermedad es dificil, por o que se
requiere un crilerio uniforme para el LEG. La clasificacion del LEG fue realizada por el Colegio
Americano de Reumatologia (ACR) (118) ; pero este criterio se basd en pacientes Caucasicos
por Jo que se debe tomar en cuenta que la frecuencia de las manifestaciones clinicas del LEG
varian dependiendo del grupo étnica que se estudie. Debido a ésio, se puede suponer que el
lupus padria ser un grupo de sindromes reiacionados con diferentes expresiones en los
diferentes paisesigrupos/étnias con acervo genético diferente (119-123). Se le ha dada enfasis
a la asociacidn entre los genes det MHC y LEG. Esta asociacion se puede deber al

desequilibric de union entre el gen det MHC y genes de susceptibilidad; Por ejemplo, fas
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proteinas de! MHC influyen de alguna forma el tipo de respuesta negativo/positivo en la
selectibn de Th1 vs. Th2; y/o en algunos alelos en particular det MHC los cuales tienen una
capacidad y faciidad para presentar péptidos asociados a enfermedad a células T (100).
También es importante mencionar que se ha observado que los individuos DR2 y DR3 tienden
a tener una respuesta inmune cuantitativa y cualitativamente diferente al compararse con otros
individuos con alelos DR diferentes. Como se muestra en la tabla 1 anexo A, existe una fuerte
asociacién con el hapiotipo extendido del MHC A1-88-SCO1-DR3-DOQw.

La fuerte asociacién existente en los haplotipos mas que con alelos de un locus en
particutarticutar tiene varias implicaciones: se debe considerar la importancia biolégica de
varios componentes de! haplotipo del MHC (incluyendo las respuestas inmunes de Th1 y Th2,
HLA; TAP y LMP y antigenos de transporte y procesamiento; complemento e inflamacion;
HSP70 y proteina de chogue que median inflamacidn; TNF e inflamacién; y 21-hidroxilasa y
metabolismo de esteroides) (124-126). En una enfermedad tan compieja como ef LEG se debe
tomar en cuenta gue algunos genes no van & actuar s6los y que puedan estar representanda
“susceptibilidad” que podran ser efectivos si coexpresan cont genes adicionales (85). También
se debe tomar en cuenta que un gen puede ser susceptible al desarrolio de una enfermedad
pero también ser allamente representativo de una poblacidn en general, lo cual dificutta et

poder definir su asociacién con e desarmolio de susceptibilidad.




V-HIPOTESIS:
Existen diferentes aletos codificadus por MHC dase |l cuyos alelos difieren en los pacientes

con LEG al compararse con controles sanos.

VI-OBJETIVO:

1. Tipificar moléculas clase |l (HLA-DR y DQ) del sistema principal de histocompatibilidad en
58 pacientes Mexicanos con LEG y su comparacién con normales.

2. Tipificar todos estos marcadores en 96 controles étnicamente pareados.

3. Seleccionar los alelos del MHC clase [i relevantes para la susceptibilidad genética al LEG en

pacientes Mexicanos.
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2. Tipificar todos estos marcadores en 96 controles étnicamente pareadas.

3. Seleccionar los alelos del MHC clase (i relevantes para la susceptibilidad genética al LEG en

pacientes Mexicanos.
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Vil MATERIAL ¥ METODOS:

Paclentes:

El estudio incluye a 58 pacientes con LEG con af menos tres generaciones nacidas en México
segun informacion proporcionada por los familiares los cuales reunian los criterios det Colegio

Americano de Reumatologia para esta enfermedad (94).

Controles:
Como grupo coniral para el andlisis molecular se inciuyeron a 96 individuos no refacionados sin
LEG u otra enfermedad autoinmune. E! grupo control ufiizado en este estudio incluyé

solamente a mestizos mexicancs con tres genersciones nacidas en México.

Tipificacién molecular de los alelos DRE,DQA y DQB:

La tipificacién molecular de estos alelos se llevd a cabo en DNA extraido de sangre periférica y
amplificado mediante la técnica de Reaction en Cadena de la Polimerasa {(PCR). Luego el
DNA amplificado se hibridé con oligonuciedtidos especificos de alelo {OE) marcados con
técnicas no isotGpicas para la tipificacién de cada uno de los alelos conocidos. Para este
yrabajo se marcaron 12 oligonucledtidos para DRB1, 16 oligonucledtidos para DQA1 y 15 para
DQB1. Las secuendgias fueron tomadas det X| taller de Histocompatibilidad devado a cabo en

Japdn (ver tabla 2A y 28 Anexo A).
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TECNICAS:

Extraccion de DNA {127)

1. 20 m! de sangre (EDTA) en un tubo Falcon de 50ml

2 Afadir 30m| de PBS, centrifugar a 2000 rpm durante 10 minutos

3. Tirar sobrenadante y ef paquete agregare 50 mililitros (ml) de solucion de lisis (AKC),
incubar por 30 minutos e inmediatamente centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos.

4. Descartar el sobrenadante y colocar PBS, mezclar centrifugar a 1500 rpm durante 5
minutos.

5. Descartar el sobrenadante y agregar AKC, mezdar y centrifugar & 1500 rpm durante 5
minutos.

6. Descartar el sobrenadante y agregar PBS, agitar y centrifugar a 1500 rpm durante 5
minutos.

7. Descartar el sobrenadante y agregar 3mi de amortiguador RCB, 300ul de SDS al 10% y
100y de proteinasa K (10mg/ml). Incubar la mezcla durante toda la noche en bafio maria a 65-
70°C.

8. Saturar e fenol utilizando Tris-Base 0.5M pH=8.0 volumen a volumen.

9. Agregar a cada tubo 3ml de fenol saturado, aghar y centrifugar a 1500 tpm durante 5
minutos.

10. Obtener fase acuosa y agregarle 3mi de fenol saturado, agitar y centrifugar a 1500 rpm
durante 5 minutos.

11. Separar la fase acuosa y agregerle 2ml de amortiquador de Tras-EOTA y Smi de
cloroformo, agitar y centrifugar como en el paso anterior.

12. Obtener la fase acuosa y agregar otros 5mi de cloroformo, agitar y centrifugar. Ei paso
anterior se repite hasta que la fase acuosa quede cristalina.

13. Separer la fase acuosa y agregar NaCL SM (a una concentracién final de 0.5M en la

solucién).




14. Se agita el contenido y se agrega etanol absoluto en una progporcion de 1:4 VIV,
15. Ei DNA precipttado se coloca en un tubo ependorf de 2.5ml.
16. El DNA obtenido se deja secarcon Ny .

17. Seco el DNA se procede a hidratario con agua destilada,

Amplificacién por Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) (128,129).

La amplificacion de los genes se lleva a cabo en una mezcla que contiene todos los reactivos
necesarios para ampiificar la regién especifica que se desea obtener (mezcia de reactivos de
PCR ver Anexo B.1).

Mezclar bien y agregar 2 gotas de aceite mineral, Previamente cada tubo tendra 1 microiitro del
DNA extraido de cada individuo y se mezdlara con los reactivos antes mencionados para llevar
a cabo la ampiificacién, lo ideal es que cada tubo tenga una mezdia total de 50ul. Los tubos
son colocados en el termociclador, & cual estd programado y estandarizado segun las
condiciones encontradas en el laboratorio ¥ ¢ fipo de recomendaciones dadas por las
compafiias donde se obtuvieron (ver tabla 3 Anexo A) los reaclivos y la regitn especifica que
se desea amplificar.

Una vez terminados los 30 cidos, se comen dichas muestras sobre un gel de agarosa al 1%.
Donde se mezclan 5ui de cada muestra con 6yl de colorante naranja G. Esta mezcla se corre
a 100 voits por 30 a 45 minutos incluyendo a un marcador de peso molecular de 1Kb.

Los iniciadores utilizados en el presente trabajo fueran especificos para cada region de interés
como es el caso de DRE, DQA y DUB genéricos (ver tabla 4 Anexo AL

Lo amplificado se guarda a -20°C para luego ser transferidas a membranas de nylon.

Posteriormente se hibridan con el oligonuciedtido especifico.




Marcaje no isotopico de los Oligonuciedtidos (1 30):

Para el marcaje no isatépico de los oligonuclettidos especificos se utiizaron los siguientes
reactivos (Mezcla de reactivos no isatopicos ver Anexo B.2):

E! ofigonuciedtido es mezclado a una concentracion de g5 picomoles, luego esta mezcla se
incuba a 37°C durante 30 minutos después es colocada en hielo, se le agrega a la mezcla 2
microiitros de una solucién preparada con 1 microfitro de glicogeno y 200 microlitros de E0TA &
0.2M pH=80

Ei ofigo es precipitado con 2.5 microlitros de LICL 4M y 85 microlitros de elanol absoluto pre-
enfriado & -20°C, se mezcia bien y se somete dicha mezcla por unos 15-20 minutos & -70°C y
luego por 2 haras o toda la noche a -20°C.

El siguiente paso consiste en centrifugar a 12000 g durante 20 minutos a 4°C, se elimina
cuidadosamente el sobrenadante y se lava el paguete con 75 de etanol al 70%.

Se repite el paso anterior de centrifugar a 12000 g durante 10 minutos a 4°C, se efimina el
sobrenadante y se deja secar al vacio o al aire. Finalmente se agregan 100 microlitres de agua

destitada y se puede dejar a -20°C hasta que se utilice en las hibridaciones.

Preparacitn y pre-hibridacién de ia membrana de nylon {131)

1- La membrana de nylon es cortada dei tamafio deseado, en este ¢aso 10X10 cmz? y [uego
marcada con lapiz cuadros de 1 cmz.

2. Una vez cortada la membrana de nylon ésta se sumerge en agua destilada por un minuto.
3- Luego es sumergida en una solucién de SSPE 10X durante 15 min a 60C.

A- La membrana una vez seca estd lista para que se le coloqueel amgplificado de DNA 1-3pl
méximo por muestra.

5 Se deja secar a temperatura ambiente.

6- Luego se deja remojar la membrana por 10 minutos en solucién de 10X SSPE por 10

minutas.
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7. La membrana inmediatamente es transferida a una solucibn de NaOH al 0.4M por 5 minutos
para desnaturalizar al DNA.
8- Finalmente la membrana se homea a 80'C durante 10 minutos y para fijar el DNA a la

membrana se expane al transiluminador de luz UV por 3 minutos.

Hibridaciones (132}

Una vez lista la membrana que contiene las muestras det DNA amplificado de una region
especifica ésta se somete a una hibridacién previa, con la solucitn de hibridaciéon (0.1-0.2
micm?). Esto se realiza con el objeto de neutralizar a la membrana antes de afladic el
oligonudledtido especifico.

1- Este proceso se lieva a cabo a 42°C por 1 hora en bafio maria en recipientes de plastico con
movimiento continuo.

2- Despues de una hora se afiade el oligonuctedtido

previamente marcado con digoxigenina (2 a 4 picomoles de oligo por cada mililitro de solucibn
de hibridacidn) y se deja en la solucidn de hibridacién por dos horas sin que varie la
temperatura.

3. Las membranas son posteriomente lavadas 2 veces por 5 minutos con una solucidén de
SSPE 2X y SDS 0.1% a temperatura ambiente con agitacion. De esta solucién se utilizan 100
miliitros por 100cm2 de membrana (suficiente para que se cubra toda la membrana).

4- La solucién de hibridacién que contiene &l oligonuciedtido marcado se recupera y se guanda
& -20°C para hibridar 4 veces més en un lapso de & meses.

5- Los siguientes lavados son reslizados con solucion TMAC 3M durante 10 minutos 2
temperatura ambiente y luego 2 lavados de 15 minutos cada uno a 59°C.

& Se efimina ef exceso de TMAC y se colocan las membranas sobre papel filtro para eliminar

&l exceso de liguido.




Revelado por medio de quimicluminiscencia {133).
Los lavados e incubaciones para la deteccion dei oligonuciedtido especifico sobre la
membrana se leven a cabo en recipientes de plastico a temperatyra ambiente y con

movimiento continuo.

1- La membrana es lavada en la solucion de deteccion i durante 5 minutos.

2- Luego se incuba en solucidn de deteccién IV durante 30 minutos esta solucion se puede
conservar & -20°C y ser reutilizada varias veces.

3 Se vuelve a lavar la membrana con solucién de deteccion Il durante 15 minutos 2 veces.

4- Remojar la membrana en solucion equilibrante V durante 5 minutos.

5-Incubar la membrana durante 5 minutos en sclucion de revelado 1V conteniendo el sustrato
de la fosfatasa alcalina (PPD) en cantidad de 0.1 mg de PPD/ml de solucion 3 {dilucién de
1:100).

El PPD se conserva en oscuridad a -4°C y puede reutilizarse varias veces. El exceso de PPD
se elimina colocando ta membrana en papel fitro sin dejar que se seque totaimente. Luego la
membrana es colocada en un recipiente de plastico y se incuba en bafio maria a 37°C durante
20 minutos. Finaimente la membrana est4 lista para ser expuesta a una pelicula de rayos X a
temperatura ambiente durante -3 horas. La deteccion quimioluminiscente se llevara a cabo
sahre la pelicula la cual después de un tierpo aproximado de entre 20 minutos a 1 hora. La
peficula se somete a una solucion de fijacion y luego de revelado. De esta manera se podra

visualizar la luz emitida en forma de puntos negros.

Deshibridacién de las membranas:
Una vez revelada la pelicula, la membrana deberé ser lavada para quitar el oligonucledtido y

poder reutilizar las membranas las cuales pueden resistir hasta & hibridaciones diferentes sin
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que el DNA se pierda. Se recomienda por lo tanto ser cuidadoso en los lavados ya que
cualquier exceso podria remover el DNA en las membranas, La membrana se incuba en una
solucidn de NaQH 0.4M a 42°C durante 20 minutos con movimiento constante. Luego esta es
transferida a una solucién de Tns-HCL 0.2M pH=8.0, SSPE 0.1X y SDS 0.1% a 42°C por 20
minutos. La membrana se deja secar en pape! filtro y se verifica la ausencia absoluta del cligo,
exponiendo la membrana a una pelicula de rayos X para verficar ausencia de deteccion

quimioluminiscente.

ANALISIS ESTADISTICO (134,135).

