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RESUMEN (en espafiol)

El planteamiento inicial de esta tesis doctoral surgié al observar que, a pesar de
compartir la asociacion con HLA-DQ2 o HLA-DQ8 existen, desde el punto de vista
clinico, fenotipos diferentes de enfermedad celiaca que se diferencian simplemente por
el desarrollo o no de ciertas manifestaciones clinicas. Sin descartar una posible
influencia del entorno, el desarrollo de un estudio con el fin de establecer si existe un
condicionamiento genético de estas diferencias, nos parecio especialmente relevante.

Por ese motivo nos planteamos inicialmente analizar si las diferentes formas de
herencia del heterodimero HLA-DQ2 en el seno de diferentes haplotipos HLA,
condicionaba de algun modo el desarrollo de estas diferentes formas de la enfermedad.
Nos encontramos que las formas heredadas en trans, es decir el heterodimero codificado
por HLA-DQA1*05:05 y DQB1*02:02 estaba mas asociado a las formas clasicas de la
enfermedad, es decir, aquellas con sintomatologia predominantemente digestiva.

A continuacion decidimos investigar si existian otros genes candidatos en la
region MHC que condicionen el desarrollo de las diferentes formas clinicas. Dentro de
los posibles genes candidatos, han cobrado especial importancia tanto por su situacion
en el genoma, como a su papel funcional en la respuesta inmune, los ligandos de
NKG2D, MICA y MICB. Estos ligandos y su receptor han sido implicados tanto en la
propia enfermedad celiaca como en el desarrollo de otras enfermedades autoinmunes,
por lo que decidimos investigar la posible implicacion de dichos genes. Nos
encontramos que el alelo transmembrana MICA A-5.1, que codifica para una proteina
truncada y posiblemente soluble, estaba asociado al desarrollo de formas atipicas

predominantemente extradigestivas de la enfermedad celiaca. En el caso de MICB




encontramos que el alelo asociado con estas formas de la enfermedad era MICB*01:06.
Ambas asociaciones resultaron ser independientes de HLA-DQ2. Estos resultados se
confirmaron en otra cohorte de pacientes y controles procedentes de los campamentos
saharauis en Tindouf (Argelia). Esta poblacion resulta especialmente interesante ya que
previamente se habia descrito que presenta la mayor prevalencia descrita de la
enfermedad celiaca.

Una vez que habiamos establecido la asociacion de genética de MICA y MICB
con las formas atipicas de la enfermedad celiaca, decidimos investigar si la expresion de
ambas moléculas, asi como de su receptor NKG2D y de la citocina IL15, principal
inductor de su expresion en la mucosa intestinal, estaban relacionadas con el desarrollo
de las diferentes formas clinicas. Nos encontramos que MICB y sobre todo MICA se
sobre-expresaba en la mucosa de los pacientes con dafio leve de la mucosa intestinal
(grados I, Il y Illa de Marsh) con respecto a los que presentaban dafio severo (grados
I11b y 1lIc) y con respecto a controles sanos. NKG2D sin embargo presentaba mayores
niveles de expresion en pacientes con dafio severo y la IL15 estaba incrementada en
ambos grupos de pacientes con respecto a los controles. Estos resultados sugieren que el
incremento de la expresion de MICA y MICB es un proceso inicial en el desarrollo de
la patogenia de la enfermedad celiaca, mientras que la expresion de IL15 se mantiene
elevada durante todas las fases de la enfermedad.

Una vez que nuestro trabajo y el de otros autores demostré que la proteina
MICA estd sobre-expresada en la mucosa de los pacientes con enfermedad celiaca,
especialmente en aquellos que presentan estadios iniciales de la lesion, decidimos
investigar si esto inducia la formacion de anticuerpos anti-MICA, que ya habian sido
descritos el LES de inicio juvenil y en el rechazo del trasplante de 6rganos sélidos. Nos
encontramos con que casi la mitad de los pacientes con enfermedad celiaca
desarrollaban anticuerpos anti-MICA con respecto al 3% detectado en un grupo de 200
controles sanos y al 8% detectado en un grupo de 428 pacientes con otras patologias
autoinmunes. Nos encontramos también que estos anticuerpos eran mas frecuentes en
un grupo de pacientes pediatricos (>15 afios). Ademas su aparicion se relacionaba con
el desarrollo de patologia autoinmune adicional, sobre todo diabetes mellitus tipo 1, en
ambos grupos de pacientes, aunque esta asociacion era especialmente relevante en los

ninos.
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RESUMEN (en Inglés)

The initial approach of this thesis arose from observations that, despite sharing
the association with HLA-DQ2 or HLA-DQ8, from a clinical point of view, there are
different phenotypes of celiac disease which differ in the development or not of some
clinical manifestations. Taking in account the possible influence of the environment, we
found particularly relevant the developing of a study to establish whether there is a
genetic conditioning of these clinical differences.

For this reason initially we investigate whether different forms of genetic
heredity of HLA-DQ2 heterodimer within different HLA haplotypes, somehow
conditioned the development of these different forms of the disease. We found that the
forms in trans such as the heterodimer encoded by HLA-DQA1*05:05 and
DQB1*02:02 was associated to classical forms of the disease, those forms with
predominantly gastrointestinal symptoms.

Then, we decided to investigate whether other candidate genes in the MHC
region influence in the progression of different clinical forms of celiac. Among the
candidate genes, NKG2D ligands MICA and MICB have become particularly important
both for its location in the genome, and its functional role in the immune response.
These ligands and their receptor have been implicated both in celiac disease itself and in
the development of other autoimmune diseases, so we decided to investigate the
possible influence of these genes in the clinical phenotype of celiac disease. We found
that MICA transmembrane allele A-5.1, which encodes a truncated and possibly soluble
protein, was associated with development of predominantly extradigestive atypical
celiac disease. For MICB we found that the allele MICB 01:06 was also associated with
these forms of the disease. Both associations were found to be independent of HLA-
DQ2. These results were confirmed in another cohort of patients and controls from the
Saharawi camps in Tindouf (Algeria). This population is particularly interesting as
previously described which has the highest reported prevalence of celiac disease in
world.

Once we had established the genetic association of MICA and MICB with
atypical forms of celiac disease, we decided to investigate whether the expression of
both molecules, its receptor NKG2D and IL15 cytokine, principal inducer of expression

for both in the intestinal mucosa, were related to the development of different clinical
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forms. We found that MICB and especially MICA is over-expressed in the mucosa of
patients with mild damage of the intestinal mucosa (grades I, Il and Illa of Marsh)
relative to those with severe damage (grade Il1b and Ilic) and with respect to healthy
controls. However, NKG2D showed higher expression levels in patients with severe
damage and IL15 was increased in both groups of patients with respect to healthy
controls. These results suggest that the increased expression of MICA and MICB is an
initial process in the development of the pathogenesis of celiac disease, whereas 1L15
expression remains elevated during all phases of the disease.

Our work and other studies from some authors demonstrated that MICA protein
is over-expressed in the mucosa of patients with celiac disease, especially in those with
early stages of the injury, we decided to investigate whether this induced the formation
of antibodies against MICA, which had already been described in juvenile-onset SLE
and in rejection of solid organ transplantation. We found that nearly half of patients
with celiac disease developed anti-MICA antibodies, comparing with the 3% detected in
a group of 200 healthy controls and 8% detected in a group of 428 patients with other
autoimmune diseases. We also found that these antibodies were more frequent in a
group of pediatric patients (> 15 years). Moreover, we also found that the presence of
these antibodies was related with the development of additional autoimmune diseases,
especially diabetes mellitus type 1, in both groups of patients, although this association

was especially important in children.

SR. DIRECTOR DE DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA FUNCIONAL
SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN BIOLOGIA
FUNCIONAL Y CLINICA
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ABREVIATURAS

ADCC: antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (Citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpo)
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HLA: Human Leukocyte Antigen (Antigeno leucocitario humano)

MICA: polipéptido relacionado con el MHC de clase | secuencia A

MICB: polipéptido relacionado con el MHC de clase | secuencia B

IFN: Interferdn

IL: Interleucina

ISG: Interferon stimulated genes (Genes estimulados por interferén)

KIR: Killer Immunoglobulin-like receptors

LG: Logic regresion (Regresion ldgica)



MDA: Melanoma Differentiation-Associated protein
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RIG: Retinoic acid-inducible gene

RNA: Acido ribonucleico

SSO: Sequence Specific Oligonucleotide (Oligonucledtido de secuencia especifica)
Taqg: Thermus aquaticus

TLR: Toll-like receptor
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Introduccion

La enfermedad celiaca, intolerancia al gluten o enteropatia sensible al gluten,
es una patologia en la cual la ingesta de cereales que contienen este grupo de

proteinas u otros similares (tabla 1) provoca un fenémeno de malabsorciéon de la

Cereales con Gluten o proteinas similares  Cereales sin gluten o proteinas similares

Trigo
Avena
Arroz
Centeno
Maiz
Cebada
Mijo

Tabla 1. Cereales que contienen gluten o similares y han de ser retirados de la dieta de los

pacientes con enfermedad celiaca. El arroz y el maiz son perfectamente tolerados.

practica totalidad de los nutrientes por destruccién de la mucosa de intestino delgado.