Para el andlisis estadistico se utilizé la prueba de chi-cuadrada {(X2). Dicha comparagcion entre
dos grupos de estudio en funcidn de dos caracteristicas independientes se efectia mediante
tablas de contingencias 2 x 2, se utiizo el programa estadistico EPISTAT. Para poder
establecer la probabilidad de que ambos grupos difieran uno del otro en forma significativa, y
que la vanacién no haya sido solo debida al azar, |a tabla de 2 x 2 se evalia mediante la

prueba de Chi cuadrada segun la siguiente formula.

{ad - bey N

(a+b) (c+d) (a+c) (b+d)




Si el valor obtenido de la prueba X implica un valor de "p" menor de 0.05, Ja hipotesis nufa que
dié lugar a la comparacion se rechaza. Un valor de p=0.05 significa que en menos de t en 20
casos se cometen errores al rechazar ia hipotesis nula.

E) valor de "p" se obtiene al interpolar en tablas de disitribucion X° el valor numerica de X en
funcién de los grados de libertad de la prueba. Para todas las tablas de contigenciade 2 x 2 se
considera un grado de libertad. Si las cifras esperadas en cualquiera de las casillas a,b.cd
fueran menares a §, la prueba de X2 deja de tener validez y se debe utilizar en este caso la

prueba exacta de Fisher que nos da directamente el valor de "p" segun la siguiente formula:

{a+b){c+dp(a+c)i{b+d)!

fau
I

al bt el NI

Los valores de p fueron comegidos por el método de Bonferroni, multiplicando por el nimero de
comparaciones. Se calculé el riesgo relativo (RR) para cada antigeno estudiado siguiendo el

método de Woolf (producto cruzado).

ac
RR= ——
bd
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VII-RESULTADOS:

La tipificacion genénca de DR clase |l se muestra en las siguientes tablas:

La tabla 5 muestra la tipificacion genérica de DR en 58 pacientes mexicanos con LEG. HLA-
DR4 es el alelo mas frecuenle en los pacientes con LEG {39%), sin embargo no muestra
diferencia significativa al compararse con los controles. Otros alelos comunes en el grupo de
pacientes fueron: DR2 (29%), DR6 (24%), DR1 {22%), DR3 (19%) y DRY {(17%}. S6lo DR2 se
encentrd incrementado al compararse con los controles (p=0.03).

La tabla 6 muestra los fenolipos mas comunes en los pacientes. Mds de la mitad de ks
pacientes tienen fenotipos relacionados con los alelos DR4 y DR2: HLA-DR4 aunque
heterogéneo se encontré asociado con més frecuencia a DRt (10.3%), DR13 (5.1%), DR2
{5.1%) y con DR4 (homocigoto) (8.6%), con respecto a DR2, el fenotipo mas cormin fue DR2-
DR7(6.8%). Los pacientes con LEG también fueron homocigotos para DR14/DR14, DRE/DRS y
DR3/DR3.

La tabla 7 muestra las frecuencias antigénicas de los alelos de HLA-DQA1 y HLA-DQB1 en
pacientes mexicanos con LEG y controles. Los antigenos se encuentran listados de acuerdo al
orden de frecuencia ¢n los pacientes; a manera de comparacién, se incluyeron dos estudios
recientes en individuos caucasicos Britanicos (84) y Noruegos (138). Estos estudios fueron
seleccionados ya que reportaron la participacion directa de los loci HLA-DQAT y HLA-DOBEA
en la susceptibiidad a LEG. Puede notarse que en el locus HLA-DQA1 las frecuencias
antigénicas en los pacientes mexicanos son semejantes a las de los controles. Con respecto al
sequndo alelo DQA1*0501, desafortunadamente sélo cuatro pacientes mexicanos resultaron
positivos para anti-Ro/La y sofamente unc de ellos resulto ser DQA1*0501 positivo, lo cual
hacia superflua su inclusidn en latabla 7.

El tercer alelo en orden de frecuencia en los pacientes mexicanos fue DQA1*0101, el cual
mostid una frecuencia similar. Los otros alelos del locus DOAY se distribuyeron de manera

semejante.




Con respecto al locus DQBA, el alelo DQB1*0201 que se conoce esta en desequilibrio genético
con el DQA1*0501, nuestro estudio revelé frecuencias semejantes en pacientes mexicanos
con LEG y en controles. El siguiente alelo en orden de freceuncia fue DQB1%0301, éste tuvo
frecuencias similares en todos los grupos de estudio. El cuarto alelo en orden de frecuencia
DQB1°0501, tuvo frecuencias semejantes en los casos y controles. Otro alelo distintivo fue el
DQB1*0402, & cual en mexicanos tuvo igual frecuencia en casos y contrales.

Nos intereso conocer si un desequilibrio genético fuera responsabie de este efecto en el grupo
de mexicanos, por lo que analizamos los haplotipos presentes entre pacientes y controles.

La tabla 8 muestra los haplotipos més frecuentes en el grupo de pacientes Mexicanos con
LEG, exstieron 10 hapiotipos diferentes cuyas frecuencias fueron susceptibles de
comparacién. E! pimero de ellos: [HLA-DR4-DQA1°03-DQB170302] es el mas frecuente en la
poblacién normal mexicana y como se ve también lo fue en los pacientes. El segundo en orden
de frecuencia fue el [HLA-OR1-DQA1"0101-DQB10501] cuya frecuencia haplotipica fue de
0.224 mientras que en los controles fue de 0.661 (p=0.003). E! tercer haplotipo en los pacientes
fue el [HLA-DR3-DQA1"0501-DQB1"0201] cuya frecuencia haplotipica en los pacientes fue de
0.207 la que al compararse con los controles (frecuencia haplotipica: 0.072) resultd estar
aumentada de manera significativa (p=0.01; RR=1.85,IC 95%).

Finalmente, el haplotipo: [HLA-DR8-DQA1*0401-DQB1°0402] en los pacientes se encontrd
disminuido de manera significativa al compararse con los controles (p=0.009). Todos los otros

haplotipos se distribuyeron de manera semejante en los casos y controles.
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IX-DISCUSION

El presente trabajo muestra las frecuencias de ios antigenos dase it det MHC en 58 pacientes
Mexicanos con LEG. Por medio de tipificacidn gendmica del DR se observd incremento
moderado donde el fenotipo HLA-DR2 (p=0.03} el cual no habla sido detectado en estudios
anteniores donde se uliizaron técnicas seroidgicas; sin embargo este incremento no fue
significative cuando los valeres de p fueron corregidos para el nimero de comparaciones.
Otros alelos de interés aumentados en los pacientes fueron el DR3, DR6 y DR7 el cual
confirmoé los resultados obtenidos por el mismo grupo étnico. (139).

De particular importancia fue el hallazgo de la baja frecuencia del HLA-DRA4 en este grupo de
pacientes ya que este antigeno es el alelo méas comin en la poblacidn normal mexicana
(indigena y mestizo) (89), lo cual sugiere una relativa baja proporcidn de genes no autdctonos
en pacientes Mexicanos con LEG; estos hallazgas requieren de un andlisis mas detallado
comparando subtipos de DRB1 en pacientes y controles.

El subtipo de DRB1 mds comin en los pacientes con LEG fue el DRB1*0407, lo cual
concuerda con lo reportado en un estudio realizado en una muestra de pacientes con LEG
Mexico-Americanos {140).

Los datos presentados en la tabla 5 muestran la gran heterogeneidad de los alelos clase |l del
MHC en los pacientes con LEG, aunque sin restarte importancia a los fenctipos relevantes
como DR4/DR1, DR2/DR7, DR2/DR3 asi como a los homocigotes DR4/DR4, DR14/DR14,
DR&/DR8 Y DR3/DR3.

Este astudio muesira que en individuos mexicanos no existe un papel directo del alelo HLA-
DOA1*0501, come si ocurre en Caucésicos (138). El alelo HLA-DQA1*0501 se ha asociado
con la produccién de autcanticuermos anti-Rofla (141). Sin embargo en este estudio la
frecuencia de DQA1"0501 fue de 43% en los pacientes y la positividad de anti-Ro/La fue muy
baja como para ser incluida en la tabla 7 (estos hallazgos son similares a estudios previos
realizados en el mismo grupo étnico (142). Lo anterior sugiere que el mecanismo de

produccién de auto-anticuerpos en mexicanos parece ser diferente a la de los Caucasicos.
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En el estudié noruego & alelo DQA1°0501 aparecié en el 84% de los pacientes con anti-RofLa
y s6lo en 25% de los controles (p=0.00000, RR=15.8), esta asociacién también fue evidente en
el estudio inglés pues reportd que el 63.6% de los pacientes tuvieron el alelo DQA1*0501 en
contraposicion a solo 26% de los controles (p=; 0.0001, RR=4.97). El tercer alelo en orden de
frecuencia en los pacientes mexicanos fue DQA1*0101, tuvo una frecuencia en pacientes
parecida a la det grupo control. Sin embargo la frecuencia de dicho alelo estuvo marcadamente
disminuida en los pacientes nomeges con ant-RofLa {p=0.293, RR=0.1), dicha disminucién
también ocumé en los padientes ingleses, lo gue al compararse con los controles respectivos
fue estadisticamente significativa (p=0.0012). Los otras alelss del locus DQA1 se distribuyeron
de manera semejante tanto en mexicancs como en noruegos.

Con raspecto al locus DQBA1, e alelo DQB1*0201 que Se conoce esta en desequilibrio genético
con el DQA1*0504 tuvo frecuencias semejantes en los pacientes mexicanos con LEG, sin
embargo en los pacientes noruegos positivos al autoanticuerpo anti-Ro/la, su frecuencia fue
de 74% que al compararse con los controles resulté aumentada de manera significativa
{p=0.0010, RR=5.5). Es interesante que dicho efecto no ocurrié en los pacientes ingleses. El
siguiente alelo en orden de frecuencia fue DQB1°0301, éste tuvo frecuencias similares en
todos los grupos de estudio. El cuarto aleic en orden de frecuencia DQB1°0501, tuvo
frecuencias semejantes en los cases y controles en individuos mexicanos y NOMIeGoSs, sunque
en los patcientes ingleses dicho alelo estuvo nuevamente disminuido con respecio a los
controles (p=0.0001, RR=0.03). Otro alelo distintivo fue el DQB1*0402, el cual en mexicanos
tuvo igual frecuencia en casos y controles pero que en los pacientes noruegos dicho alelo no
existié en ninguno de ellos mientras que si aparecié en los controles. Puesto que en los dos
estudios en Caucésicos (nofuegos e ingleses) mostraron tanto alelos asociados con LEG
como alelos protectores, esto no ocumid en los mexicanos.

Los resuitados de la tabia 7 en €l locus DQB1 simplemente reflejan el desequiliblio genético del
alelo DOB1'0201 con el alelo DQA1*0501, pero al mismo tiempo que el mencionado
desequilibrio podria explicar en mayor detalie la susceptibiidad.
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Nos interesd conocer si alguna forma de desequilibrio genético fuese la responsable de que no
se exhiba dicho efecto para los tuales estudiamos los haplotipos presentes en los pacientes y
los comparamos con los controles. Esta hipdtesis se refuerza con los resultados de los
haplotipos de la tabta 8. En ella se nota que el alelo DQA1*0501 es parte de cuatro hapiotipos
diferentes en los pacientes, el més frecuente de eflos [HLA-DR3-DQA1™0501-DQB1*0201]
resultd incluso aumentado de manera significativa al compararse con los controles. Elio
demuestra que el segmento de DNA contenido en el haplotipo es mejor marcador genético de
la susceptibilidad al LEG que el que confiere con el locus aislado como es el caso del HLA-
DOA1, &l menos en individuos mexicanos. Pocos estudios se han realizado en pacientes
mexicanos con LEG; en uno de ellos lievado a cabo en pacientes mexicanos-americanos de
Texas (140), se encontrd una significativa asociacidn con HLA-DR8. En nuestro estudio no se
encontré dicha asociacion, pero lo que se pudo observar es que este alelo juega un papel
protectar. Las diferencias observadas las interpretamos como el resultado de una
estratificacién genética significativa en ambos grupos control, ya que es dificl asegurar que
DRE se encontré en una frecuendia baja en los mexicanos-amerncanos y en una frecuencia alla
a los individuos mexicanos nacidos en la ciudad de Méxco. En estudios previos donde se
investiga la estructura pobiacional normal en mexicanos aqui en el pais (143) y por un grupo de
ia Universidad de Arizona en mexico-americanos {144) , se observo que el DRS es ef segundo
alelo mas comin en mexicanos despues del DR4. Esto muestra la imporiancia de seleccionar
"casos® y “controles” en estudios donde se investiga la asociacién a enfermedades inclusive
en un mismao grupo. Finalmente este estudio muestra que los genes de susceptibilidad para
LEG se encuentran localizados en el MHC. Sin embargo la identificacidn de un gen relevante
requiere det andlisis de los haplotipos del MHC més que del estudio de genes aislados.
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ANEXO A: TABLAS

TABLA 1. ASOCIACION DEL LEG CON ALELOS Y LOC! DEL MHC EN DIFERENTES PAISES.