Las primeras descripciones clinicas de los fendmenos de intolerancia al gluten
las encontramos ya en los escritos de Areteo de Capadocia en el siglo Il a. de C. Sin
embargo, tenemos que esperar hasta bien entrado el siglo XIX para encontrarnos la
primera publicacion en la que ya se recogen, de forma moderna, las caracteristicas

clinicas de lo que se denominaba “afeccion celiaca”.

La enfermedad celiaca es una patologia que afecta exclusivamente al intestino
delgado, iniciandose la lesién en los primeros segmentos del duodeno, para
extenderse luego en sentido distal, a medida que avanza la enfermedad. Se caracteriza
clasicamente por la presencia de diarreas cronicas, distension abdominal, astenia y
desnutricién grave, aunque cada dia cobran mas importancia los procesos larvados u
oligosintomaticos, diagnosticados cada vez con mayor frecuencia en el curso de
estudios familiares o de grandes grupos poblacionales. Su tratamiento es tan simple

como complicado es llevarlo a cabo. Consiste en retirar totalmente y de manera
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Introduccion

permanente de la dieta, todos aquellos alimentos que contengan gluten, es decir, una
parte importante de los alimentos que constituyen la dieta basica en los paises
occidentales. El resultado de este tratamiento es la desaparicién en poco tiempo de la
diarrea y de todos los procesos relacionados con la malabsorcién generalizada de
nutrientes, sin que quede ningln tipo de secuela, salvo que la duracion excesiva de la
enfermedad haya propiciado la aparicién de alteraciones irreversibles derivadas de la

malnutricion.

Otra patologia caracteristica de la intolerancia al gluten es la dermatitis
herpetiforme, lesidn cutdnea asociada o no a afectacidon digestiva, que responde igual

gue esta a la dieta.

Existen ademas otras patologias que acompanan de forma minoritaria a la
condicidn de celiaco, y que se relacionan con una prolongada exposicion al gluten en
individuos no tratados. Muchas son enfermedades de tipo autoinmune, propiciadas
posiblemente por la estimulacidon continua del sistema inmune. En este grupo nos
encontramos con mayor frecuencia con diabetes mellitus insulinodependiente,
tiroiditis autoinmune, etc. Otras enfermedades estan relacionadas con la desnutricidn
prolongada, como son la insuficiencia adrenal, la esterilidad, alopecia, etc. Pero la
complicacién mas temible a largo plazo es el linfoma intestinal, proceso de evolucién
mortal, muy raro en los pacientes tratados, pero que puede aparecer hasta en un 10%
de los enfermos que mantienen el gluten en la dieta. La sospecha de que muchas de
estas complicaciones tardias, en especial el linfoma, puedan aparecer en las formas
larvadas de la enfermedad no tratadas, nos da una idea de la importancia que puede
tener el diagnodstico de estas, y de los notables beneficios que pueden obtener estos

pacientes de una dieta libre de gluten.

La enfermedad puede manifestarse a cualquier edad, desde el momento en el
gue se introduce el gluten en la dieta, pero lo mas habitual es que se inicie durante la
primera infancia. Se ha relacionado su apariciéon con la duracion de la lactancia

materna pero sobre todo con la introduccién precoz del gluten.
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Introduccion

1. EL GLUTEN Y LA ENFERMEDAD CELIACA

En 1950 una tesis doctoral de un desconocido investigador holandés llamado
Dicke’, revelaba que la causa de la enfermedad celiaca era la presencia de
determinados cereales en la dieta. Tres afios mas tarde, van der Kamer y el propio
Dicke descubrian que una proteina contenida en estos cereales, denominada gluten,

era el agente téxico en la enfermedad?.

El gluten es la fraccién proteica del trigo y los cereales relacionados. Puede ser
separado en gliadinas o prolaminas solubles en etanol y en gluteninas insolubles. Son
las primeras las causantes de la toxicidad sobre la mucosa intestinal, aunque recientes

estudios sugieren que las gluteninas también podrian dafarla. Comun a todas las

& 58

Gliadin Glutenin

Gluten (gliadin + glutenin)

©2011 by American Physiological Society

Figura 1. El Gluten es una estructura molecular compleja formada por
las proteinas Gliadina y Gluteina. La presencia de agua (con propiedades
polares) favorece su formacidn, mientras que la presencia de grasas (de

naturaleza apolar) actia en forma contraria.
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Introduccion

gliadinas del trigo, es su elevado contenido en glutamina y prolina, mientras que las
gliadinas del maiz y el arroz tienen bajo contenido de estos aminodcidos. Esta
particular composicién de aminodacidos les confiere la capacidad de estimular al
sistema inmune de una manera muy particular como veremos mas adelante. Las
gliadinas del trigo pueden ser separadas mediante electroforesis en cuatro fracciones
denominadas a, B, ® y €. Todas pueden tener capacidad toxica sobre la mucosa, pero

es posiblemente la fraccidén a-gliadina la mayor responsable de la enfermedad.

2. CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE LA ENFERMEDAD

La lesion afecta exclusivamente a la mucosa del intestino delgado(ID),
guedando preservadas las demds capas de este. La afectacion es mas pronunciada en
las zonas mas proximales, especialmente en duodeno, aunque puede acabar por
extenderse a la totalidad del ID. A simple vista podemos observar una mucosa mas lisa
de lo normal, lo que es reflejo de la atrofia vellositaria existente. Microscdpicamente,

nos encontramos con una combinacién de alteraciones epiteliales e infiltracién

Lesion de Marsh

tipo 0 Mucosa normal
Tipo 1 Lesidn infiltrativa caracterizada por el incremento de LIE*
Tino 2 Lesidn hiperplasica caracterizada por el incremento de LIE y la
P elongacién de las criptas.
Tipo 3 Lesion destructiva caracterizada por la atrofia vellositaria
Tipo 3a atrofia vellositaria parcial
Tipo 3b atrofia vellositaria subtotal
Tipo 3c atrofia vellositaria total
Tipo 4 Lesion hipoplasica, caracterizada por atrofia vellositaria total e

hipoplasia de las criptas.

Tabla 2. Tipos histoldgicos de la enfermedad celiaca. Clasificacion de Marsh
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Introduccion

inflamatoria. Fue Marsh en 1992 el primero en clasificar la evolucion histoldgica de la

enfermedad en tres fases®. En una primera fase, el nimero de linfocitos intraepiteliales

(IEL) aumenta de forma considerable, sin que aparezcan otros signos patolégicos en la

mucosa, seguido de la infiltracion linfocitaria de la Idmina propia. En la siguiente fase

aparecen ya las primeras alteraciones en las células del epitelio absotivo. Estas células

pierden su caracteristica forma cilindrica, adquiriendo un aspecto cubico. Los nucleos

se distribuyen al azar, en lugar de estar situados en la zona basal de la célula. El borde

en cepillo desaparece, y con él la superficie absortiva de la célula. La bateria de

Figura 1. Diferentes grados de dafio del intestino delgado
en pacientes con enfermedad celiaca: a) vellosidades
patolégico de linfocitos

normales; b) infiltrado

intraepiteliales (IEL) (tincion de CD3); c-d) atrofia
leve/moderada de las vellosidades y aumento patoldgico
de IEL; e-f) atrofia vellositaria total (en todos los casos, a la
izquierda tincidn con hematoxilina/eosina, a la derecha

tincion CD3). (Modificado de Volta et al 2011)

enzimas vy receptores

fundamentales para la
correcta absorcién de los
nutrientes, se reduce
considerablemente.  Para
intentar compensar esto se

produce una hipertrofia de

las criptas, caracterizada
por el intenso infiltrado
inflamatorio de  estas,

evidencidndose ademas un
notable incremento en el
numero de mitosis.
Finalmente, en una tercera
fase se  produce la
destruccion de las
vellosidades intestinales, lo
gue se traduce en el clasico
aspecto liso y brillante de la

mucosa.

Es caracteristico de
la enfermedad el hecho de

que tras la retirada del
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Introduccion

gluten de la dieta, la mucosa recupera la normalidad sin que queden secuelas de
ningun tipo. De igual manera, si nuevamente lo reintroducimos, las lesiones aparecen
de nuevo. No existe sin embargo una clara relacién lineal entre las manifestaciones
clinicas de la enfermedad y el grado de lesién histoldgica objetivado mediante la
realizacion de una biopsia. Es importante resaltar que los pacientes con las cldsicas
manifestaciones de la enfermedad y claros sintomas de desnutricién, presentan
necesariamente lesiones en la fase 3 de Marsh. Sin embargo, enfermos celiacos con
formas larvadas u oligosintomaticas de la enfermedad, presentan también en algunos
casos, lesiones en estado avanzado. Esto podria ser debido a que la biopsia intestinal
suele limitarse a las primeras porciones del intestino delgado, por lo que es incapaz de

reflejar la extensién real de la enfermedad.
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3. GENETICA DE LA ENFERMEDAD CELIACA

3.1. EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD

Fue en 1972 y de forma totalmente independiente, cuando dos grupos
demostraron la asociacién entre el antigeno HL-A8 (HLA-B8) y la enteropatia sensible
al gluten®>. Poco tiempo después se demostré la asociacién ain mas marcada con
Dw3°® (HLA-DR3). Fue el punto de partida para numerosisimos estudios que han
convertido a la celiaca en una de las asociaciones entre HLA y enfermedad mejor
conocidas. En la actualidad se sabe que aquellos primeros descubrimientos eran reflejo
de la asociacién real con HLA-DQ2, cuya implicacion patogénica esta hoy ampliamente
demostrada. Antes de entrar en detalle sobre estos mecanismos, repasaremos las

caracteristicas mas relevantes del Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

A mediados de los afios 40, George Snell en colaboracion con Peter Gorer
identificaron en ratones, un locus importante en el rechazo de transplantes alogénicos,
al que denominaron H-2 (histocompatibility-2). Dedujeron que existia en realidad un
complejo sistema de genes estrechamente ligados, con diversos alelos en cada locus
relacionados todos ellos con los fendmenos de histocompatibilidad. En los afios 50
Jean Dausset, un investigador francés que afios mdas tarde recibiria como Snell el
premio Nobel, encontré en la sangre de receptores de transfusiones, anticuerpos
frente a antigenos de leucocitos a los que denominé Human Leukocyte Antigens (HLA),
nombre poco afortunado si se tiene en cuenta lo que se conoce sobre ellos en la
actualidad, demostrando ademas su analogia con el complejo H-2 del ratéon. En 1965 el
propio Dausset y sus colaboradores, describieron un sistema de al menos 10 antigenos
humanos codificados en un complejo de genes, cada uno con varios alelos antigénicos.
Sin embargo a muchos investigadores les parecié imposible que un sistema tan
complejo de genes y proteinas tuviese como Unica finalidad intervenir en situaciones
no fisiolégicas como el transplante de érganos o la transfusién de sangre. Fue otro
premio Nobel Baruj Benacerraf y sus colaboradores quienes utilizando antigenos
simples y polipéptidos sintéticos, demostraron que la capacidad de un animal de
responder a estimulos antigénicos estaba controlada por genes especificos, que

denominaron Ir (Immune response), situados en lo que hoy se conoce como Complejo
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Principal de Histocompatibilidad o MHC (del inglés: Major Histocompatiblity Complex).
En los afos 70 Zinkernagel y Doherty demostraron que los linfocitos T solo eran
capaces de reconocer antigenos cuando las células que se los presentaban expresaban
los mismos genes MHC que ellos mismos, y poco después se puso de manifiesto que
las moléculas HLA eran las encargadas de presentar antigenos a estas células T en

forma de pequefios péptidos.

3.2.ESTRUCTURA DE LAS MOLECULAS HLA

Como vya habiamos apuntado anteriormente, las proteinas HLA son
glicoproteinas de la membrana plasmatica, formadas por dos cadenas polipeptidicas.
Existen dos tipos distintos de moléculas denominadas HLA de clase | y HLA de clase I,
que se distinguen por su estructura, su funcién y por su distribucion tisular. Fue en
1987 cuando los trabajos de Bjorkman y sus colaboradores permitieron conocer la
estructura cristalina de una proteina de clase | (Figura 2). Estas moléculas son
extracelulares (o, oy o3), una regidn transmembrana y una cola intracitoplasmatica,
y una cadena ligera denominada ; microglobulina, unida a la anterior de forma no
covalente. Entre los dominios a1y o, de la cadena pesada se forma una depresiéon
alargada constituida por dos hélices a, una perteneciente a cada dominio, en la que se
acomodan los péptidos antigénicos que esta molécula es capaz de presentar a los
linfocitos T. Esta hendidura esta dividida en seis pequefias cavidades denominadas
“pockets” que se nombran con las letras A a F, cada una de las cuales es capaz de
alojar cadenas laterales de algunos de los residuos que forman el péptido presentado.
Los residuos 2 y 9, que se situan respectivamente en los “pockets” B y F, interaccionan
de manera mas intensa con los residuos de la molécula de clase | que forman estas
cavidades. Se les denomina por ello “residuos de anclaje”, y restringen en gran manera
el rango de péptidos que es capaz de presentar cada molécula. Los residuos 1y 9 estan
anclados también a la molécula de clase | por sus extremos amino y carboxilo terminal.
El resto del péptido se encuentra mas libre en el interior de la hendidura, lo que
permite que sea reconocido con mayor facilidad por el TCR. Las moléculas HLA de clase

| son capaces de unir péptidos formados por 8 a 12 residuos, aunque el numero
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habitual es de nueve. Los dominios al y a2 presentan como caracteristica
fundamental, un elevado grado de polimorfismo, de gran importancia como veremos
mas adelante. El dominio a3 es sin embargo una region monomérfica, pero en el se
encuentra el lugar que sirve de anclaje para la molécula CD8 de los linfocitos T. Es pues
también de gran importancia, ya que sin este reconocimiento la interaccion entre el
TCR y la molécula HLA seria imposible. La cadena B2 microglobulina es también

monomorfica.

Dominio o,
»

9  Peéptido

7
>4 | "5.'"._ Dominio «,
‘ Y

\ .

& N

Region
polimérfica

Péptido

Dominio o,
Dominio «,

Zona de
interaccion
con CDB | [i. microglobulina
{3, microglobulina Dominio «,

Dominio
intracitoplasmatico

Figura 2. A. Representacion tridimensional de una molécula HLA de clase I. En ella podemos
distinguir la cadena pesada a, coloreada en azul, y la cadena ligera B (B, microglobulina) en
amarillo. B. Hendidura formada por los dominios a; y a; en la que se muestra un péptido
antigénico encajado ella. C. Representacidén esquemadtica de la molécula en la que se destacan
los diferentes dominios que la conforman.
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o Péptido
ominio f3,
b Dominio o

Regidn
polimérfica

C Péplido
Dominio |
Zonade | \
interaccion | |
conCD4 | y
" Dominio o.

Dominio B, .’l‘ﬁl‘a

Dominio «,

Dominio f3,

Dominios
intracitoplasmaticos

Figura 3. A. Representacion tridimensional de una molécula HLA de clase Il. En ella podemos
distinguir la cadena a, coloreada en gris, y la cadena 3 en amarillo. B. Hendidura formada por los
dominios o, y 31 en la que se muestra un péptido antigénico encajado ella. C. Representacion
esquemdtica de la molécula en la que se destacan los diferentes dominios que la conforman.

Las moléculas HLA de clase Il son heterodimeros (Figura 3) formados por dos
cadenas polipeptidicas (a0 y B) unidas de forma no covalente, cada una de las cuales
presenta dos dominios extracelulares, una regién transmembrana y una cola
citoplasmatica. Entre los dominios a1l y B1 existe también una hendidura para la unién
de péptidos (figura 3B). Esta hendidura es semejante, aunque de mayor amplitud que

la de clase | y puede alojar péptidos de mayor tamafio.

A diferencia de clase | los péptidos no estdn anclados en los extremos, y son las
cadenas laterales de los residuos 1, 4, 6 y 9, las que interaccionan con los residuos
variables que forman los “pockets” de la molécula de clase Il. La hendidura de unién de
estas moléculas es mucho mas permisiva a la hora de admitir distintos péptidos, por lo
gue resulta mucho mas complicado definir residuos de anclaje y predecir que péptidos

va a unir determinada molécula de clase Il. Debido al hecho de que los péptidos no se
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encuentran anclados en sus extremos, estos pueden sobresalir fuera de la hendidura
de unidén, no habiendo limite superior en cuanto a su tamafo. Sin embargo, parece ser
gue cuando estos son muy grandes actuan determinadas peptidasas que los recortan
hasta un tamafio de entre 13 y 17 aminoacidos. El dominio 2 presenta el sitio de
union para el correceptor CD4 de los linfocitos T. Tanto este como el dominio a2 son
monomorficos. Es necesario destacar como hecho curioso y de funcionalidad
desconocida, que la cadena o de la molécula HLA-DR es también monombérfica, a

diferencia de la equivalente en otras moléculas de clase II.

3.3.0RGANIZACION GENICA DEL MHC

Los grandes avances de la genética molecular en los ultimos anos, han
permitido conocer de una manera muy precisa, la localizacion de los genes que
codifican para estas proteinas. Hoy se sabe que se encuentran en una pequefia zona
del genoma, que en la especie humana abarca unos 4 millones de nucleétidos, situada
en el brazo corto del cromosoma 6. Esta regidn, en la que existen entre 100 y 200 loci
relacionados en su mayor parte con la regulacién de la respuesta inmune, se

denomina, como vimos antes, Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC).