DR2 C4A ' 114115
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TABLA 2*. SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA TIPIFICAR ALELOS DEL HLA-

DRB
OLIGONUCLEOTIDO ESPECIFICIDAD SECUENCIA
DRB 1001 DR1 TAAGTTTGAATGTCATTT
DRB1003 DR3+DRw11+DRW13+0R

w14
DRB 1004 DR4 GAGCAGGTTAAACATGAG
DRB 1005 DRS AGAAATAACACTCACCCG
DRB 1006 DR? TGGCAGGGTAAGTATAAG
DRB 1007 DR9 GAAGCAGGATAAGTTTGA
DRE 1008 DRw10 GAGGAGGTTAAGTTTGAG
DRB 1009 DR2 (DRB5} CAGCAGGATAAGTATGAG
DRE 2801 DR1 CGGTTGCTGGAAAGATGC
DRB 2803 DR7 TGGAAAGACTCTITCTATA
DRE 2804 DRS GTATCTGCACAGAGGGCAT
DR@ 2805 DR2{DRBS'0101) GTTCCTGCACAGAGACA
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TABLA 2B SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS PARA TIPIFICAR A LOS ALELOS DQA1

Y DOB1.
OUIGONUCLEOTIDO ESPECIFICIDAD SECUENGIA
DQA 2502 0103+0201+0601 TGGCCAGTTCACCCATGA
DOA 2503 0301 TGGGCAGTACAGCCATGA
| DQA 3401 0101 GAGATGAGGAGTTCTACG
DQA 3402 0102+40103+0501 GAGATGCAGTTCTACG
DOA 3403 040140601 GAGACGAGCAGTTCTACG
DOA 4102 0103 ACCTGGAGAAGAAGGAGA
DQA 5501 0101+0102+0103 TCAGCAAATTTGGAGGTT
DOA 5502 0201 TCCACAGACTTAGATTTG
DQA 5503 030t TCCGCAGATTTAGATTTG
DOA 5504 0401 4050140601 TCAGACAATTTAGATTTC
DQA 6901 0101+0102+0103 ATGGCTGTGGCAAAACAC
DQA 6902 020140301 ATCGCTGTGCTAAARACAT
DQA 6303 0501 ATCGCTGTCCTAAAACAT
DOA 6904 040140501 ATCGCTGTCCTAAAACAT
DOA 7502 0201+0401+0601 CTTGAACATCCTGATTAACT
| DQA 7504 osa1 CTTGAAGAGTCTGATTAA
DQB 3701 050140502+0503 AGGAGTACGTGCGCTICG
DQB 3702 0601 AGCAGGACGTGCGCTTCG
DQB 4501 0301 GACGTGGACCTCTACCGG
DQS 4901 0501 GGTGTACCGGGCAGTGAC
DOB 5701 0501+0604+0604b GCGGCCTGTTGCCGAGTA
D8 5702 0502 GCGGCCTAGCGCCGAGTA
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DQB 5703 0503+0601 GGCGGCCTGACGCCGACT
DQB 5704 0602+06G3 GCGGCCTGATGCCGAGTA
DQB 5705 0201 GGCTGCCTGCCGCCGAGT
DQB 5706 030140303 GGCCGCCTGACGCCGAGT
DQB 5707 0302 GGCCGCCTGCLGCCGAGT
D@B 5708 040140402 GCGGCTTGACGCCGAGTA
DQB 7002 0601 GACCCGAGCGGAGTTGGA
DQB 7003 0602 GAGGGGACCCGGGCGGAG
DQB 7005 02061 GAAACGGGCGGCGGTGGA
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TABLA 3. CONDICIONES PARA AMPLIFICAR LAS REGIONES DRB,DQA Y DQB

rAmp&ﬁeadén Genénca
Gen Blanco Condiciones Tamaiio del Producto
DRB ] 274 pares de base
DQA A 229 pares de base
DaB B 214 pares de base
Condiclones Desnaturalizacion Aniliamiento Extonsién MgCL2
A 92-94C 30 seg 58-55C tmin 70-72C 1-2min 1.5mM
B 94-96C 30 seq 58-55C tmin 70-72C 1-2min 1.5mM

TABLA 4. SECUENCIAS DE LOS INICIADORES UTILIZADOS EN LA AMPLIFICACION DE

DRB.DQA Y DQB
DRBAMP-A 5-DRB GENERICO CCCCACAGCACGTTICTIG
DRBAMP-B Universal 3-DRB GENERICO CCGCTGCACTGTGAAGCTCT
DOAAMP-A §-DQA GENERICO ATGGTGTAAACTTGTACCAGT
DQAAMP-B 3-DQA GENERICO TTGGTAGCAGCGGTAGAGTIG
DQBAMP-A §-DGB GENERICO CATGTGCTACTICACCAACGG
. OGBAMP-B 3-DQB GENERICO CTGGTAGTTGTGTCTGCACAC

*= Las secuencias fueron tomadas del Xi Taller de Histocompatibilidad del protocole de

referencia. (Fukuoka,Japon).
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Tabla 5. FRECUENCIA({%)DE ANTIGENOS DE LOS ALELOS HLA-DR

EN PACIENTES MEXICANOS CON LEG.

PACIENTES CONTROLES

{n=58) {n=96)

n/ % n/ %
DR
DR4 23/39 57/57
DR2 17/29 15/15
DR6 14/24 14/14
DR1 13/22 15/15
DR3 11/19 13/13
DR7 10/17 13/13
DR8 7/15 19/19
DRS 8/14 19/19
DR9 1/2 4/4
DR10 NE 4/4

valor de p

0.017

0.03
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS

NS

NS: No Significativo

NE: No Encontrado




TABLA 6. FENOTIPOS FRECUENTEMENTE ENCONTRADCS EN
PACIENTES MEXICANOS CON LEG.
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FENOT1IPOS PACIENTES CONTROLS

n=58 f£f.a, n=96 f.a. valor

de p

DR4/DR1 6 0.103 0 0.000 0.0013
/DR4 5 0.086 16 0.160 NS
/DR13 3 0.051 3 0.031 NS
J/DR2 3 0.051 3 0.030 NS
/DR3 2 0.034 8 0.020 NS
DR2/DR7 4 0.068 3 0.030 NS
/DR3 3 0.051 1 0.010 NS
/DRE 2 0.034 2 0.020 NS
/JDR1 2 0.034 1 0.010 NS
/DR11 2 0.034 3 0.030 RS

DRI-DQA1+*0101-DQB1*0501
DR4~DQA1*03-DQB1*0302

N§:No Significativo

f.a.: frecuencia antigénica

Los homocigotos DR3,DR8 Y DR4 se encontraron presentes dos vecas

en pacientes Mexicanos con LEG.
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TABLA 7. FRECEUNCIAS ANTIGENICAS (%) DEL HLA-DQA!L Y DQB! EN PACIENTES
MEXICANOS CON LEG Y CONTROLES, COMPARADOS CON INDIVIDUOS NORUEGOS Y

BRITANICOS.
MEXICANOS NORUEGOS BRITANICOS
PTS. CTLS. PTS. CTLS. PTS. CTLS.
Sin
Ro/La Ro/lLa Ro/La DNA

(LA~ n=58 n=96 n=19 n=14 n=107 n=88 n=1§ n=59 n=73
ocus No.(%X) No.(%) No.(%) No.(%) No.(X) No.(X) No.{%} No.(%) No.(%)
QAL -
03 26(45) 32(33) 3(16)  4(29) 46(43) ND*
0504 25(43) 45(47) 16(84) 3(21) 27(25} 56(63.6) 14(93} 36({61) 19(26)
0101 16(27) 28({29) 1(5) 6(43) 26(24) 9(10) 147} 7{12) 24(33)
0102 12(20) 29{30) 7(37)  4(29) 50(47) 12(14) 8(14) 1(7) 1{?)
0201 10{17) 15(15) 15) 2(14) 17{16) ND
0401 7{12) 23(23) 0(0) 2014} 9(8) KD
0103 3(5) 10(10) 4(23)  3(21) 15(14) ND
0601 (0} 1(1) 0(0) 1)) 1(1) ND
DO
0302 23(39) 4A(45) 3(16)  4{29) 30(28) ND
g201 20(34) 33(34) 14(74) 3(21) 36(34) 46(51) 34(57) 1{58) 32(43)
*0301 18(31) 42(43) 2(11)  2{14) 16{15) ]
*0501 16(27) 21(21) 6(43) 3{21) 27{25) 1(1) 1(2) 0(0) 21(28)
*0402 7(12) 19(19) 0(0} 2(14) 11010 ND
"0602 7(12) 11{11) 3(16)  3(21) 33(31) ND
*3603 5(9) 8(8) 3(16)  4{29) 16(15) 11(12) 0{0) 5(8.3) 2(2.7)
*0604 3(5) 6(8) 5(26) (7 22(21) XD
*0502 1(2)  6(6) o[0) 0(0) 1(1) ND
*0503 o (N 1(5) 00} 3(3) ND
*3601 0(0)  2(D) 0(0) 0(0) 0(o) ND

*ND: No Disponible para coumparacién




TABLA 8. HAPLOTIPOS MAS FRECUENTES ENCONTRADOS EN PACIENTES

MEXICANQS CON LEG.
DR-DQA-DQB PTES N=58 CTLS N=96

n: fh, n: f.h p value
1)DR4-03-0302 28 0.482 24 0.267 NS
2)DR1-0101-0501 13 0.224 6 0.061 0.0031
3)DR3-0501-0201 12 0.207 7 0072 0.014
4)DR7-0201-0201 10 0.172 21 0.716 NS
5)}DR11~0501~0301 g 0.155 12 0.123 NS
6)DR14-0501~0301 8 0.138 g8  0.082 NS
7)DR8-0401-0402 7 0.120 29 0.299 0.009
8)DR2-0102-0602 6 0.103 9  0.093 NS
9)DR13-0102~0604 3 0.051 0 0.000 NS
10)DR2-0501~0501 4 0.068 0 0.000 NS

N8= No Significativo
f.h.: frecuencia de hyplotipe
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ANEXO B: MEZCLA DE REACTIVOS

8.1 Mezcla de Reactivos de PCR

DNA (5-10 microgramos)...........oceccenncscsnnnen 1.001

BUfEr 10X.....cooimrieretinrmmsesene it ce e 5.00p
Cloruro de Magnesio (2mM)...........coeiemmnrnanns 3.004
Mezcla de deoxinucledtidos a 2mM................... 5.00pd
{niciador Universal (50pm).........ccooecconenennees 1.00p
Iniciador Especifico (S0pm)........covineninreinane. 1.0044
Agua ddH20...... ... 33.501

Volumen Total S0ul
B.2 Mazcia de reactivos no isotdnicos:

Cloruro de cobalto...........cccoecaeeeenunns 4.00pl (25mM)
Butfar 5X ...t 4.00u

- 1 SRRSO 1.5014

Dig-11-GAUTP. ..o eooeeereeceonenenner 3,00 1 (TUMOUT)
QOligonuciedtido especifico................. 9.50 ! (95pmoles)




ESTA TESIS N6 DEBE
AR DE LA BIBLIOTECA

ANEXO C: EQUIPO UTILIZADO EN EL PROYECTO
A. EQUIPO

1. lncubadera con movimiento continuo para las hibridaciones
2. Lugar aisiado para las amplificaciones

3. GAmaras de electroforésis para comer geles de agarosa
4. Termociclador

5. Lampara de rayos UV

6. Bafios de agua

7. Camara fotogréfica

8. Maquina de revelado de peiiculas

9. Autoclave

10. Refrigerador -20°C.

11. Minicentrituga para tubos eppendort.

B. Material:

1. Peliculas de rayos X KodaK X-Omat-AR

2. Tubos falcon de 50ml estériles

3. Pipetas Pasteur

4. Micropipetas Guitson de 20, 100, 200 y 10001,
5. Tubos Ependort de 2.5ml y 0.5ml.

6. Recipiente de plastico de 10X10cm.

7. Paliculas KodaK 667 blanco y negro

8. Membranas de Nylon

9. Estuches de Rayos X
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C. Reactivos

pury

. Agarosa al 1%

N

. Amortiguador Tris-EDTA

. Amortiguador Salino de Fosfatos

o

Amortiguador de Tris-Base 0.5M, pH 8.0

5. Alcohof etifico absoluto

€. Bromuro de etidio (10mg/mil)

7. Cloroformo

8. Conjugado de anti-digoxigenina-conjugado AP

9. Cloruro de Magnesio

10. CoCi 25mM

11. Deoxinucledtidos (ATP, CTP, GTP y TTP}

12. Digoxigenina (DIG-11-ddUTP) en concentracion de 1nmol/l
13. Dioxetano

14. Etanol al 100% y 70%

15. EDTA 0.2M pH=8.0

16. Fenol

17. Glicogeno

18. LiCl 4M

19. Lumindgena PPD

20. Iniciadores pars las regiones DRB y DQB

21.NaOH 0.5M

22. NaCi 1.5M

23. Ofigonucledtides Especificos (OE) concentracién de 30pmoles/ul
24. Proteinasa K (10mg/mi)

25. Solucién de lisis (AKC) (NH4CL 0.155M + K2C03 0.01M)
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26. Solucién RCB (NaCl 10mM + Tris-base 10mM + EDTA 25mM),

27. Solucién de Duodecil Sulfato de Sodio (SDS) al 10%

28. Solucion de Naranja G (10ml de Ficoll al 20%, 2gr de Tris- base}.

29. Solucion de Cloruro de tetrametil amonio SM (TMAC)

30. Solucién de Denhardt liofiizada: Ficol 400 af 2%.

31. Albimina sérica bovina y PVP

32. Solucién de hibridacion, SSPE 6X,Solucién Denhardt 5X, Laurii sarcosina de sodio al 0.1%,
SDS al 6.02%

33. SSPE 30X: NaCL 4,5M, NaH2P04 0.3M, EDTA 30mM

34. Solucién de deteccin quimioluminiscente 1: Ac. Maleico 0.1M 35. NaCl1 0.15M.

36. Solucién de deteccién quimioluminiscente I: solucién | mas 0.3% de Tween 20.

17. Solucién de deteccién quimioluminiscente HI: Solucidn de bloqueo diluida 1:10 en solucidn
L

38. Solucién de deteccidn quimioluminiscente [V: Solucién de bioqueo mas el anticuerpc anti-
digoxigenina (75mU/ml) en una dilucién de 1:1000.

39, Solucion Equiiibrante V: Tris-Base 0.1M pH=9.5, NaCl 0. 1M y MgCl 50mM

40. Terminal transfersa (TdT)

41. Taq Polimerasa

42, Tris-base 0.5 M pH=7 4

Material Biol6gico:
20 mi de Sangre Periférica (SP) con Smi EDTA
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Haplotype Distribution of Class Il MHC Genes in Mexican
Patients with Systemic Lupus Erythematosus
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The objective of this project was to determing the association of the DQA1*0501 alfele in the susceptibility to develop sysiemic Jupus eryths-
matosus (SLE} in Mexicans. Frequeacies of generic MHC Class 11 genes (HLA-DR, DQA and DQBI) werc determined by DNA typing in 58
Mexican mestizo SLE patients and 96 ethnically matched controls. Statistical analysis was pecformed by chi-square and Fisber's exact tests,
The DQAT050) allcle was [ound to be in finkage disequillibrium with HLA-DR 3, DR, and DR14, This sxplains the lack of associztion with
the allele alone, and the evident srong xasociation of SLE with the [HLA-DRI-DQAL*0501-DQB10201] and [HLA-DR1-DQAL*010}-
DQB1*0501] baplotypes. It was also found a significant decrease {proscction) of the [HLA-DRE-DQAL *0401-DQBI *0402] haplotype which
is known 1o be 1 chacacteristic kaplotype among the indigenous population of Mexico. These data shows that the suseeptibility ta SLE i
Mexicans is more strongly iaflucnced by the MHC haplotypes than by single alicles. The suggestion that these genes do not act alone but in

combination, makes the identification of hapiotypes mandatory.