En el MHC se reconocen tres regiones distintas. La regién mas telomérica se
denomina MHC de clase |, y en ella se encuentran tres genes principales, HLA-A, By C,
que codifican para las cadenas pesadas de las moléculas de clase I. Esto implica que,
cada célula expresa tres tipos distintos proteinas HLA de clase | (A, B y C), cada una de
las cuales es codificada por su gen correspondiente. Estas moléculas de clase | se
expresan en mayor o menor cantidad en todas las células nucleadas del organismo.
Existen ademads en esta regién del genoma otros genes que codifican para proteinas de
estructura similar a las anteriores, pero con funciones y distribucidn tisular diferente,

gue se denominan moléculas HLA “no cldsicas”, de las que hablaremos mas adelante.
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MHC
- |
Clase ll Clase lll Clase |
DP DN DM LMPITAP DO DQ DR B c E A G F

B1 A A A B B B1 A1 BT B A

Figura 4. Mapa genético simplificado del MHC humano.

A la regién mas centromérica se la conoce como MHC de clase Il. Existen en
ella 6 genes principales denominados DRA1, DRB1, DQA1, DQB1, DPA1 y DPB1 que
codifican para las cadenas a (A) y B (B) de las moléculas de clase Il. Aqui sucede lo
mismo que con las moléculas de clase |, ya que también hay 3 variantes distintas
denominadas HLA-DR, -DQ y —DP que se expresan conjuntamente en la superficie
celular, aunque, a diferencia de las anteriores, su expresiéon estd limitada a
determinados tipos: linfocitos B, células presentadoras de antigenos y linfocitos T
activados. Hay ademas, en algunos casos un segundo gen para la cadena  de HLA-DR

con tres variantes posibles conocidas como DRB3, DRB4 y DRBS.

Entre las dos regiones ya expuestas se encuentra el MHC de clase lll. Esta zona
incluye una amalgama de genes que codifican para proteinas con funciones muy
diversas, la mayoria de las cuales presentan importantes funciones inmunolégicas.
Aqui se encuentran los genes de algunos factores del Complemento, de varios

mediadores de los procesos inflamatorios, etc.

Una caracteristica fundamental de la organizacién génica del MHC es el bajo
grado de recombinacién que existe entre los genes que lo forman. Entre los loci de Ia
region de clase | la posibilidad de recombinacion es menor del 1%, y aun entre esta
region y los distantes genes de clase Il el grado de recombinacidn no supera el 3%. Esto
hace que los genes del MHC se transmitan normalmente ligados, formando bloques
denominados haplotipos. Asi pues, cada individuo hereda un haplotipo MHC de sus

progenitores.
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3.4.POLIMORFISMO DEL MHC

Como ya comentamos en el apartado anterior, cada célula expresa tres tipos
distintos de moléculas de clase | que se denominan HLA-A, HLA-B y HLA-C. Del mismo
modo, limitandose en este caso a los tipos celulares que son capaces de expresarlas,
existen también tres tipos de moléculas de clase Il conocidas como HLA-DR, HLA-DQ y
HLA-DP. Esta notable variedad de moléculas HLA, cada una de las cuales es capaz de
presentar distintos péptidos a los linfocitos T, limita mucho la capacidad de los
patégenos de evadir la respuesta inmune, ya que permite reconocer con mayor

facilidad lo que es extrafio, para poder eliminarlo con mayor eficacia.

Anade todavia mayor eficacia el hecho de que los genes MHC son
enormemente polimodrficos, lo que quiere decir que existen muchos alelos de cada
gen. Este polimorfismo se localiza, como ya habiamos comentado antes, en los
dominios que conforman la hendidura de unidén de la molécula, afectando de manera
notable al repertorio de péptidos que es capaz de unir la proteina codificada por cada
alelo. Se ha estimado que, por ejemplo una molécula HLA de clase | es capaz de
presentar un repertorio de péptidos que oscila entre 2000 y 10000, existiendo ademads

notables diferencias entre los distintos alelos.

3.5.MOLECULAS HLA NO CLASICAS

Dentro de la region MHC existen ademas de los genes que codifican para las
moléculas HLA clasicas, otros genes que codifican para otras proteinas de estructura
similar, pero con funciones y patrones de expresion tisular muy distintos.
Caracteristicamente suelen ser poco o nada polimérficas A estas moléculas se las

conoce como “no clasicas”. (Tabla 3)
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Distribucion tisular Funcion Polimorfismo
HLA-G Trofoblasto velloso Tolerancia materno-fetal No
HLA-E Distintos tipos celulares Regulacion de la actividad NK No
HLA-F Desconocida Desconocida No
o A . Cooperacion con el receptor de

Epitelio absortivo intestinal, . .,
HFE , la transferrina en la absorcion de No

macrofagos, etc. Fe

Tabla 3. Moléculas HLA no clasicas.

Figura 5. Representaciéon tridimensional de una

molécula MIC.
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Figura 6. Distribucion del polimorfismo en una molécula HLA de clase | clasica

(izquierda) y MICA.

semejante a clase |, (Figura 5) con tres dominios extracelulares, otro transmembrana y
un cuarto dominio intracitoplasmdtico. Entre los dominios oy y o, presenta una
hendidura de uniéon semejante a la de las moléculas clasicas pero incapaz de unir
péptidos, por lo que se ha especulado con la posibilidad de que su ligando lo
constituyan cadenas de lipidos, polisacdridos o incluso polinucleétidos. Son pues
capaces de expresarse en membrana en ausencia de un ligando petidico. También se
diferencian de las moléculas cldsicas en que no unen covalentemente J3,

microglobulina.

Tienen un patrdn de expresion restringido a células epiteliales, especialmente
en la mucosa digestiva®, y fibroblastos. Tanto MICA como MICB presentan en la region
promotora elementos funcionales semejantes a los de proteinas de choque térmico.
Esto se traduce en le posibilidad de que sean proteinas de estrés celular, y de hecho
varios experimentos demuestran un incremento de los niveles de mRNA de MICA en

lineas celulares epiteliales (HelLa) sometidas a un shock térmico8.

Anteriormente habiamos comentado que una caracteristica diferenciadora de
las moléculas HLA no cldsicas era su escaso polimorfismo. MICA y MICB son la
excepcion, ya que su nivel de variabilidad es incluso similar al de algunos genes HLA
clasicos9. Sin embargo la distribucidn de este polimorfismo es muy diferente a la de

clase | (figura 6). No afecta a la hendidura de unidén, dando la sensacién de que la
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Figura 7. Polimorfismo en la region transmembrana del gen MICA. Se han
descrito cuatro alelos segun el nUmero de repeticiones del triplete CGT (alelos
A4, A5, A6 y A9) y una forma con 5 repeticiones mds una insercion de un

nucledtido (GCGT) (alelo 5.1).

distribucién de este en los tres dominios extracelulares se debe al azar, lo que hace
muy dificil intuir su posible funcionalidad. MICA presenta ademds en su region
transmembrana un microsatélite constituido por 4, 5, 6 o 9 repeticiones del triplete
CGT (alelos A4, A5, A6 y A9) y una forma de 5 repeticiones mds una insercion de un
nucleétido (GCGT)10. Esta insercién condiciona una interrupcion en la transcripcion
que daria lugar a una forma truncada de la proteina, posiblemente soluble, que se

conoce como alelo A5.1 (figura 7).

La funcién bioldgica de las proteinas MIC es, por el momento, desconocida. Como
ya habiamos apuntado es muy probable que tenga un papel relacionado con el estrés
celular de diverso origen: infeccioso, transformacién neopldsica, téxico, etc. Hace ya
algunos afios se demostré que MICA y MICB eran ligandos para linfocitos con
TCRyd que expresa la cadena V5111 aunque no se conoce realmente cual puede ser el
papel de su reconocimiento por estas células. Estos linfocitos son especialmente
frecuentes en la mucosa del tubo digestivo y forman la mayor parte de los linfocitos
intraepiteliales infiltrantes en la enfermedad celiaca. Mas recientemente se ha
demostrado que MICA y MICB son ligandos del receptor activador NKG2D, que en

humanos se expresa en la superficie de los linfocitos T CD8+ y de las células NK.
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3.6.ASOCIACION DE LOS GENES HLA Y LA ENFERMEDAD CELIACA

Como se ha mencionado anteriormente, la region HLA es el locus de susceptibilidad
mas importante en la EC y explica alrededor del 50% de la heredabilidad de la enfermedad. La
asociacién de HLA-DQ2 con la enfermedad es la mas fuerte y asi, alrededor del 90% de los
pacientes celiacos presentan al menos una copia del heterodimero HLA-DQ2.5 (formado por la
combinacion de los alelos DQA1*05 y DQB1*02, encargados de codificar las cadenas a y B del
heterodimero, respectivamente). Por otro lado, un 20-30% de la poblacidn no celiaca también
es portadora del heterodimero de riesgo, lo que demuestra que, aln siendo el factor genético
mas importante, HLA-DQ2 es por si solo insuficiente para desarrollar la enfermedad. La gran
mayoria de los enfermos celiacos que no son portadores de HLA-DQ2 lo son del heterodimero
HLA-DQS, codificado por los alelos DQA1*03 y DQB1*03:02. Una proporcidn muy pequefia de
pacientes son negativos tanto para DQ2 como para DQ8, pero se ha observado que en la
mayoria de los casos estos individuos presentan al menos uno de los dos alelos que codifican

para la molécula HLA-DQ2, es decir, DQA1*05 o DQB1*02.