Key words: class I1 MHC phenotypes, genetic susceptibility, susceptibility 1o SLE

Systemic lupus erythematosus is a clinically and
geactically heterogeneous disease. The genes located
within the MHC have strong influence on the suscept-
ibility to develop it ({ - 3). This susceptibility varies
berween different cthuic groups and has beea
reviewed recently (4),

In Caucasians SLE has a strong association with
HLA-DR3 and with the C4 deficiency (5). Whether
the HLA-DR locus or the C4 locus is primanly
involved is difficult 1o define because of the existing
linkage disequilibrium between these two loci. More
receatly the HLA-DQAL*0501 allele has been found
to have the strongest association in English patients
with white European ancestry (6). In order to know if
this also applies to a group with a rejatively high pre-
valence of the diseasc we studied a group of Mexican
mestizos. In the group we previously found an increase
of HLA-DR3 and the C4 deletion [C4A or C4B) by
using techniques at the protein level (7) causing the
HLA-DQ locus polymerphism Lo be poorly defined.

Here, we swudied with high resolution DNA
techniques the class 11 MHC loci DQA and DQB
and corrzlated them with generic DR typing.

Materials and methods
Paients and controls

A group of 58 Mexican mestizo patients meeting the
American College of Rheumatology (ACR) eriteria
for SLE (85, and a group of 96 ethnically-matched
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Mexican mestizo controls were included. The major-
ity of patients were part of the previous study which
showed the association with both HLA-DR3 and C4
null alieles. All the individuals from the group of con-
trols were born in Mexico City as were their parents
and grandparents.

ONA Typing foe HLA elass | alieles

Genomic DNA was extracted from peripheral blood
Jeukocytes. Extraction was performed by standard
methods (9). The sequences and specificity’s of the
DRBI, DQAIL, and DQB! oligonucleotide wers
syothesized by Bio-Synthesis (Lewisville, TX, USA)
according to sequences from the Eleventh luter-
national Histocompatibility Workshop (10). HLA
Class Il genes (DRBL, DQAIJ, apd DQBI) were
amplified by the polymerase chain reactien (PCR)
(11-13). Two microliters of amplified DNA wers
loaded and electrophoresed in an agarose ge) and
then bloed onto nylen membranes positively
charged (Boehringer, Maanheim, Germany) (14. 13).
Hybridization was performed with [0 ml of hvbrid:za-
tion solution containing 20 pmol of DIG-labeied
probes, (Boheringer, Mannheim, Germany) {16).
Dots were visualized after | hour exposurs (o
Kodak-XARS3 film with inteasifying screans. Since
we performed family studies, HLA haplotypes were
determined by segregation analysis.

Anti Ro/La autoantibodies were studied by azn
ELISA method as previously described (17).

Statistical analysis

Comparisons of HLA class Il allele frequencies in
patients with SLE and ethnically matched controls

1
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Table | Antigen fraquencies of KLA-DOAT and DGB1 in Mexican, Morwegian, and British SLE patients and controls.

HLA Mexican Morwegiant British;
Locus Patiems Controls Fatients Contals Pazients Cenlrols
Ro/La Without Ro/La Without
nnbd n=5% n=1% n=14 n=107 n=15 a=88 n=73
A (%) n. (%) n. (%) n.(%) n. (%) . (%) n. {%) n.(%)
DOA
‘0 26 (4%) 32(33) 3(16) 4(29) 46 (43) Na
0501 25 {43} 46 (47) 16 {B4) 3(21) 27 (25) 14 (93 56 (836) 19 {28)
0101 16 (27) 28 (28} t (5} 6 (4 26 (24) 1 a (i0) 2030
0102 12 (20) 29 (30} 707 4(29) 50 (47) 8 (14} 12{14) V(T
*6204 10 (17) 15 (15) 1(8) 2(14) 17 (16) NA
0401 7{12} 23{23) Do) 2018) 8(8) NA
003 k3! 10 (10} 4(2) KRV}l 15 (14) N&
0601 00 11} (0 [3{s)} 1¢1) Na
DAQBA
*0302 23(3Y) 44 {45) 3(16) 429) 30 (28) N,
0201 20(34) 33 (34 14 (74 3{) 36 (34) 34 (57} 45 (51} 32(4]
*0301 1830 42 43) 2{1%) 2 (14) 16 (15) NA
*0501 16 (2 7 (2 6 (43) 3{a1) 27 (25) 1{3) 1@ 128
*0402 7012 1% (19) 0{0) 7 (34) 11 (10) NA
0602 7012} 11 (11) 3 (16 3¢an) 3331} NA
0603 5(9) 8 (&) 318} 4(29) 16 {15} o0} 113 227}
*0604 3(8) & (6) 5 (26) e 22 (24 NA
*0502 1) 6 (6) 00 00 1{1} NA
0503 o M 115) 0 (0} 3B NA
*0601 0{0) 2(2) o) 0(0) 0{0) NA

NA: Not available lor comparison

tSkarsvag S, Hansen KE, Moen T, Eggen BM. Distribution of HLA Class 1l allefes in-autoantibody subsets among Nonwzigian patients with systemit lupus

erythematosus. Scand J §mmunof 1995,42:564 - 71,

*Davies EJ, Hillarby MC, Cooper RG, et sl. HLA-DQ, DR and complemerit C4 variznts in systernic lupus erythematosus. Br J} Rheumatel 1983:32.870 -
5,

were performed by chi-square analysis with Fisher's |

exact test of 2 X 2 tables using the EPISTAT statisti-
cal program. P values were corrected by the
Bonaferrioni method muitiplyiog it for the number of
comparisons,

Results

Antigen frequencies of HLA-DQA! and HLA-DQBI
alleles in Mexican SLE patients and controls are
shown in table I. The frequencies are listed in ascend-
ing order according to the patients; as comparison, a
British {18) and 2 Norwegian (19) study were also
included. These studies were selected because they
report direct participation of the HLA-DQAL and
HLA-DQBI loci in the susceptibility to SLE.

It can be observed that the antigen frequencies of
the HLA-DQAI in Mexican patients are similar to
the controls, compared to the Norwegians where
the DQA*0501 occurred in 84% of the patients with
anti-Ro/La and 25% in controls {p=0.00001,
RR=158). Unfortunately only four Mexican
paticats were positives for Anti Ro/La and only
one of them was DQAI*050! positive, making its

2
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inclusion for comparison in table I superfluous. On
the other hand in the British study, 63.6% of the
patients showed the DQA1*0501 vs, 26% of the con-
teols (p=0.0001, RR =4.97). In order of frequency
the third allele in the Mexican patients was the
DQA1*0101, which was equally disiributed among
patients and controls. Nevertheless, the frequeacies
among the Norwegian patients with anti-Re/la
were significantly decreased (p=0.0293, RR=0.1).
this also occurred in the British patients, which was
statistically significant when compared with con-
trols, The remaining alicles at the DQAL were
equally distributed amoeng Mexicans, Norwegians,
and British individuals. At the DQBI locus, the
DQBE*0201 ailele that it is known to be in linkage
disequilibrium with, the DQA1*0501 showed similar
frequencies among SLE patients and controls, How-
ever, in the Norwegian patiests with anti-Ro/La
aptibodies, their [requency was 74% which was sig-
nificantly increased compared 1o the coatrols
{(p=0.0010, RR=535), this difference was not
observed in the British patients. According (o the
frequency the next allele was the DQB*0301, this
showed similar frequencies in all of the study groups.

1B2 version 5.61 The Charlesworth Group, Huddersfield 01484 517077



Generic susceplibility in Mexicans

Table Il. More frequent HEA-DR.DQOA-DQB haplotypes in the study population..

DR 0QA 0as SLEPTS. Frequency Controis Frequency pCt
n=58 n=3§ valye
n n
1) OR4 03 0302 28 0482 2 0247 9031;
2) DR1 010 0501 13 0224 6 0061 NS
3} DRI 0501 020% 12 0.7 7 0072 NS
4) DRY 020t 00 10 0172 b3 0216 NS
5 DRN 0501 030 9 0.4585 12 0123 NS
§) DR14 0501 030t 8 0138 B 0082 NS
7y DR8 (401 0402 7 0120 ] 0.299 003
8} DR2 6102 0602 3 0103 9 ¢.093 NS
8} DR13 0102 0604 3 0.051 [} 00 NS
10) DR2 0501 as50 4 0.068 0 00 NS

tpC: Covrected p valus, H0dds Ratis: 2.8, Confidence Intsrval 55% = 1.3- 5.8, NS: Not significant

The fourth allele was the (DQBI*0501) allele
which showed similar frequencies in Mexican and
Norwegians cases and cootrols, in the British
patients this aflele was decreased among patients
compared with the controls {p=<0.0001,
RR =0.03). The DQB1*0402 allele was found to be
equally distributed among Mexican patients and con-
trols. In the Norwegian patients this allele was not
found, but was present in controls. Both studies made
in Caucasians (Norwegians and British) showed asso-
ciation as well as protective alleles with SLE, that did
ool occur in the Mexican group.

We were interested in knowing if a genetic linkage
disequilibrium was responsible for this effect in the
Mexican group, therefore we analyzed the MHC hap-
lotypes present among patients and controls. The fre-
quencies of common haplotypes in Mexican SLE
patients are showen in table I1. Ten different haplo-
types were found. The most frequent hapiotype in
the Mexican SLE patients and controls was [HLA-
DR&-DQA1%03-DQB1*0302]. The second haplotype
found in order of frequency was [HLA-DRI-

DQA1*0101-DQBI*0501] with a frequency of
U.224 in patients and 0.061 (p=0.003) in controls.
The third haplotype fouad in patients was the
{HLA-DR3-DQAL"0501-DQB1*0201] with a haplo-
type frequency of 0.207 in patients and a 0.072 haplo-
type frequency in coatrels. which was significantly
increased (p=0.01; OR =3.32, IC=1.11-10.58). The
[HLA DRE-DQAL*0401-DQBI*0402] haplotype
found in patients was significantly decreased when
comparsad to controls {p = 0.009). The remaining hap-
totvpes were distrideted equally among patients and
controls,

Discussion

Here we report no direct assceiation of the HLA-
DOA*D30] allele with 2 group of Mexican SLE

Rbeumatology 7177

patients, contrary to what has been reported in
Caucastans (20). The HLA-DQA}*0501 allele has
been associated with the production of autcantibo-
dies anti-Ro/La (2[), however in this study tae fra-
quency of DQAL*0501 was 43% in patients and yet
positivity of anti Ro/La was 100 low for comparisons
in table [ (these findings are similar to other studies:n
the same ethoic group {22)). This would suggest that
the mechanism of the autoantibody production differs
from that of Caucasians. The ailele frequencies in
table I are in accordance with the haplotypes pre-
sented in tabie II, where the allele DQA1°0501 was
found in four different haplotypes in patients. The
most frequent haplotype was [DR3-DQAIL°G301-
‘DQB1*0201] where it was significantly increased-
as compared to controls. This shows that the DNA-
segment in the haplotype is a beiter genslic
marker for the susceptibiiity te SLE thao the locus
HLA DQA by ftsell, at least in the Mexicanndivi-
duals.
A few studies have bezn performed on Max
SLE patients; in one of them. doaz on \-1-“\..1
Americans from Texas (23), significaat association
was found with HLA-DRS8. Mot only did we not prove
this, but we found this allele 10 be protective We
interpret this differences as the result of signidt
genetic stratification in both conirol groups ¥ :
DRS is decreased in the Mexican Ameznicans or
increased in individuals born in Mexico Cny is diff-
cult 1o say but studies dealing w:lh the normal popu-
lation structure in Mexicans by our institution (24
aud researchers from the Unnemn of »\rizo"a (l:’a

DR allele in Mexicans only afl:r DR-, Tn.s ShOWS
the relevance of selecting “cases™ axd "controls”
disease association studies even within Ih2 same
ethnic group.

Finally, this study shows that suscsptidiiny genes
for SLE are located within the MHC, however,
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identification of the relevant gene requires analysis of
the MHC haplotypes rather than single genes.
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Abstract: Seventy-two patients with rheumatoid arthritis (RA) and 82
controls have been typed with the XI Histocompatibility Workshop
DRB1 and DQB! sequence-specific oligonucleotide probes. The increase
of DRB1*04 corresponds 10 an increase of the serologically defined DR4,
previously found in a small group of Zimbabwean RA. patienits and we
now show that this increase is due to the subtype DRB1*0405 in association
with DQB1*0302. ¥n addition there is a clearcut increase of DRBI*1001
equivalent to the serologically defined DR10. There was no increase -
amongst RA patients of DRB1*0102 which was the predominant DRI
sub-type amongst controls. In the course of our investigation, we observed
a DRE1*04 variant which corresponds to DRB1*0412, newly defined in
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Introduction

The association of RA with HLA DR4 is now well-
established in most population groups whereas its
association with DR.| and DR 10 is more variable.
By the usc of HLA-Dw cellular typing, RFLP
analysis and oligonucleotide typing with sequence-
specific probes in Caucasoid populations it has
been established that the DRBI1*0401, *0404 and
*0405 subtypes are RA susccptibility alleles
whereas DRB1%0402 and *0403 are not (1, 2, 3,
4). Scveral reports on Black RA patients from
Southern Africa have indicated that the serologi-
cally defined DR4 alone is increased. In the Zulu
population of Natal (5), DR4 is present in 44% of
RA patients compared to 10% controls. In small
samples from two other cthnic groups, the Sotho
from the Transvaal (6) and the Xhosz from the
Cape (7), DR4 was also increased: 56% vs 9% and
18% vs 13% respectively, The Shona populate an
area of Southern Africa made up of the central
and porthern parts of Zimbabwe. In a preliminary
study (8), a low frequency of DR4 was found in
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the controls similar to that in the other three ethnic
groups. In none of these was DRI and/or DR10
significantly increased.