Las heterodimeros de susceptibilidad HLA-DQ2 y HLA-DQ8, estan en desequilibrio de
ligamiento con los alelos HLA-DRB1*03 y HLA-DRB1*04, respectivamente. Por ello, al referirse
a estas variantes de riesgo, se habla de los haplotipos DR3-DQ2 y DR4-DQ8. Los haplotipos
gue codifcan el heterodimero de riesgo HLA-DQ2.5 se han asociado con la enfermedad en la
mayoria de las poblaciones. En algunos haplotipos, como el DR3-DQ2, ambos alelos del
heterodimero HLA-DQ2.5 (DQA1*05:01 and DQB1*02:01) se encuentran en el mismo
cromosoma y estan codificados en cis. En los individuos heterocigotos para los haplotipos
DR11-DQ7 y DR7-DQ2, las dos moléculas se codifican en cromosomas diferentes, es decir, en
trans (Figura X). Las diferencias entre ambos heterodimeros HLA-DQ2.5 afectan a un
aminodcido del péptido sefial de la cadena DQal (DQA1*05:01 vs. DQA1*05:05) y otro residuo
situado en la regién transmembrana de la cadena DQB1 (DQB1*02:01 vs. DQB1*02:02) y no

parece tener consecuencias funcionales, por lo que se les atribuye un riesgo similar.

3.7.0TROS GENES NO HLA Y LA ENFERMEDAD CELIACA

Tal y como ya hemos mencionado, los heterodimeros de susceptibilidad HLA-

DQ2 o HLA-DQS8 son condicidn necesaria pero no suficiente para el desarrollo de la
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enfermedad, ya que su efecto estimado sobre el riesgo es tan sdlo del 36-53%. Existen
multitud de genes no HLA que contribuyen a la enfermedad celiaca; sin embargo, el
aporte de cada uno de ellos al desarrollo de la enfermedad es en realidad muy
modesto. Debido al pequefio tamafio del efecto y la heterogeneidad genética entre
poblaciones, la busqueda de genes no-HLA que predisponen a la enfermedad celiaca
ha sido una tarea realmente compleja. Sin embargo, este proceso se ha visto facilitado
por la reciente aplicacién de estudios de asociacion de genoma completo (genome-
wide association studies GWAS), un enfoque libre de hipdtesis mediante el cual se
puede probar la posible asociacién con la enfermedad de miles de polimorfismos de

nucledtido unico (single nucleotide polimorfism SNP) distribuidos a través de todo el

genoma.
Loci Cromosoma Region Genes
CELIAC1 6 6p21 HLA-DQ
CELIAC2 5 5g31-33 Varios
CELIAC3 2 2933 CTLA4
CELIAC4 19 19p3 MYO9XB
OTROS 4 4927 IL2, IL21
3 3p21 CCR
12 12q24 SH2B3
2 2q12 ILL8RAP

Tabla 1.4. Lista provisional de loci genéticos descritos que predisponen al

desarrollo de la enfermedad celiaca.
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Una lista provisional de loci que predisponen a la enfermedad celiaca incluye
CELIAC1 en el cromosoma 6 (HLA-DQ2 y HLA-DQS8), CELIAC2 en el cromosoma 5¢31-33,
CELIAC3 en el cromosoma 2933 (que contiene los genes reguladores de linfocitos T
CD28, CTLA4, e ICOS), y CELIAC4 en el cromosoma 19p13.1 (en el que se encuentra el
gen de la miosina IXB, MYO9XB) (Tabla 1.4).

MYQO9B codifica una molécula de miosina no convencional que parece tener un
papel en la remodelacién de la actina de los enterocitos. Se ha planteado la hipétesis
de que esta variante genética podria estar asociada a un deterioro de la barrera
intestinal, lo que podria permitir el paso de los péptidos inmunogénicos de gluten
capaces de desarrollar la enfermedad. Aunque la asociacion con MYO9XB no se ha
replicado en algunas poblaciones europeas, ha sido un hallazgo especialmente
interesante ya que algunas variantes genéticas de MYO9B predisponen también a la
enfermedad inflamatoria intestinal. Estos datos implican que es muy probable que
ambas patologias intestinales compartan mecanismos etiolégicos subyacentes. Se
encontrd también una variante genética de MYO9B asociada con el lupus eritematoso
sistémico y con la artritis reumatoide, lo que sugiere que MYO9B es un factor de riesgo
general para la autoinmunidad. Por otra parte, se ha encontrado en pacientes
holandeses una asociacion con los genes Pard3 y MAGI2, en enfermedad celiaca y en
colitis ulcerosa, sugiriendo de nuevo un defecto comun de la barrera intestinal en estas

dos patologias.

El primer GWAS en una gran cohorte de pacientes y controles se realizo en el
Reino Unido En este estudio se identificaron variantes de riesgo para la enfermedad
celiaca en la regidn 4927, en la que se encuentran los genes que codifican parala L2 y
la IL21. La IL-2, secretada de forma autocrina por las células T estimuladas por el
antigeno, es una citocina clave para la activacién y la proliferacién de las células T. Otra
citocina derivada de las células T, la IL-21, incrementa la proliferacién de linfocitos B, T,
y de las células natural killer, ademas de la produccién de IFN-y. Ambas citocinas estan
implicadas en la patogenia de otras enfermedades autoinmunes como la diabetes
mellitus tipo 1 y la artritis reumatoide, lo que sugiere que la regién 4927 podria

representar un locus de riesgo para las enfermedades autoinmunes en general.
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En otro estudio posterior en muestras procedentes de tres colecciones
europeas independientes de pacientes con enfermedad celiaca, se identificaron siete
regiones previamente desconocidas que contribuyen de manera significativa con
respecto al riesgo de desarrollar la enfermedad. Estas siete regiones, junto con IL2-
IL21, explican el 3-4% de la heredabilidad de la enfermedad celiaca. Seis de estas siete
regiones contienen genes que controlan la respuesta inmune albergado, por ejemplo
genes relacionados con la sefializacion de leucocitos en respuesta a la IL-18 o con la
produccion de IFN-y. Junto con otros estudios mas recientes, estos hallazgos sugieren
posibles mecanismos patogénicos comunes entre la enfermedad celiaca y la diabetes
tipo 1, relacionados con la region SH2B3 y la regidon 3p21, asi como entre la celiacay la

enfermedad de Crohn en relacidén con la region IL18RAP.

En resumen, parece claro que la predisposicion genética a la enfermedad
celiaca depende de un gen con un gran efecto (HLA-DQ2 / DQ8) sobre la respuesta
inmune adaptativa a péptidos derivados del gluten y muchos otros genes que influyen
sobre diferentes aspectos de la respuesta inmune innata y adaptativa, sobre la

permeabilidad intestinal, y sobre la predisposicion general a la autoinmunidad.
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4. PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD CELIACA.

4.1.EL PROCESAMIENTO Y LA PRESENTACION DE ANTIGENOS

Como ya hemos expuesto en apartados anteriores la misién de las moléculas HLA
es presentar pequenos péptidos antigénicos a los linfocitos T (Figura 8). Todo el
proceso que acontece desde que las distintas cadenas polipetidicas que forman estas
moléculas, son sintetizadas en los ribosomas a partir del RNA mensajero, hasta que ya
ubicadas en la superficie celular con un péptido unido a su hendidura, interaccionan
con el TCR de los linfocitos T, es verdaderamente complejo. Existen rutas de
procesamiento distintas para las moléculas de clase | y Il, llegando ambas al mismo
término, con la expresién de la molécula en la membrana celular. Es importante

resaltar el hecho de que estas moléculas no pueden expresarse si antes no ha unido un

EEEEREDERR
w L S L L v P E Vv

HLA-A*0201
L L E G v P v Y vV
R v K E v v K
HLA-B*27
I K E | Vv

Péptido

-~ AEE BE &

Figura 8. Hendidura de unidén de péptidos de las moléculas HLA de clase

I. En la figura estan representados los diferentes “pockets” a los que se

anclan ciertos residuos del péptido antigénico.
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Figura 9. Representacion esquematica del procesamiento antigénico de las moléculas HLA

4

de clase I.

péptido.

El mecanismo de procesamiento antigénico para las moléculas de clase | se inicia

cuando una cadena pesada recién sintetizada se une dentro del reticulo
endoplasmatico a una proteina unida a membrana Ilamada calnexina. Esta proteina
hace que la cadena pesada permanezca parcialmente plegada, lo que permite su unién
a la B, microglobulina, formandose de este modo el heterodimero caracteristico una
vez que se disocia de este la calnexina. Dos nuevas proteinas, la calreticulina y la
tapasina, se unen a este complejo recién formado asocidndolo a una complejo protéico
transmembranal denominado TAP (Transporter associated with antigen procesing).
Esta estructura esta formada por dos subunidades distintas (TAP-1 y TAP-2) codificadas
por genes situados en la regién MHC de clase Il. Es la encargada de introducir en el
reticulo endoplasmatico, péptidos generados en el citoplasma a partir de proteinas
codificadas por los propios genes de la célula por un gran complejo enzimatico,

denominado proteasoma, formado por varias proteinas algunas de las cuales, LPM2 y
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LPM7, estan también codificadas por genes que se encuentran en la regién de clase Il.
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Figura 10. Representacion esquematica del procesamiento antigénico de las moléculas

HLA de clase Il.

Estos péptidos, formados por 8-12 residuos (habitualmente son 9) se introducen en la
hendidura de la molécula de clase I, desligdndose esta del complejo proteico al que
estaba unida. La cadena pesada termina de plegarse, y el heterodimero con el péptido
unido sale del reticulo endoplasmatico y a través de las vias de secrecion habituales

llega a la superficie de la célula.

La ruta de procesamiento antigénico para las moléculas de clase Il, se inicia
también en el reticulo endoplasmatico, cuando una cadena a y otra [ recién
sintetizadas se unen para formar una molécula de clase Il. Un nimero minimo de estas
moléculas son capaces de unir péptidos presentes en el interior del reticulo
endoplasmatico, por lo que pasan directamente al aparato de Golgi y salen a la
membrana a través de la ruta de secrecidn clasica por exocitosis. Sin embargo, la
mayor parte de ellas se asocian en el interior del reticulo endoplasmatico a otra

proteina no polimodrfica llamada cadena invariante, que actua bloqueando las
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presentes en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi. Esta proteina impide
también que el heterodimero de clase Il salga de la célula por exocitosis, y la obliga a
entrar en una via endocitdtica. Como se deduce de lo dicho en parrafos anteriores,
todo este proceso tiene lugar exclusivamente en determinados tipos celulares. En el
caso de las células presentadoras de antigenos, estas son capaces de internalizar
patégenos por mecanismos de endocitosis. Estos patdgenos son degradados en el
interior de vesiculas de endocitosis denominadas endosomas. Otras vesiculas
desprendidas del aparato de Golgi conteniendo moléculas de clase Il unidas a cadenas
invariantes, que poco a poco va siendo degradada por el ambiente acido existente en
el interior, se unen a estos endosomas formando lo que se denomina compartimento
de carga de péptidos. Ya dentro de este compartimento solo persiste un pequefio
fragmento de la cadena invariante, denominado “clip” que ocupa la hendidura de
union del péptido. Este “clip” es desplazado por la accion de una proteina
heterodimérica, formada por una cadena o y otraf3, denominada HLA-DM. Codificada
por dos genes situados en la regién de clase Il, llamados HLA-DMA y —DMB, presenta
una estructura semejante a las moléculas de clase Il, aunque no se expresa en
membrana y es incapaz de unir péptidos. Con la hendidura de unién libre de los
ultimos restos de la cadena invariante, la molécula de clase Il ya puede unir péptidos
derivados del patégeno que han ido formandose a partir de la degradacion de las
proteinas de este en el ambiente con alta actividad proteolitica del endosoma.
Finalmente, la molécula de clase Il con el péptido antigénico unido, se expresa en la

membrana celular, lista para realizar su funcién presentadora.

4.2.INTERACCION ENTRE HLA Y TCR. ACTIVACION DE LOS LINFOCITOS T.

¢Como reconocen los linfocitos T estos pequefios péptidos presentados por las
moléculas HLA? La estructura de membrana encargada de este reconocimiento es lo
gue conocemos como receptor de células T o TCR (del inglés: T cell receptor). En
concreto, HLA de clase | que, como veiamos, une péptidos derivados de proteinas de la
propia célula, interacciona con el TCR de linfocitos T CD8+, también conocidos como

citotoxicos o efectores. Estos linfocitos son capaces de este modo, de reconocer

36




Introduccion

células infectadas por virus o células neoplasicas con proteinas anormales, extrafias
para el sistema inmune. La consecuencia de este reconocimiento es la destruccion de

estas células diana.

HLA de clase Il, que a diferencia de las anteriores une péptidos derivados de
patdgenos, interacciona con el TCR de las células T CD4+. La misidon de estos linfocitos
no es lisar células infectadas o anormales, sino regular la funcion de los otros tipos

celulares que intervienen en la respuesta inmune.

Linfocito T cooperador
CD43 CD11a CD11a CD45R0 CD28 CD4-TCR CcD28 Cbh2z CD5 CcD2 CD28  CD40L
cD18 cD18 CD4ad
o ™~ )
| 6 o6 i 1 b : | | ¢ L
TR
- v L—Jh 4 "=
RN LA W AZSERNE
Ao, P } ) !
M cr \_ - ~
| | I | s \T | I
CD54 CD54 cD102 cb2z2 CDB6  MHCdeclasel CD80 CD58 CD72 CD59  CD106 CD40

Célula presentadora de antigenos

Figura 11. Interacién del complejo CD4-TCR con HLA de clase Il y de otras

moléculas coestimuladoras de linfocitos T CD4+.

La interaccion entre la célula T y la célula presentadora de antigenos (APC o
Antigen procesing cell) es un fendmeno complejo en el que intervienen varias
proteinas de membrana que interaccionan entre si (figura 11). Las proteinas LFA-1
(CD11a-CD18), CD2, ICAM-1 (CD54) y LFA-3 (CD58) por un lado, son moléculas de
adhesién que permiten y hacen estable la interaccién entre ambas células. El complejo
TCR-CD3 vy el correceptor CD4 interaccionan con las moléculas presentadoras de
antigenos y dan lugar a la sefal principal de activacion. La afinidad del TCR por un
determinado antigeno constituye la base de la especificidad de esta activacién, aunque
en circunstancias excepcionales puede producirse una activacién inespecifica. Es el
caso de determinadas moléculas denominadas mitégenos, o el de los superantigenos

bacterianos o viricos. En la superficie del linfocito T CD4 existe otra molécula
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Figura 12. Activacion de linfocitos CD4 y CD8 naive. Es necesaria la expresion
de moléculas coestimuladoras para que se produzca la activacién de estas
células. Su ausencia en CD4 memoria produce anergia, mientras que no afecta

a la capacidad citolitica de las CD8 memoria.

denominada CD28, capaz de reconocer dos proteinas presentes en la membrana de la
célula presentadora de antigenos llamadas B7.1 (CD80) y B7.2 (CD86). Esta interaccién
induce una sefal secundaria de activacion, que resulta imprescindible, ya que su
ausencia provoca una situacion especial de arreactividad en la que el linfocito CD4 es
capaz de reconocer el antigeno pero incapaz de activarse. A esta situacidn especial se
la conoce como anergia (Figura 12).

Existen otras muchas moléculas de superficie que intervienen en esta
interaccion. Su funcién en la activacién celular resulta en algunos casos irrelevante y
en otros muchos es poco conocida.

Una vez inducidas estas sefales activadoras, se inician diversas cascadas de

transduccidn de seiales que tienen como finalidad hacer saber a nucleo del linfocito
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gue se ha reconocido un antigeno. La reaccidén de este no se hace esperar y comienza a
transcribir diversos genes que codifican las proteinas necesarias para que el linfocito T
prolifere y lleve a cabo sus funciones. Los linfocitos citotéxicos produciran las
perforinas necesarias para destruir células tumorales o infectadas, mientras que los
Helper centrardn su produccién en las citocinas que precisan para realizar sus

funciones reguladoras.

4.3.LOS LINFOCITOS T EN LA ENFERMEDAD CELIACA.

Las células responsables de desencadenar la respuesta inmune de tipo
especifico son los linfocitos. Existen dos poblaciones principales de linfocitos, las
células B y las células T. Ambas tienen como caracteristica mas relevante su capacidad
de reconocer antigenos de forma especifica, mediante receptores de membrana

altamente especializados.

Las células B se diferencian durante la vida fetal en el higado, para luego
hacerlo en la médula ésea. Su principal funcién es la de producir inmunoglobulinas o

anticuerpos, proteinas especializas en reconocer y facilitar la eliminacién de antigenos.

Las células T se originan en su mayoria en la médula ésea y desde alli emigran al
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Figura 13. Activacion de los linfocitos T citoliticos (CD8) y su efecto directo

sobre la célula diana.
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timo, donde maduran. Como ya habiamos sefialado, su receptor de membrana para el
antigeno se conoce como TCR. Tiene una estructura semejante a la de las
inmunoglobulinas, un heterodimero formado por dos cadenas polipeptidicas unidas
por puentes disulfuro. A diferencia de estas, no es capaz de reconocer el antigeno de
manera directa si no que este debe sufrir una serie de modificaciones, comentadas ya
anteriormente, que tienen como resultado final la produccidon de pequefios péptidos
inmunogénicos que pueden ser reconocidos por el TCR cuando se encuentran unidos a

las moléculas HLA.