One function of HLA Class 11 molecules is to
present antigen to T—cell receptors by means of
peptides bound in the groove formed by the DRA
and DRB chains. According to the shared epitope
hypothesis, polymorphism of amino acid residues
70, 71 and 86 of the 3rd hypervariable region deter-
mines susceptibility or resistance to RA (9, 4). Thus
in DRB1*0402 which does not appear to confer
susceptibility to RA, aspartic acid and glutamic
acid substitute for the neutral glutamine and basic
lysine found a positions 70/71 of the DRB1*0401
which confers susceptibility to RA. Little is known
about the association of the DRBI*01 subtypes
with RA susceptibility.

Recently, in the XI International Histocompat-
ibility Workshop sequence-specific oligonuc-
leotides were used to determine DRBI polymorph-
isms as well as inter alia the DRBI*0l and
DRB1*04 subtypes in different ethnic populations.
In this study we present the distribution of the
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DRB! and DQB1 polymorphisms as well as the
DRBI*CL and DRB1*04 sabtypes in a substantial
group of RA Shona patients from Zimbabwe and
compare them with a healthy control group (which
formed part of the X1 Histocompatibility Work-
shap).

Watarials and Methods

Seventy-two Zimbabwean Shona patients with
classical or definite RA and 82 Shona controls
were studied. Blood samples from the patients an-
ticoagulated with EDTA were shipped to the UK
in dry ice whereas lymphocytes were a source of
DNA from controls. The method of DNA extrac-
tion and sequence-specific oligotyping were similar
to those applied to the Workshop and have been
Adescribed in detail {10).

Statistics

The presence or absence of a particular polymorph-
ism in each individual was counted. Comparisons
were tested by 2 x 2 Contingency Tables and where
appropriate Yates correction was applied. The p
values were not corrected for the number of com-
parisons since associations were consistent with
those found previously in other populations.

Results
DRB1 distribution in RA patients and contiols

The {requencies of the DRBI polymeorphisms using
the DRB1 generic primers and probes are given in
Table 1. DRB1*04 and DRBI*1001 were signifi-
cantly increased in the RA patient compared to
controls (29% vs 4% p<0.001; 19%% v 2%
p<0.002) while DRB1*01 was not (16% in RA
patients vs 17% in controls). No patients or control
had both DRE1%04 and DRB1*1001 so that 48%
of the patients had one or the other, compared to
7% of controls {(p<0.001). No DRBI aflele was
significantly decreased in the RA group. The sub-
types of DRB1*0] and DRB1*04 were determined
using appropriate primers and probes of the XIth
Histocompatibility Workshop.

DRB1*0% subtypes

Qf the 14 DRB1*01 controls, 9 were DRB1*0102
and 5 could not be tested, Of the 12 DRBI*01
patients with RA, 7 were DRB1*0]02, 2 were
*0i01, 1 was *0103 and 2 could not be tested. The
7 DRBi*0! individuals were not subtyped as their
DNA failed to amplify with the primers in the per.
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Table 1.
O\Siﬁhm of DRBY oligotypes in RA paiients and controls
DRBt* RA =69 (%) Controls p=82 (%}
i)} : 12(17) 14 (17}
014t 23 0y
0102 710} 9i11)
0103 11 [N (0)]
No resultt 22 5N
02 12 (17) 21 (26)
03 8(13)
RN 6{7) 13 (16}
0302 i 34 g1
04 20 (29) I
D401t Tt 0 (0}
0405 15 (22) 34y
0412 2{2) 0 (0}
No tesult 2y 0
i | 21 {30} 3 (40
12 12 (16} 5(7)
13 2N 16 (19)
14 Q ]
or 34 12 (15)
08 5(7 10(12)
03 34} 0 (0)
1001 13 (19) 22
04 or 10 33 (48) 5(n
RA vs Controls *p<0.002,
<0001,
1 No por ampliflcation.
Table 2.
Critical 3rd hypervariable region residues for DRE10412
Anele S50 Residuest
5 7
7 0
Q 1] 57 T 74
2 6
DAB1°0403 - + ] R E
ORB1°0405 + - s B A
DRB1°D412 + + s R E

* §50 ~sequence-specific oligonucieotide probe.
t DRBY amino acid residue.

ORB1%04 subtypes

The subtype of all 3 DRB1*04 controls was
DRBI1*0405 and 15/20 DRB1*04 RA patients
were also DRBI*0405; the DNA from 2 did not
amplify with the primers and 1 was DRBI*0401.
The remaining 2 gave an unusual pattern in that
they reacted with probe 5702 that defined
DRBI1*0405 as well as with probe 7006 that defined
DRBI*(403. The second DRB1 allele in one indi-
vidual was *0302 and in the other was *0200, Based



Table 3.
Distribution of DOB1 oiigotypes in RA patients and controls
00B1 RA n=§6 {%) Controls =82 (%)
020 11 23 (28)
0301 16 (24) 17 (21)
0202 15 {23) 3 (4
L2l 0 0
0402 B{12) 911
0501 28 (42) 20 -~
060 13 120 e
0603 a () (1)
0604 3{5) 34
0605 2(3) 2(2)
AA vs Controts tp=0.001.

1p=0.0005.
Table 4,
Distribution of satactad assumad haplatypes in RA patients and controls
DAB1-DOB1 RA =64 (% Controls n=87 (X}
010501 T 10 (15)
20602 9 (14) 20 (30
040302 15 (23 3
110301 namn 14 (21}
100501 12019 203
11.0602 315 15 {223
RA vs Controls fp <005,

tp<001.

tp < 0.005.

on its reactivity with the two probes, the sequence
of this oligotype would correspond to serine at
position 57, arginine at position 71 and glutamic
acid at position 74 (Table 2).

DG81 polymorphism in RA patients and controls

The distribution of the DQBL polymorphisms in
RA patients and controls is given in Table 3.
DQBI1*0302 is increased in the patient group (23%
vs 4% p=0.001) whereas DQB1*0602 is decreased
(20% vs 49%, p<0.005). The DRB1-DQBLI associ-
ations based on previously established population
and family segregation studies are given in Table
4. DRB1*0405 was associated with DRB1*0302
in all 3 controls and 12/15 RA patients whose
DRBI1*04 subtype had been defined. Five (25%)
of the 20 patients with DRB1*04 associated with
DQB1*0301 of which 4 were DRB1*0405 and the
other could not be determined.

We have found a highly significant increase in the
frequency of the *0405 subtype of DRB1*04 and
of DRBI*1001 in Shona RA patients when com-

880s in Shona RA and controls

pared to a control population. No increase in
DRBI1*(1 was demonstrated. In a previous small
sample only the serological equivalent of DRB1*04
was increased (8). The increase of DRB1*0405
indicates that this subtype in the Zimbabwean
Black population is also an RA susceptibility allele
as has been shown for Mediterrancan (11, 12)
and Japanese (13) RA patients. In the Zimbab-
wean population DRBI*0405 associates with
DQB1*0302 implying linkage disequilibrium be-
tween the two alleles, Similar findings have been
reported in English (14) and Spanish (15) popula-
tions but the DRB1*0405-DQB1*0302 haplotypes
differ at DQ from the DRBI*0405-DQBI*0401
haplotype found in the Japanese (13).

We have also identified the DRB1*04 subtype
*0412 newly defined in the XIst Histocompatibility
workshop based on the presence of a serine at
position 57 (identified by probe 7002) and a glu-
tamic acid at position 74 (probe (7006) (16). Since
only 2 patients and no controls possessed this olig-
otype its clinical significance in RA susceptibility
cannot yet be assessed.
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Association of HLA-DRS (possibly DRB1*1201}) with
the primary antiphospholipid syndrome in Mexican
patients

Primary antiphospholipid syndrome is a condition
manifested by thromboeses and hemocytopenias in paticats
who have high titers of antiphospholipid antibodies (aPL)
but po evidence of an associated autoimmune or infectious
disease that might explain their presence (1) The same
aPL-associated manifestations can occur in systemic lupus
erythematosus (SLE) as a secondary antiphospholipid syn-
drome (2). Associations between ciass 11 major histocompat-
ibility complex (MHC} antigens and aPL on the one hand,
and between antiphospholipid syndrome (whether primary
or secondary) and SLE on the other, have been described.
Reported specific associations have included an increased
frequency of HLA-DR4 in English SLE patienty with anti-
cardiolipin antibedies (3) and an increased frequency of
HLA-DQ7 in North American patients with lapus anticoag-
wlant {4). Savi and coworkers (5) reported & high frequency
of HLA-DR? in northern Italian patients with the antiphos-
pholipi¢ syndrome secondary to SLE, and Asherson et al (6)
reported an increased frequency of HLA-DR4 in English
patients with the primary antiphospholipid syndrome. Using
restriction fragment length polymorphism analysis and
sequence-specific oligonucleatides, the latter authors found
that 12 of their 13 primary antiphospholipid syndrome pa-
tients expressed she supertypic antigen DRS).

We studied the MHC genes (classes I, IT and III) in
Mexican patients with the primary antiphospholipid syn-
drome, using serologic and melecular techniques. Twenty-
one patients who fulfilled criteria for definite primary anti-
phospholipid syndrome and bhad no evidence of another
disorder after a followup period of at least 3 years were
studied. All had anticardiolipin antibodies at levels § or more
standard deviations above the mean in 100 normal controls
studied by an enzyme-linked immunosorbent assay method
as previously described (7). Normal controls for HLA typing
consisted of 100 cthnically and geographicaily matched
subjects. Class I and I antigens were determined by stan-
dard microlymphocytotoxicity testing, and class Il antigens
by agarose gel elecurophoresis and immunofixation. HLA~
DREB and DQB alleles were studied by sequence-specific
oligonucleotide typing, after amplification of their respective
genes using methods and reagents described previously (8),
with minor modifications. For statistical comparisons, 2 X 2
tables and »? testing (Fisher's exact test when necessary)
were used. P values were comected by multiplying by ihe
number of comparisons. Relative risks (RR) were deter-
mined by the method described by Woolf (%)

Significant differences in phenotype frequencies be-
tween patients and controls were found to be limited to the
class II region of the MHC. Thus, HLA-DRS was expressed
in 11 of 17 patients with the primary entiphospholipid
syndrome, compared with 19 of 100 coatrols (Poor = 0.001,
RR = 7.8) (Table 1}. To defing the order of the alleles within
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Table 1. Freqt (%) of selected clasy I major histocompal-
ibility complex sleles (determined by serclogic and molecutar
techniques) fn primary sntiphospholipid syndrome patients and
nonpal controls®

Patieats Controls
Serplogic typing
(n = 17 patients, 100 controls)}t
DR2 7L} 15 (15.0)
DR3 3{17.6) 13(13.0)
DRS 11 {64.9% 19 (19.0)
DRS2 15 (88.2) 64 (64.0)
DRS T {451} 67 {62.0)
DQ! 9(52.9) 38 (38.0)
DQz 3(17.6) 23 (23.0)
DQ3 13 (76.4) 84 (34.0)
Oligonucieotide 1yping
(n = 21 patients, 25 controls)
DRBI*DID LD 3{12.0)
DRB141501 7(333) I(12.0
DRE1*1101 2(9.5) 2(8.00
DRB1*1I02 2{9.5) 2 (8.0}
DRBY* 1201 9 42.50 1{4.0)
DRBL*0M01 0 (0.0} 7(28.0)
DRBI*0801 6(28.5) 7 (28.00
DRB1*100] 1005 144.0)
DOBI*0201 3(14.2) 6{24.00
DQBI0501 3{14.2) 2800
DQBY*05T 14D 1{4.0)
DQB1*0503 2(9.%) 1 (4.0}
DQR*0602 3{14D) 3.0
DQBI*0604 2(9.5) 1(4.0)
DOBL*6301 13 (61.9} 12 (48.0)
DQBI*0302 8 {38.0) 12 (48.0)
DQBL*MS 147 D {00
* Valnes are the number (%),

t Only alleles of interest {i.¢., with notable differences in frequency
between the 2 populations) are shown.

t P.... (comected for 22 comparisons) = 0.001 versus controls,
relative risk (RR) = 7.8.

§ P, (correctied for 20 comparisons) = 0.08 versus controls, RR =
18.0.

the chromosomes, we alse studied 90 first-degree relatives of
the primary antiphospholipid syndrome patients. All DRS
hapletypes also expressed DQ7 and DRS2 alleles, inherited
as a haplotype within the families. One patient was DRS
homozygous. Of the 6 patients who did not express the
HLA-DRS allele, 2 were positive for HLA-DR2, 2 for
HLA-DR3, and 2 expressed HLA-DRA8. Oligotyping analy-
sis showed an increased frequency of the DRB1*1201 aliele
(Poore = 0.08, RR = 18.0) (Table 1). The distribution of the
DOB alleles was similar in patients and normal controls.
Thus, we found a significant association between the
primary antiphospholipid syndrome and HLA-DRS in Mex-
ican patients, but no assocfation of the primary antiphospho-
lipid syndrome with DQ alleles was found. The relevant
HLA-DRS. sublype secmed to be DRB1*1201. This, how-
ever, might represent just a trend rather than a true associ-
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ation, since the corrected P value was not significant. In
contrast to the decreased frequency of DR5Z found in
English patients with primary antiphospholipid syndrome
{6), we found a higher frequency of this antigen in our
patients. Another difference between English and Mexican
patients is that 92% of the English patients were pasitive for
the supertypic antigen HLA-DRS3, whereas in Mexicans the
frequency «of this antigen was similar in patients and con-
trols. Comparable findings were noted with the HLA-DR4
antigen, which had a frequency of 76.9% in English patients
whereas it was found in only 35% of our Mexican patients
and 429 of Mexican controls (results ot shown). Regarding
the HLA-DGQ region, Amnett et al (4) reported that HLA-
D7 is associated with the presence of lupus anticoagulant,
a related aPL, in black and white SLE patients in the US.
We found no associstion with HLA-DQ? in our primary
antiphospholipid syndrome patients, all of whom bad aPL,
but found that all DRB1*1101 or DRBI*1201 posilive pa-
tients in whom DQ varjants were detected were slso
DQB1*0301 positive. In Italian SLE patients, an association
hetween anticardiolipin antibodies and HLA-DR7 was
found {3). We did pot identify such an association in our
primary antiphospholipid syndrome paticnts, although we
did find it in our Mexican SLE patients with sccondary
antiphospholipid syadroms (Vargas-Alarcon G et al: unpub-
lished results). This difference between patients with the
primary and those with the secondary antiphospholipid
syndrome supports the notion that the primary antiphospho-
lipid syndrome is a distinct entity and not merely a phast in
the course of SLE.

Two of our 6 DRS negative primary antiphospholipid
syndrome patients had DR8 and 2 had DR3. The DRS alicle
has the coded sequence of the DRBY region with marked
homology with DR8 and DR3 alleles, which is in accord with
the notion that all 3 alicles belong 10 the DR52 family. The
DR3 and DRS alleles share amino acids 9-13 of the first
hypervariable region from the DRB1 gene (Glu, Tyr, Ser,
Thr, Ser), whereas the DRS allele differs only at position
mumber 33 (10,i1). This sequence could be crucial in the
antigen recognition that leads to the production of aPL, since
it is 1ocated on the fivor of the antigen-recognition site of the
MHC molecule (12). The finding that 19 of 21 Mexican
patients with primary antiphospholipid syndrome had alleles
betonging to the DR52 family, while a similar proportion of
English patients had alleles belonging to the DRS3 family,
suggests that they result from different point mutations. It
glso suggests that the development of aPL in primary anti-
phospholipid syndrome may be antigen driven, whereas in
SLE these autoantibodics may be genctically determincd,
since, in at least 2 different ethnic groups, they were asso-
ciated with HLA-DR7.

Our findings indicate an association of DRS
(DRB1*1201) with susceptibility to primary antiphospholipid
syndrome in Mexicans. The relevant gene appears (o be
Jocated near the DRB1 gene and to belong to the DRS2
family, whose related alleles share a seqience that could be
relevant to the antigen recognition site. Additional sequence
analysis of the HLA-D( alleles could help define their role
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in the primary antiphospholipid syndrome in Mexican pa-
tients.
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Molecular analysis of HLA-DQ and -DP
genes 1n caucasoid patients with Hashimoto’s

thyroiditis

thyroiditis.

One way of improving our understanding of the
eticlogy and pathogenesis of autoimmune disease
is to identify genetic markers that predispose or
protect individuals from these disorders. At pres-
ent, the most significant disease associations occur
with alleles of the HLA class 11 region (1), the
products of which are essential for the presentation
of antigenic peptides to the immune system.
Hashimoto’s thyroiditis (HT), the most commeon
endocrine disease, is primarily a subclinical dis-
order and is now recognized to be the leading cause
of hypothyroidism (2). It has been widely accepted
that autoimmune mechanisms are involved in the
pathogenesis of HT, which is characterized by thy-
roid enlargement, lymphocyte infiltration, high
microsomal-specific antibody titers and the preva-
lence of hypothyroidism (3). The observation that
- HT can be found in several members of a family (4)
suggests an influence of genetic factors in thyroid
autoimmunity,
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Serological analysis of class 11 allele frequencies
in HT patients has revealed associations with DR4
and DRS in caucaseids {(5), DRS in Chinese (6),
and DRw53 in Japanese (7). Using Southern blot
analysis with DRB and DQB probes, we have pre-
viously demonstrated an association between HT
and DQw7 (DQB1*0301) in caucasoids (3). How-
ever, there is preliminary evidence that susceptibil-
ity to HT is not associated with DQw7 in Japanese
patients (9). In this study, we have tested a large
number of ethnically-matched, well-defined HT pa-
tients and controls from within London, Using the
lith International HLA Workshop (11WS) se-
quence-specific oligonucleotides (S80s), primers
and protocols (10, 11), we have analyzed the
DQAL, DQBI, DPAl and DPBI gene loct to
evaluate our previous observation and determined
whether other alleles and haplotypes are associated
with HT.

Forty-nine caucasoid patients with HT, and 64



healthy caucasoid controls with no clinical evi-
dence or family history of thyroid or any.other
endocrine disease were recruited for this study. All
patients had firm diffuse goitres, microsome-speci-
fic antibodies (titer> 1: 1600}, patchy uptake on
thyroid screening and no previous h\story of hypes-
thyroidism. DQBlaspectf' ¢ amplification and S50
analysis of 47 patients and 50 controls revealed a
significant increase of the DQB1*¢301 allele in the
patient group (59.6%) when compared to the con-
trols (24.0%) (Table 1). Six patients were scored as
being homozygous for DQB1*0301,-in comparison
to only 1 controi (data not shown). The increased
" frequency of DQBI1*0301 in the patient group was
accompanied by a reduction of other DQBI alleles
with the exception of DQBI*0402, *0503 and
*0605, although the differences from the controls
were not significant. The reduced frequency of

Tatie 1.
Phenotype {PF) and gene frequency (GF} of DOA1 and DQB1 aMeles in HT
patients and conkrols

Patients {n=48) Controls {n="59)
PF GF PF GF,
% ]

DoAY 250 0.135 220 o113
0102 208 0.115 356 0178
0103 83 0042 153 0076
02 188 0.094 254 0.136
“0301/29 500" 0.274 305 0169
53012 - - 17 0.008
04m 42 0.02 34 om7
*0501 58.3 013 458 0.297
0601 23 o010 - -

Patients {n=47) Controls {n=50)
PF GF PF GF
% % .

DOB1*02M 383 0.223 50.0 0330
‘0301 5964 0.36244 240 0130
‘0302 06 0053 140 0070
43032 6.4 0.043 80 0.040
0402 64 0.032 20 0010
0504 10 D096 180 0120
0502 21 0011 40 0.020
0504 64 0.032 - -
0601 21 o0 - -
0602 1284 0074 320 0,180
*0603 43 0.032 140 0.020
0604 21 0011 40 0020,
*0605 43 0.021 20 oMo

' Phenolype and genotype frequencies associated with HT when compared
to controls. ® chi sm:are-421 p<005. © chi square=127, p=4.0x10-4
(9-5.0"10-3 correc(ed). chi sw.la.re-142 p=20%104 {p=30x%10-1
corected). * ¢hi square=5.1, p=24x10-2, ' chi squara=4.8, p=28x10-2
Statistical analysis was performed using the chl square lest, with Yates
corection applied when necessary. p values have not been corrected whers
significance has been reported previousty. ¥ 11WS S50 hybridization protocol
does not distinguish between DOA1°03011 and DOAA1"0302 alleles, which
in this shudy have been given the DOAT0301/2 designation.
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DQBI*0602 in the patients was significant
(p <0.05), when compared to the control group.
Similar analysis of the DQA! gene loci in 48 pa-
tients and 59 controls, also presented in Table 1,
revealed an increased frequency of the
DQAI*0301/2 allele in the patient group (50%)
when compared to the control group (30.5%,
p<0.05).

The presence or absence of DQA1*030i/2,
DQB1*0301 assumed haplotypes, based on pre-
vious associates, is given in both patients and con-
trols in Table 2 (3 patients and 5 controls used in
Table 1 have been excluded because of the absence
of one or the other). An increased frequency of the
DQAI*0301/2, DQB1*0301 haplotype was ob-
served in the patient group (compared to controls;
18/46 versus 3/47, p<0.0005). Thus, of the 23
DQAI*0301/2 genotypes detected in the patients,
18 (78.3%) were DQAI1*0301/2, DQBIi*0301
whereas in only 3/13 (23.1%) of the DQA1*0301/
2 haplotypes recorded in the controls included the
DQB1*0301 allele (p<0.01).

DPA]l and DPBI exon-specific amplification
and analysis with the 11WS DP-specific $80s in
both the patient and control groups revealed an
apparent reduced frequency of the DPB1*0201 al-
lele in the patient group (Table 3, p<0.05), al-
though this failed to reach significance after correc-
ticn, No other differences in DPAQ or DPB] ailele
Trequencies were detected between patient and con-
trol groups. Furthermore, no association was ob-
served between any class II allele identified in the
HT patients with the measurable presence of
microsome-, thyroglobulin-, gastric-, or pancreatic
islet cell-specific antibodies also detected in these
patients {data not shown),

Previous genetic evidence derived from Southern
blot analysis of the DR and DQ gene loci has led
to the notion that the DQB1*0301 (DQw7) allele is
a class IT susceptibility determinant in Hashimoto’s
thyroiditis (8). Using DQBI-specific PCR and §8O
analysis, we have been able to confirm this associ-
ation in 22 of the London patients used in the

Table 2.
The presence of DAAT'0301/2 and DOB1°0301 haplotypes in HT patients
and controts

DQB1°030%

DAA1°030172 Patients Controls
=45 (%) [m=d7 (%)

+ + 18 (39) 3 (6

+ - 5{11) 10 (21)

- + 14 (30} 9(19)

- - 19 {(41) 25 (53)

* Ghi square=12.45, p < 0.0005 (Yales correction). The numbers refer to the
presence or absence of the afieles in wte individual — one patiemt was
homozygous for DQA1°0301/24,00B1°0301.
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Table 3.
Phenotype (PF) and gene frequencies (GF) of DPAT and DPB1 alieles in HT
paitents and controts

Patients (n=47) Controls (n=61)

PF GF PF GF

% %

DPAT0101/2/3+ 979 0.809 96.7 0.803
0209 362 0191 363 ALY
Patients (n=49) Controfs (n=62)

PF- GF PF GF

% %

CPE1*0101 i 003 145 0081
0201 1220 0.061% 306 0.153

0202 44 0.020 - -
0301 143 007 16.1 0.081
0401 735 0.531 7o 0.435
0402 %6 0.143 210 0485
0501 - - 48 0024
0601 20 0010 14 0008
0801 - - 48 0024
“1001 41 o0 v 1B 0.008
‘1101 a2 0.051 65 0032
1301 44 0.020 16 0008
1491 20 (o0 16 0.008
1501 20 010 3z 0.018
1701 41 0020 16 0.008
180t - - 16 0.008

% Aele negatively associated with HT when compared to controls. ® chi
square=4.3, p=3.8x10-2 (not significant after comection). © chi square=
3.8, p> 0.05. +11WS protocol does not distinguish between the DPA1°0101,
102 and 0103 allefes.

study of Badenhoop et al. (8), in addition to 25
caucasoid patients also recruited in London.
DQRB1*0301 was also increased in a group of HT
patients in Newfoundland (12). Preliminary analy-
sis of class II allele frequencies in non-caucispid

HT patients and controls has revealed an apparelit -

reduction of DQB1*0602 in Japanese patients (9).
This was also evident in our analysis of caucasoid
patients (Table 1}, indicating that DQB1*0602 may
confer some degree of protection against disease
in two distinct ethnic groups. The data from our
control panel does not suggest that DQBI1*0602
and DPB1*0201 (see above) are in likage disequi-
librium. Of the 16 controls who are DQB1*0602,
5 (31%) were DPB1*0201, similar to the overall
frequency of DPB1*0201 in the controls, ie, 19/
62 (31%). We now extend these observations to
inctude a role for the DQB heterodimer composed
of the products of the DQA1I*0301/2 and
DQB1*0301 genes in the pathology of HT in some
patients (Table 2). There are, in contrast, alterna-
tive studies with caucasoid HT patients that have
revealed disease associations with the DQB1%*6201
allee (12, 13). Such apparent discrepancies have
been reconciled by Fanid (14), who has postulated

the development HT to be influenced by numerous
gene loci, with a variety of environmental factors
differing between locales, initiating diseasc in dif-
ferent populations at risk.

Together with previous analysis of the DR and
DQ loci in HT patients (3, 12, 13), our analysis of
both the DQ and DP region would confirm that the
class I1 association with HT {s with the products of
the DQ and not the DP locus.

Comparison of the first protein domain amino-
acid sequence of all known DQBI alleles (15) re-
veals that DQB1*0301 encodes a unigue negatively
charged glutamic acid at position 45. According to

the model of the class 11 antigen-binding cleft (16},

DQBI] position 45 is located on a loop of the
beta-pleated sheet outside of the presumed peptide-
binding regions. However, DQB! position 45 is
part of a hydrophobic cluster and the presence of
a charged glutamic acid in this position might dis-
rupt the cluster. The observation that a glutamic
acid at DQBI position 45 can functionally influ-
ence recognition by allo-reactive T-cell clones has
led to suggestions that this position probably ef-
facts the overall configuration of the DQ molecule
(17),.which in turn may play a role in the immuno-
logical mechanisms underlying the development of
antoimmune disease in some HT patients.

In summary, the DQB1*0301, DQA1*0301/2 al-
leles and the DQA1*0301/2, DQBI1*030! haplo-
type were significantly increased in the HT patients
compared to the controls, whereas DQB1%0602
was significantly decreased. Qur results indicated
that the class II association with HT is with the
products of the DQ locus, especially with certain
DQ heterodimers, and that a glutamic acid at
D()B! position 45 may play a role in the immuno-
logical mechanisms in some HT patients.
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Association of HLA-DRS (possibly DRB1*1201) with
the primary antiphospholipid syndrome fn Mexican
patients

Primary antiphospholipid syndrome is & condition
manifested by thromboses and hemocytopenias in patients
who have high titers of antiphospholipid antibodies (aPL)
but no evidence of an associated autoimmune or infectious
disease that might explain their presence (1). The same
aPL-associated manifestations can occur in systemic lupus
erythematosus (SLE) as a secondary antiphospholipid syn-
drome {2). Associations between class 1 major histocompat-
ibility complex (MHC) antigens and aPL oa the one hand,
and between antiphospholipid syndrome (whether primary
or sccondary) snd SLE on the other, have been described,
Reported specific associations have included an increased
frequency of HLA-DR4 in English SLE patients with anti-
cardiclipin antidedies (3) and an increased frequency of
HLA-DQ7 in North American patients with lupus anticoag-
ulant (4). Savi and coworkers (5) reparted a high frequency
of HLA-DR?7 in northern Italian patients with the antiphos-
pholipid syndrome secondary to SLE, and Asherson et al (6)
reported an increased frequency of HLA-DR4 in English
patients with the primary antiphospholipid syndrome. Using
restriction fragment length polymorphism analysis and
sequence-specific oligonucleotides, the latter authors found
that 12 of their 13 primary antiphospholipid syndrome pa-
tients expressed the supertypic antigen DRS.