Los linfocitos T suelen clasificarse atendiendo al tipo de TCR que presentan. En
mas del 90%, el heterodimero estd formado por una cadena o y otra 3, por lo que se le
conoce como TCRaB. Este receptor es capaz de reconocer péptidos presentados por
las moléculas HLA, interaccionando selectivamente con HLA de clase | si expresan el
correceptor CD8, y con clase Il si expresan CD4. Las células CD8+ ejercen una funcién
predominantemente citolitica; lisan células que expresan proteinas extrafias al

organismo por que han sido infectadas por virus o por que han sufrido transformacién
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Figura 14. Esquema de la respuesta Th1 y Th2 de los linfocitos T CD4+.
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Figura 15. Esquema de la mucosa intestinal con los diferentes tipos celulares que

se pueden encontrar en ella.

neopldsica. Su activacion por el antigeno induce la liberacién de moléculas como las
perforinas y las granzimas capaces de lisar o inducir la apoptosis de la célula diana
(Figura 13).

A las células CD4+ también se las conoce como “helper” porque actian como
colaboradoras o inductoras de la respuesta inmune, mediante la secrecién de
citocinas. Dependiendo de los patrones de citocinas que secretan se las puede
clasificar en Tyl (figura 14), reguladoras de los procesos de citotoxicidad y de las
reacciones inflamatorias locales, y Ty2 (figura 14), que colaboran en los procesos
inmunitarios mediados por anticuerpos.

El resto de los linfocitos T expresan un receptor formado por una cadena y y
otra o (TCRyd). Salvo un niumero pequefio de ellas que expresa el correceptor CD8, son
CD4- CD8-, lo que indica su incapacidad de reconocer péptidos presentados por las
moléculas HLA. Estas células abundan especialmente en los epitelios mucosos, donde
se supone desempeiian un importante papel en la defensa de estos frente a las

agresiones de tipo infeccioso, toxico, etc.
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Hemos visto que la primera fase de la lesidon celiaca se caracteriza por el
incremento del numero de linfocitos intraepiteliales (IEL). Estos linfocitos de tipo T,
estan representados en la mucosa del intestino delgado normal, por tres poblaciones
distintas. Los mds numerosos son los linfocitos TCRa.3+ CD8+ CD4-, aunque también
aparecen linfocitos TCRo3+ CD8- CD4+ y TCRyd+ CD8- CD4-, aunque su nimero es muy
inferior. En el epitelio de la mucosa del ID de un enfermo celiaco expuesto al gluten,
las poblaciones TCRaf+ CD8+ y TCRyd+ estan expandidas, expresando ambas el
marcador de proliferacién Ki67. Cuando se instaura el tratamiento con una dieta libre
de cereales que contengan gluten, los IEL de tipo TCRaf+ CD8+ vuelven a la
normalidad, mientras que los IEL TCRyd+ se mantienen en niveles elevados de manera
permanente®. Es importante resaltar que la mayoria de los IEL vd expresan la region
variable V381 del TCR, que como ya habiamos comentado es capaz de reconocer MICA y

MICB, proteinas de membrana semejantes a las moléculas HLA de clase I, con un
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Figura 16. Mecanismos fisiolégicos relacionados con la respuesta inmune en la
[dmina propia de la mucosa intestinal, que podrian estar implicados en la

patogenia de la enfermedad celiaca.
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patron de expresion tisular muy caracteristico, relacionadas con los fendmenos de
estrés celular & 1.

Todas estas poblaciones de IEL son capaces de producir, una vez activados,
numerosas citocinas con potencial citolitico, sobre todo IFN-y, IL-2, IL-6, IL-15 y TNF-
a’3. Ademas, la presencia de marcadores caracteristicos, revela que algunos de estos
linfocitos podrian ser células T citotdxicas activadas, lo que contribuiria también al
dafio de la mucosa™.

El siguiente paso en la evolucidon de la enfermedad seria la infiltracién de la
[amina propia por linfocitos T TCRaf+, la mayoria de los cuales son CD4+ con fenotipo
de células memoria (CD45R0+). Curiosamente, un elevado porcentaje de estas células
expresa CD25, que es la cadena a del receptor de la IL-2, marcador que indica que se
encuentran activadas. Sin embargo, a diferencia de los IEL, no expresan marcadores
indicativos de proliferacién celular'®. Esto sugiere que el gluten no induce una
respuesta proliferativa de linfocitos T CD4+ en la lamina propia, lo que concuerda con
los resultados obtenidos por varios grupos, que revelan que estas células estarian
produciendo grandes cantidades de citocinas, especialmente IFN-y, aunque también IL-
2, IL-4, IL-6 y TNF-a. (Figura 16). De hecho, estudios “in vitro” han demostrado que,
estimulando con gluten biopsias de pacientes tratados, los niveles de mRNA de IFN-y
alcanzan los niveles encontrados en biopsias de pacientes no tratados’. Se puede
afirmar pues que los linfocitos T CD4+ que infiltran la lamina propia tienen como
funcidn primordial la produccion de citocinas, especialmente IFN-y, desarrollando una
respuesta Thl fundamental para explicar gran parte de los cambios que sufre la

mucosa del intestino delgado en los pacientes con enfermedad celiaca.

4.4.PAPEL PATOGENICO DE HLA DQ EN LA ENFERMEDAD CELIACA

Como ya habiamos comentado, lo mas caracteristico de las moléculas de clase
Il es su capacidad de presentar péptidos derivados de patdgenos a los linfocitos T
CD4+. Aunque no pueda descartarse del todo, en la actualidad no se cree que existan
microorganismos directamente relacionados con la enfermedad. ¢Coémo interviene

entonces HLA-DQ2 en el desencadenamiento de la enfermedad?
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La clave esta en la hendidura de unidn de péptidos de esta molécula. Al igual
que las moléculas HLA-DR presenta residuos de anclaje en las posiciones P1, P4, P6, P7
y P9. Pero, a diferencia de otras moléculas de clase Il, DQ2 presenta una gran afinidad
por péptidos cargados negativamente en las posiciones de anclaje centrales.
Curiosamente DQS8, que tiene una hendidura muy distinta a la de DQ2, también

presenta posiciones de anclaje con gran afinidad por estos péptidos ** *°.

DQ2 y DQ8 podrian intervenir en el desarrollo de la celiaca presentando
péptidos relacionados con el gluten. De hecho, esto ha sido demostrado estimulando
especimenes de biopsias de ID de pacientes con productos obtenidos de la digestidon
del gluten. El resultado es la rapida activacién (expresion de CD25, cadena o del
receptor de la IL-2...) de las células T de la |ldmina propia, cosa que no sucede en
controles sin enfermedad celiaca®. Estas células han sido aisladas y se ha objetivado
que son capaces de reconocer péptidos antigénicos derivados del gluten presentados
por la molécula DQ2%*'. Esto no descarta que también esta molécula intervenga

también en los fendmenos de seleccién timica del repertorio de TRC de linfocitos T.
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Hay que resaltar que HLA-DQ no es la molécula preferente en los procesos de
reconocimiento antigénico intestinal, incluso en los enfermos con intolerancia al
gluten®. Esto sugiere un patrén de restriccién HLA muy particular en estos linfocitos T

sensibles al gluten.

Sin embargo, las caracteristicas peculiares del sitio de union de péptidos de
DQ2 y DQ8, con su particular afinidad por residuos cargados negativamente, no se
ajusta a las caracteristicas de las proteinas de la fraccion gliadinica del gluten,
particularmente pobres en aminoacidos con carga negativa. Una importante pista que
ayudé a resolver esta curiosa paradoja, fue el poder constatar que la capacidad de los
preparados de gliadina de estimular células T especificas, aumentaba
considerablemente cuando estos extractos habian sido expuestos a altas temperaturas
y a un pH bajo®>. Se sabia de antemano que estas condiciones favorecen la
deamidacién inespecifica de los residuos de glutamina a acido glutdmico, aminodcido
que presenta carga negativa, formandose de esta forma péptidos ideales para las
particulares capacidades de presentacion de DQ2 y DQS8. La posterior ampliacion de
estos trabajos ha permitido conocer que es necesaria esta deaminacién previa para
gue se produzca la activacién de los linfocitos T y se precipite de esta forma la

enfermedad.

Extrapolando estos conocimientos a la realidad de la mucosa intestinal,
podemos preguntarnos como se produce esta deaminacion “in vivo”. El pH acido del
estdmago sin duda es una importante fuente de deaminacién, pero es un enzima, la
transglutaminasa tisular (tTG) la principal responsable de ésta en la mucosa del ID**?>.
Destacaremos ademas, que se ha constatado un particular incremento de la actividad
de este enzima en la mucosa de los enfermos celiacos®™. La tTG parece inducir una
deaminacién controlada de los residuos de la gliadina, a diferencia de la que se
produce de forma espontdnea, afectando especificamente a aquellos que son clave
para el adecuado anclaje de los péptidos a la molécula DQ2%. De hecho, la
deaminacién de otros residuos puede impedir la correcta interaccion péptido-DQ2.
Ademas recientemente se ha demostrado que este enzima es blanco de la respuesta

inmune humoral que se produce en estos enfermos Concretamente, el antigeno de los

autoanticuerpos anti-endomisio, los mas especificos de la enfermedad, es en realidad
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la tTG, aunque se desconoce hasta el momento la importancia que esto puede tener
en la patogenia de la enfermedad®. Es muy intrigante la hipétesis de que la tTG juega
un papel central en la seleccidén de epitopos de la gliadina reconocidos por las células
T. Esta idea se apoya en la observacién de la respuesta de células T en los enfermos

adultos esta focalizada en una sola glutamina deamidada, que es sustrato de la tTG.