We studied the MHC genes (classes 1, 11 and III} in
Mexican patients with the primary antiphospholipid syn-
drome, using seralogic and molecular techniques. Twenty-
one patieats who fulfilled criteria for definite primary anti-
phospholipid syndrome and bad no evidence of another
disorder after a followup period of at [cast 3 ycars were
studied. Alt had anticardiolipin antibodies atlevels 5 or more
standard deviations above the mean in 100 normal controls
studied by an enzyme-linked immunosorbent assay method
as previously described (7). Normal controls for HLA typing
consisted of 100 ethnically and geographically matched
subjects. Class T and Il aatigens wete determined by stan-
dard microlymphocytotoxicity testing, and class IIT antigens
by agarose gel electrophoresis and immunofixation. HLA~
DRB and DB alleles were studied by sequence-specific
pligonucieotide typing, after amplification of their respective
genes using methods and reagents described previously (8),
with minor modifications. For statistical comparisons, 2 X 2
tables and 3@ testing (Fisher’s exact test when necessary}
were used. P values were corrected by multiplying by the
naumber of comparisons. Relative yisks (RR) were deter-
mined by the method described by Woolf ().

Significant differences in phenotype frequencies be-
tween patients and controls were found 10 be limited to the
class 11 region of the MHC. Thus, HLA-DRS was expressed
in 11 of 17 patients with the primary antiphospholipid
syndrome, compared with 19 of 100 controls (P, = 0.001,
RR = 7.8) (Tzble 1). To define the order of the alleles within
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Table 1. Fi (%} of telected clasa [1 major histocompat-
ibility complex alleles (determined by serologic and molecular
techniques) in primary aotiphospholipid syndrome patienis and
pormal controls®

Patients Controls
Serologic typing
(n = 17 patients, 100 controls)t
DR2 7 (41.1} 15 (15.0)
DR3 3 (17.6) 13 (13.0)
DRS 11 {64.7)% 19 (19.0)
DRS2 15 (88.2) &4 (84.0)
DRS3 7{41.1) 67 (61.0)
DOl 9(52.9) 38 (38.0}
DQ2 3(17.6) 3.0
DQ3 13 (76.4) B4 (84.0)
Oligonucieotide typing
(o = 2] patients, 25 controls)
DRBI1*0101 (4.7 3{12.00
DRBI1*130] 703 3{12.0
DRBI1*1104 1(9.5 2(8.00
DRB1*(102 2(5.5) 2(8.00
DRBI*1201 9 (42.89 1 (4.0}
DRBt*0701 0 (0.0} 7 (28.0}
DRB|*0801 6(28.%) 7 (28.0}
DEB1*1001 2(9.5) 1{4.0)
DQB1*020} 3(14.2) 6 (4.0
DQBE1*0501 31042 2(3.00
DQB1%0502 1 (4.7 1 4.0
DQB1+0503 2 (9.5} 1 4.0}
DQB*0602 3{14.7) 108.0)
DQB1*0504 2(9.5) 140
DQBI"0301 13 {61.5) 12 (48.0}
DQBI1*0302 8(38.0 12 (48.0}
DQB1*0303 14.7 ¢ (0.0)
* Values are iie number (%),

t Ouly alleles of interest {i.¢., with notable differences in frequency
between the 2 populations) are shown.

t Py (comected for 22 comparisons) = 0.001 versus cantrols,
relative sk (RR) = 7.8,

§ P (vorrecied for 20 comparisons) = 0.08 versus controls, RR =
13.0.

the chrompsomes, we also studied 90 first-degree relatives of
the primary aatiphospholipid syndrome paticnts. All DRS
haplotypes also expressed DQ7 and DRS2 alleles, inherited
as a haplotype within the families. One patient was DRS
homozygous. Of the 6 patients who did not express the
HLA-DRS allele, 2 were positive for HLA-DR2, 2 for
HLA-DR3, and 2 expressed HLA-DRS. Qligotyping analy-
sis showed an increased frequency of the DRB1*1201 allcle
(P oo = .08, RR = 13.0) {Table 1). The distribution of the
DQB alleles was similar in patients and normal controls.
Thus, we found a significant association between the
pritnary antiphospholipid syndrome and HLA-DRS in Mex-
ican patients, but no association of the primary antiphospho-
lipid syndrome with DQ alleles was found. The relevant
HLA-DRS. subtype seemed to be DRBI®1201. This, how-
ever, might represent just a trend rather than a true associ-
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ation, since the corrected # value was not significant. In
contrast to the decreased frequency of DRS2 found in
English patients with primary antiphospholipid syndrome
(6), we found a higher frequency of this antigen in our
patients. Another difference between English and Mexican
patients is that 9275 of the English patients were positive for
the supertypic antigen HLA-DRS3, whereas in Mexicans the
frequency of this antigen was similar in patients and con-
trols. Comparable findings were noted with the HLA-DR4
antigen, which had a frequency of 76.9% in English paticnts
whereas it was found in only 35% of our Mexican patients
and 429 of Mexican controls (results not shown), Regarding
the HLA-DQ region, Arneit et al {4) reponied that HLA-
DQ7 is associated with the presence of Jupus anticoagulant,
a related 2PL, in black and white SLE patients in the US.
We found no association with HLA-DQ7 in our primary
antiphospholipid syndrome patients, all of whom had aPL,
but found that all DRB1*1101 or DRE1*120! positive pa-
tients in whom DQ variants were detected were also
DQB1*0301 positive. In Italian SLE patients, an association
between anticardiolipin antibodies and HLA-DR7 was
found {5). We did not idemtify such an association in our
primary sntiphospholipid syndrome patients, although we
did find it in our Mexican SLE patients with sccondary
antiphospholipid syndrome (Vargas-Alarcon G ot al: unpub-
lished results). This difference between patients with the
primary and those with the secondary antiphospholipid
syndrome supports the notion that the primary antiphospho-
1ipid syndrome is & distinct entity and not merely a phase in
the course of SLE.

Two of our 6 DRS negative primary antiphosphelipid
syndroms patients had DRS and 2 had DR3. The DRS allete
has the coded sequence of the DRB! region with marked

homology with DRE and DR3 alleles, whichisin accord with -

the notion that all 3 alleles belong to the DR52 family. The
DR3 and DRS atleles share amino acids 9-13 of the first
hypervariable region from the DRBI gene (Glu, Tyr, Ser,
Thr, Ser), whereas the DR8 allele differs only at position
number 13 (10,11). This sequence could be crucial in the
antigen recognition that leads to the production of aPL, since
it is located an the Boor of the antigen-recognition site of the
MHC molecule (12). The finding that 19 of 21 Mexican
patients with primary antiphespholipid syndrome had aileles
belonging to the DR32 family, while a similar proportion of
English patients had alleles belonging 1o the DRS3 family,
suggests that they result from different point mutations. It
also suggests that the development of aPL in primary anti-
phospholipid syndromé may be antigen driven, whereas in
SLE these autoantibodies may be genctically determined,
since, in at least 2 different ethnic groups, they were as3o-
ciated with HLA-DR7.

Our findings indicate an association of DRS
(DRB1*1201) with susceptibility to primary antiphospholipid
syndrome in MeXicans. The relevant gene appears lo be
jocated near the DRB1 gene and to belong to the DRS52
family, whose related alleles share a sequence that could be
relevant to the antigen recogrition site, Additional sequence
analysis of the HLA-DQ alleles could help defing their role
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in the primary antiphospholipid syndrome in Mexican pa-
tients.
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Cytarabine therapy for refractory cutaneous lupus
Treatments for cutaneous lupus include antimalari-

als, topical and systemic corticosteroids, azathioprine,
methotrexate and cyclophosphamide, and occasionally, dap-
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and -DP

genes in caucasoid patients with Hashimoto’s

thyroiditis

thyroiditis.

One way of improving our understanding of the
etiology and pathogenesis of autoimmune disease
is to identify genetic markers that predispose or
protect individuals from these disorders. At pres-
ent, the most significant discase associations occur
with alletes of the HLA class II region (1), the
products of which are essential for the presentation
of antigenic peptides to the immune system.
Hashimoto's thyreiditis (HT), the most commen
endocrine disease, is primarily a subclinical dis-
order and is now recognized to be the leading cause
of hypothyroidism (2). It has been widely accepted
that autoimmune mechanisms are involved in the
pathogenesis of HT, which is characterized by thy-
roid enlargement, lymphocyte infiltration, high
microsomal-specific antibody titers and the preva-
lence of hypothyroidism (3). The observation that
- HT can be found in several members of a family (4)
suggests an influence of genetic factors in thyroid
autoimmunity.
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Serological analysis of class II allele frequencies
in HT patients has revealed associations with DR4
and DRS in caucasoids (5), DR in Chinese (6),
and DRw53 in Japanese (7). Using Southern blot
analysis with DRB and DQB probes, we have pre-
viously demonstrated an association between HT
and DQw7 (DQB1*0301) in caucascids (8). How-
ever, there is preliminary evidence that susceptibil-
ity to HT is not associated with DQw7 in Japanese
patients {9). In this study, we have tested a large
number of ethnically-matched, well-defined HT pa-
tients and controls from within London. Using the
11th International HLA Workshop (11WS) se-
quence-specific oligonucleotides (8SOs), primers
and protocols (10, 11), we have analyzed the
DQAl, DQEI, DPAl and DPBI gene loci to
evaluate our previous observation and determined
whether other alleles and haplotypes are associated
with HT.

Forty-nine caucasoid patients with HT, and 64




healthy caucasoid controls with no clinical evi-
dence or family history of thyroid or any. other
endocrine disease were recruited for this study. Al
patients had firm diffuse goitres, microsome-speci-
fic antibodies (titer> 1:1600), patchy uptake on
thyroid screening and no previous history of hyper-
thyroidism. DQB!-specific amplification and SSO
analysis of 47 patients and 30 controls revealed a
significant increase of the DOBI*0304 allele in the
patient group (59.6%) when compared to the con-
trols (24.0%) (Table I). Six patients were scored as
being homozygous for DQB1*0301, in comparison
to only 1 control (data not shown). The increased
frequency of DQB1*0301 in the patient group was
accompanied by a reduction of other DQBI alleles
with the exception of DQB1%0402, *0503 and
*0605, although the differences from the controls
were not significant. The reduced frequency of

Tabie 1.
Phenotype (PF) and gene frequency (GF) of DOAY and DOBY aeles in HF
patients and controls

Patients (n=48) Controis {n=59)
PF GF PF GF,
% ) :
DOATD101 25.0 0.135 220 0119
0102 208 0115 356 0178
0103 83 0.042 153 0076
0201 188 0004 54 0136
0301/29 50.0%% 0274 305 0169
0312 - - 17 0.008
‘04m 42 0.021 a4 w7
05m 583 0313 452 0.297
*0601 21 01 - -
Patients {n=47) Controls {n=50)
PF GF PF GF
% % .
DOB1*0201 383 0223 500 0.330
0301 310 036244 240 0.130
0302 106 0053 148 0070
03032 6.4 0.043 80 0.040
0402 64 0032 0 0010
0501 170 0086 180 0120
0502 21 0011 49 0.020
050 64 0032 - -
*06M1 21 o0 - -
0602 128+ 0074V 320 080
0603 43 0032 140 0020
“0604 23 L] 40 0020,
*0605 43 0021 20 omo

* Phenotype and genotype frequencies associated with HT when compares
W controls. ¥ chi squars=4.21, p < 0.05, ¢ chil square=12.7, p=4.0% 104
{p=6.0x10-3 coroacted) 9 ohi square~142, p=20%10-4 (p=3.0%10-3
corrected). * ohi square=5.1, pw24%10-2. ! chi square=4.8, p=2.8x10-2.
Statistical analysis was pertormed using the chi square test, with Yates
comection 2pplied when necessary. p values have not been oorrected whwrs
significance has been reporied previousty. ¥ 11WS S50 hybridization protocol
does not distinguish betwesn DRAT'03011 and DQAAY0302 alietes, which
in this study have been given the DQA1°0301/2 designation.

Brief commuenication

DQBI*0602 in the patients was significant
{p <0.05), when compared to the control group.
Similar analysis of the DQAT gene loci in 48 pa-
tients and 59 controls, also presented in Table 1,
revealed an increased frequency of the
DQAI*0301/2 allele in the patient group (50%)
when compared to the control group (30.5%,
p<0.05).

The presence or absence of DQA1*0301/2,
DQBI*0301 assumed haplotypes, based on pre-
vious associates, is given in both patients and con-
trols in Table 2 (3 patients and 5 controls used in
Table 1 have been cxcluded because of the absence
of one or the other). An increased frequency of the
DQAI*0301/2, DQBI*030i haplotype was ob-
served in the patient group (compared to controls:
18/46 versus 3/47, p<0.0005). Thus, of the 23
DQA1*0301 /2 genotypes detected in the patients,
18 (78.3%) were DQAI1*0301/2, DQBI1*0301
whereas in only 3/13 (23.1%) of the DQA1*0301/
2 haplotypes recorded in the controls included the
DQB1*0301 allele (p <0.01),

DPAl and DPB! exon-specific amplification
and analysis with the 11WS DP-specific SSOs in
both the patient and control groups revealed an
apparent reduced frequency of the DPB1*0201 al-
lele in the patient group (Table 3, p<0.05), al-
though this failed 1o reach significance after cotrec-
tion. No other differences in DPA1 or DPBI alicle
Trequencies were detected between patient and con-
trol groups. Furthermore, no association was ob-
served between any class II allele identified in the
HT patients with the measurable presence of
microsome-, thyroglobulin-, gastric-, or pancreatic
islet cell-specific antibodies also detected in these
patients {data not shown}.

Previous genetic evidence derived from Southern
blot analysis of the DR and DQ gene loci has led
to the notion that the DQB1*0301 (DQw7) allele is
a class II susceptibility determinant in Hashimoto’s
thyroiditis (8). Using DQBI-specific PCR and SSO
analysis, we have been able to confirm this associ-
ation in 22 of the London patients used in the

Table 2.
The presence of OCA1°0301/2 and DOB1°0301 hapiotypes in HT patients
and contyols

DQB1°0301

DOAT 03N /2 Patierts Controls
n=45 {¥) (n=47 (%)

+ + 18 {39y 3 Br

+ - 5{11) 10 {21)

- + 14 (30) 9(19)

-~ - 18 (41 25 (53

" Chi square=12.45, p < 0.0005 (Yates comection). The numbers retes 1o the
presence Of absence of the sMeles in the individual — one patient was
homozygous for DOA1"0301/2\DOR1*0301.
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Vable 3.
Phenotype (PF} and gene frequencies {GF) of DPAT and DPBY alieles in HT
paitents and coatrols

Patients {(n=47) Controls {n=61}
PF GF PF GF
% %
RALOIOU3+ 973 0.809 9%.7 0.803
0204 32 019 36.1 0,197
Patients [n=43} Corttrols {n=62)
PF GF PF GF
. 5
DPBI0101 &y 003 145 0.081
“0201 1224 0.061% 306 0153
0202 41 0.020 - -
0301 143 (Y74} 161 0.081
0401 735 0531 no 0.435
0402 i1 0.143 20 0,105
*0501 - - 44 0024
060 20 0010 16 0.008
0901 - - ) 45 0024
1001 41 0020 - 1B 0.008
110 82 0051 65 0032
11301 a9 0.020 16 0008
140 20 o010 18 0.00B
*1501 20 0010 3.2 0.016
1701 41 0.020 16 0.008
*1801 - - 16 0.008

* Allole negatively associated with HT when compared to cotiols, ® chl
squarg=4.3, p=38x10-2 (ot significant after comection), © chi squars=
38, p> 0.05. +11WS pratocot does et distinguish bebween ths DPA1010Y,
*102 and 0103 alleles.

study of Badenhoop et al. (8), in addition to 25
caucasoid patients also recruited in London.
DQB1*0301 was also increased in a group of HT
patients in Newfoundland (12). Preliminary analy-
sis of class II allele frequencies in non-caudisoid

HT patients and controls has revealed an apparehit

reduction of DQB1*0602 in Japanese patients {9).
This was also evident in our analysis of caucasoid
patients (Table 1), indicating that DQBI1*0602 may
confer some degree of protection against disease
in two distinct ethnic groups. The data from dur
control panel does not suggest that DQB1*0602
and DPB1*0201 (sec above) are in likage disequi-
librium. Of the 16 controls wha are DQBI*0602,
5 (31%) were DPB1*0201, similar to the overall
frequency of DPB1*0201 in the controls, ie., 19/
62 (31%). We now extend these observations to
include a role for the DQB heterodimer composed
of the products of the DQAI1*0301/2 and
DQB1*0301 genes in the pathology of HT in some
patients (Table 2). There are, in contrast, alterna-
tive studies with caucasoid HT patients that have
revealed disease associations with the DQB1*0201
allele (12, 13). Such apparent discrepancies have
been reconciled by Farid (14), who has postulated

the development HT to be influenced by numerous
gene loci, with a variety of environmental factors
differing between locales, initiating disease in dif-
ferent populations at risk. .

Together with previous analysis of the DR and
DQ loci in HT patients (8, 12, 13), our analysis of
both the DQ and DP region would confirm that the
class IT association with HT is with the products of
the DQ and not the DP locus.

Comparison of the first protein domain amino-
acid sequence of all known DQBI alleles (15) re-
veals that DQB1*0301 encodes a unique negatively
charged glutamic acid at position 45. Accerding to
the model of the class IT antigen-binding cleft (16),
DQBI position 45 is located on a loop of the
beta-pleated sheet outside of the presumed peptide-
binding regions. However, DQB! position 45 is
part of a hydrophobic cluster and the presence of
a charged glutamic acid in this position might dis-
rupt the cluster. The observation that a glutamic
acid at DQBI position 45 can functionally influ-
ence recognition by allo-reactive T-cell clones has
led to suggestions that this position probably ef-
fects the overall configuration of the DQ meolecule
(17), which in turn may play a role in the immuno-
logical mechanisms underlying the development of
autoimmune disease in some HT patients.

In summary, the DQBI*0301, DQA1*0301/2 al-
leles and the DQA1*0301/2, DQB1*0301 haplo-
type were significantly increased in the HT patients
compared to the controls, whereas DQBI1*0602
was significantly decreased, Our results indicated
that the class Il association with HT is with the
products of the DQ locus, especially with certain
DQ heterodimers, and that a glutamic acid at
DQBI position 45 may play & role in the immuno-
logical mechanisms in some HT patients.
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Sequence-specific oligonucleotide typing in
Shona patients with rheumatoid arthritis and
healthy controls from Zimbabwe
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Sequence-specific oligonucleotide typing in Shona patients with rheuma-
10id arthritis and healthy controls from Zimbabwe. ’
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Abstract: Seventy-two patients with rheumatoid arthritis (RA) and 82
controls have been typed with the XI Histocompatibility Workshop
DRE1 and DQB1 sequence-specific oligonucleotide probes. The increase
of DRB1*04 corresponds to an increase of the serologically defined DR4,
previously found in a small group of Zimbabwean RA patients and we
now show that this increase is due Lo the subtype DRB1*0405 in association
with DQB1*0302. In addition there is a clearcut increase of DRBI1*1001
equivalént to the serologically defined DR10. There was no increass -
amongst RA patients of DRB1*0102 which was the predominant DR1
sub-type amongst controls. In the course of our investigation, we observed
a DRB]*04 variant which corresponds to DRBI*0412, newly defined in
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the XIth Histocompatibility Workshop.

{ntroduction

The association of RA with HLA DR4 is now well-
established in most population groups whercas its
association with DR1 and DR10 is more variable.
By the use of HLA-Dw cellular typing, RFLP
analysis and oligonucleotide typing with sequence-
specific probes in Caucasoid populations it has
been established that the DRB1*0401, *0404 and
*0405 subtypes are RA susceptibility alleles
whereas DRB1*0402 and *0403 are not (1, 2, 3,
4). Several reports on Black RA patients from
Southern Africa have indicated that the serologi-
cally defined DR4 alone is increased. In the Zulu
population of Nata! (5}, DR4 is present in 44% of
RA patients compared to 10% controls. In small
samples from two other ethnic groups, the Sotho
from the Transvaal (6} and the Xhosa from the
Cape (T), DR4 was also increased: 56% vs 9% and
38% vs 13% respectively. The Shona populate an
area of Southern Africa made up of the central
and northern parts of Zimbabwe. In a preliminary
study (8), a low frequency of DR4 was found in

pubkication 14 December 1982

the controls similar to that in the other three ethnic
groups. In none of these was DR1 and/or DR10
significantly increased.

One function of HLA Class I molecules is to
present antigen to T-cell receptors by means of
peptides bound in the groove formed by the DRA
and DRB chains. According to the shared epitope
hypothesis, polymorphism of amino acid residues
70, 71 and 86 of the 3rd hypervariable region deter-
mines susceptibility or resistance to RA (9, 4). Thus
in DRB1*0402 which does not appear to confer
susceptibility to RA, aspartic acid and glutamic
acid substitute for the neutral glutamine and basic
lysine found a positions 70/71 of the DRE1*0401
which confers susceptibility to RA. Little is known
about the association of the DRB1%01 subtypes
with RA susceptibility.

Recently, in the XI International Histocompat-
ibility Workshop sequence-specific oligonuc-
leotides were used to determine DRB1 polymorph-
isms as well as inter alia the DRB1*01 and
DRBI1*04 subtypes in different ethnic populations.
In this study we present the distribution of the
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DRB! and DQB! polymorphisms as well as the
DRBI*0} and DRB1*04 subtypes in a substantial
group of RA Shona patients from Zimbabwe and
compare them with a healthy control group (which
formed part of the XI Histocompatibility Work-
shop).

Materlals and Methods

Seventy-two Zimbabwean Shona patients with
classical or definite RA and 82 Shona controls
were studied. Blood samples from the patients an-
ticoagulated with EDTA were shipped to the UK
in dry ice whereas lymphocytes were a source of
DNA from controls. The method of DNA extrac-
tion and sequence-specific oligotyping were similar
to those applied to the Workshop and have been
Adescribed in detail (10).

Statistics

The presence or absence of a particular polymorph-
ism in each individual was counted. Comparisons
were tested by 2 x 2 Contingency Tables and where
appropriate Yates correction was applied. The p
values were not corrected for the number of com-
parisons since associations wer¢ consistent with
those found previously in other populations.

Resuits
DRB1 distribution in RA patients and controls

The frequencies of the DR B1 polymorphisms using
the DRBI1 generic primers and probes are given in
Table 1. DRBI*04 and DRB1*100! were signifi-
cantly increased in the RA patient compared to
contrals (29% wr 4% p<0.001; 19% vs 2%
p<0.002) while DRB1*01 was not (16% in RA

palients vs 17% in controls). No patients or control-

had both DRE1*04 and DRB1*1001 so that 48%
of the patients had one or the other, compared to
7% of controls (p<0.001). No DRBI alicle was
significantly decreased in the RA group. The sub-
types of DRB1*01 and DRB1*04 were determined
using appropriate primers and probes of the XIth
Histocompatibility Workshop.

DRE10T subtypes

Of the 14 DRB1*01 controls, 9 were DRE1*0102
and 5 could not be tested. Of the 12 DRBI*0)
patients with RA, 7 were DRB1*0102, 2 were
*G101, 1 was *0103 and 2 could not be tested. The
7 DRBi*01 individuals were not subtyped as their
DNA failed to amplify with the primers in the per,
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Tabie 1.

Dismburiar_a of DABS oligotypes in RA patients and controls

ORE1* RA n=69 {%} Controls n=B2 (%)

o . 12 (17 4 (17
0101 2{9 0(0)
0102 7(10 9 {1}
0103 1 0 (@)

No resultt 2 (2j 5{7)

02 12 (17} 21 {26)

03 g (13}

0301 6(D 13 {18)
0302 i 34 9 {11)

04 20 (29 I
0401 1 o {0}
0405 15 (22} 34y
0412 2(2) 00
No resuit 2(2) [ 0]

1 21 (30) 33 (40}

12 12 (16} 5(7)

13 127N 16 (19}

14 0 0

o7 34 12 {15}

08 5(N 10 (12)

[1:] KYL] 0 (0}

1001 13 (19) 2@y

04 or 10 33 (48) S (T

A4 v Controls *p<0.002,

10 <0.001.

t No per amplification.

Table 2.

Critical 34 hypervariable region residues tor DRB1°0412

Aliele ss0” Residuest

5 7
7 0
] 0 51 n T4
2 &

DAB1-0403 - + [ [} £

DRB1*0405 + - s R A

DRB1'D412 ¥ * 5 R E

* 5SD=sequence-spedific oligonuclectide probe.

t DRBY aming acid residue.

0RB1°04 subtypes

The subtype of all 3 DRB1I*04 conirols was
DRBI*0405 and 15/20 DRBI*04 RA patients
were also DRB1*0405; the DNA from 2 did not
amplify with the primers and 1 was DRB1*0401.
The remaining 2 gave an unusual pattern in that
they reacted with probe 5702 that defined
DRB1*0405 as well as with probe 7006 that defined
DRBI1*0403. The second DRB! allele in one indi-
vidual was *0302 and in the other was *0200. Based




Table 3.

Disteibution of (X181 oligotypes in RA patients and contyols

0083 RA nw6 (%) Controls =82 (X}
020 1nn 2 (28)
0301 16 (24} 72y
0302 15 [23) 3 4y
0401 ) 0

0402 &(12) g1

0501 28 (42) 32(39) ..
0602 11 (20) 40 (49}
0603 34 {1}
0504 3 {5 3{4)

0605 2(3) 2{8)

RA vs Contras fo=0.001.
3p=0.000%.

Tabla 4,
Distribution of salected assumed haplotypes in R patients and controls
DRBA-DGE1 RA n=64 (%} Conirals n=57 [%}
010501 701 10 {15}
02-0602 (14 20 (30
04-0302 15 (23) 3 (4t
110301 1non 14 (21)
100501 12 (19) 2@
11-0602 3 [5) 15 (20t
RA vs Controts tp < 0.05.

to<00t.

T1p < 0.005.

on its reactivity with the two probes, the sequence
of this oligotype would correspond to serine at
position 37, arginine at position 71 and glutamic
acid at position 74 (Table 2).

04B1 polymoarphism in RA patients and controls

The distribution of the DQBI polymorphisms in
RA patients and controls is given in Table 3.
DQH1*0302 is increased in the patient group (23%
vs 4% p=0.001) whereas DQB1*0602 15 decreased
(20% vs 49%, p <0.005). The DRBI-DQBI associ-
ations based on previously established population
and family segregation studies are given in Table
4. DRB1%0405 was associated with DRB1*0302
in ail 3 controls and 12/15 RA patients whose
DRB1*04 subtype had been defined. Five (25%)
of the 20 patients with DRBI*04 associated with
DQB1*0301 of which 4 were DRBI*(405 and the
other could not be determined.

We have found a highly significant increase iti the
frequency of the *0405 subtype of DRB1*04 and
of DRBI*100] in Shona RA patients when com-

5S0s in Shona RA and controls

pared to a control population. No increase in
DRBI*01 was demonstrated. In a previous small
sample only the serological equivalent of DRB1404
was increased (8). The increase of DRB1*0405
indicates that this subtype in the Zimbabwean
Black population is also an RA susceptibility allele
as has been shown for Mediterranean (11, 12)
and Japanese (13) RA patients. In the Zimbab-
wean population DRBI*0405 associates with
DQBL*0302 implying linkage disequilibrium be-
tween the two alleles. Similar findings have been
reported in English (14) and Spanish (15) popula-
tions but the DRB1*(405-DQB1*0302 haplotypes
differ at DQ from the DRB1*0405-DQB1*0401
haplotype found in the Japanese (13).

We have also identified the DRB1*04 subtype
*0412 newly defined in the XIst Histocompatibility
workshop based on the presence of a serine at
position 57 (identified by probe 7002) and a glu-
tamic acid at position 74 (probe (7006) (16). Since
only 2 patients and no controls possessed this ofig-
otype its clinical significance in RA susceptibility
cannot yet be assessed,
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