4.5.NKG2D Y SUS LIGANDOS EN LA ENFERMEDAD CELIACA.

Otros mecanismos, tales como la interaccion MICA-NKG2D, parecen estar
directamente implicados en la patogénesis de la enfermedad. Los polipéptidos de
secuencia relacionada con MHC de clase | A 'y B (MICA / MICB) muestran una
homologia con las moléculas HLA de clase |, pero no tienen ningun papel en la
presentacion de antigenos. Tal y como ya hemos apuntado, MICA / MICB son
glicoproteinas de la superficie celular que se expresan constitutivamente en los
enterocitos. Estas proteinas son ligandos para el receptor K tipo 1 de la subfamilia de
receptores tipo lectina de los linfocitos NK (KLRK1), también conocido como NKG2D.
Se trata de un receptor de activacion que se expresa de forma constitutiva en células
NK, linfocitos T CD8 y T gamma-delta. La interaccién entre MICA y NKG2D en las células
NK produce la activacion de estas e induce su capacidad citolitica, mientras que la
interaccion MICA-NKG2D en células T CD8 parece actuar como una sefal co-
estimuladora complementando el reconocimiento del antigeno por el receptor de
células T (TCR). El papel que juega este receptor en linfocitos gamma-delta es mas

discutible, ya que parece tener un efecto activador directo como en el caso de las NK.

Ya hemos comentado que los ligandos de NKG2D (NKG2DL) no se expresan de
forma constitutiva en la mayor parte de los tejidos sanos. Sin embargo, la expresion
aberrante de NKG2DL se ha detectado en algunas enfermedades autoinmunes, como
por ejemplo en islotes pancreaticos de ratones NOD (non-obese diabetic)
prediabéticos y en los sinoviocitos de pacientes con artritis reumatoide. Por otra parte,
MICA se expresa constitutivamente a niveles bajos en las células epiteliales intestinales
normales (IECs). Sin embargo, MICA se expresa de forma muy elevada en los

enterocitos de los pacientes con celiaca, tanto en las vellosidades como en las criptas.
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Esta expresion parece responder a un efecto toxico directo del gluten, ya que se ha
demostrado que un péptido de derivado de gliadina regula positivamente la expresion
de MICA en células del epitelio como consecuencia de la induccién de IL-15. Este
incremento de la expresién de MICA en el epitelio puede estar relacionado
directamente con el dafio en la mucosa y por lo tanto con las manifestaciones clinicas

de la enfermedad.

Ademas del posible papel patogénico del incremento de la expresion de esta
molécula en los enterocitos, otro estudio ha demostrado ademas el efecto directo que
juega la interaccion MICA-NKG2D en la activacién de los linfocitos intraepiteliales en
respuesta a este efecto téxico directo del gluten. Esta activacion provoca dafos en los
enterocitos, y podria ser el evento inicial que, en ultima instancia, conduce a la atrofia

de las vellosidades y por lo tanto al desarrollo de la enfermedad celiaca.
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Finalmente, y tal y como sucede con la transglutaminasa tisular, el dano en el
tejido y el incremento de la expresiéon de MICA que se produce en la enfermedad
podrian inducir el desarrollo de anticuerpos contra esta molécula. De hecho, en el
lupus eritematoso sistémico de inicio temprano se han descrito auto-anticuerpos anti-
MICA. Por otra parte, estos anticuerpos han sido implicados en el rechazo de drganos
en pacientes sometidos a trasplante renal y cardiaco, probablemente como

consecuencia de una expresion aberrante de esta molécula en el injerto.
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Objetivos

El planteamiento inicial de este trabajo surgié al observar que, a pesar
de compartir la asociacion con HLA-DQ2 o HLA-DQS, existen desde el punto de vista
clinico, fenotipos diferentes de enfermedad celiaca, que se diferencian simplemente
por el desarrollo o no de ciertas manifestaciones clinicas. Sin descartar una posible
influencia del entorno, el desarrollo de un estudio con el fin de establecer si existe un

condicionamiento genético de estas diferencias, nos parecié especialmente relevante.

Dentro de los posibles genes candidatos, han cobrado especial importancia
tanto por su situacion en el genoma, como a su papel funcional en la respuesta
inmune, los ligandos de NKG2D, MICA y MICB. Estos ligandos y su receptor han sido
implicados tanto en la propia enfermedad celiaca como en el desarrollo de otras

enfermedades autoinmunes

Por estos motivos nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Investigar la posible influencia sobre el fenotipo de la enfermedad celiaca de
los diferentes haplotipos HLA portadores del heterodimero de susceptibilidad
HLA-DQ2.

2. Analizar la posible asociacion de otros genes en la region HLA de clase | y clase
lll, que predispongan o protejan de la aparicién de formas mas agresivas de la
enfermedad.

3. Comprobar en una cohorte de pacientes y controles procedente de la
poblacidon saharaui de los campamentos de Tindouf los resultados obtenidos en
el desarrollo de los dos primeros objetivos.

4. Analizar si la expresion en la mucosa de los pacientes con enfermedad celiaca
de MICA, MICB, NKG2D y IL15 estd relacionada con el grado de lesién que han
desarrollado estos pacientes.

5. Investigar la presencia de anticuerpos anti-MICA en pacientes con
enfermedad celiaca activa.

6. Investigar si el desarrollo de anticuerpos anti-MICA esta relacionado con el

desarrollo de patologia autoinmune adicional en los enfermos celiacos.

51




Objetivos

52




Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

53




Materiales y Métodos

54




Materiales y Métodos

1. PACIENTES Y CONTROLES SANOS

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se utilizaron muestras de 1.636
individuos, con un total de 698 pacientes con enfermedad celiaca, 428 con otras

enfermedades autoinmunes y 510 controles sanos.

Los pacientes se distribuyeron en los diversos estudios que conforman esta tesis

doctoral segun se refleja en la tabla 1.1.

Estudio Poblacién Procedencia

Celiacos Otras EAl Controles

Estudio genético de las formas
clasicas y atipicas de la
enfermedad celiaca en la
poblacién espafiola

171 - 207 HUCA

Estudio genético de las formas

clasicas y atipicas de la Camapmentos de Tindouf

124 -
enfermedad celiacaen la 98 (Argelia)
poblacién saharaui
Estudio de la expression de
NKG2D y sus ligandos MICA y 20 i 5 HUCA

MICB en biopsias de pacientes
con enfermedad celiaca

HUCA, Hospital Clinico
Universitario de
Valladolid, Hospital
Marqués de Valdecilla,
Policlinico S'Orsola-
Malpighi

Analisis de la presencia de
anticuerpos anti-MICA en la 383 428 200
enfermedad celiaca

Total 698 428 510 -

Tabla 1.1. Volumenes de los diversos reactivos empleados para la realizacion del genotipado

alélico de MICA.
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2. OBTENCION DE DNA GENOMICO

Se obtuvo una muestra de DNA gendmico a partir de 10ml de sangre total con
EDTA como anticoagulante. Todo el proceso se realizd en tubos “Falcon” de 25 ml. El
método de extraccidn se inicia tratando la sangre con solucién de lisis de eritrocitos,
recogiendo el precipitado de leucocitos después de dos centrifugaciones a 2500 rpm
durante 15 minutos. Este precipitado se trata con una solucién de lisis de gldbulos
blancos en presencia de SDS al 10%. A esta mezcla se le afiade una proteinasa y se
incuba durante 12 horas a 37 2C. Seguidamente se procede a precipitar las proteinas
afiadiendo una solucién saturada de cloruro sédico, agitando la mezcla vigorosamente
y centrifugando a 3000 rpm durante 10 minutos. Se recoge el sobrenadante en un
nuevo tubo y se afiaden 2.5 volumenes de etanol absoluto, lo que induce la
insolubilizacion del DNA. Se recoge la “medusa” de DNA en un tubo Eppendorf de 1.5
ml y se lava con etanol al 70%. Seguidamente se retira el etanol y se deja secar el DNA
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Finalmente se procede a su
solubilizacién en agua destilada. Su concentracién y pureza se evalian por medicién de

absorbancia a 260y 280 nm en un espectrofotémetro.

En el caso especifico de los pacientes y de los controles saharauis se obtuvieron
dos mililitros de sangre periférica de cada paciente y cada control sano. La sangre se
mezcld con 2 ml de etanol con el fin de fijarla para su transporte y almacenamiento
hasta hasta el momento en que se procesaron las muestras. El etanol se elimind
lavando dos veces con PBS (tampdn fosfato salino) y eliminando el sobrenadante tras
una centrifugacion. Finalmente el ADN gendmico se obtuvo utilizando las columnas de
purificacion con membrana de silice NucleoSpin Blood LTM de MACHEREY-NAGEL,
Diiren, Alemania. Su concentracién y pureza se evallan por medicion de absorbancia

a 260y 280 nm en un espectrofotdémetro.

También se extrajo DNA gendmico a partir de sangre periférica con los kits “DNA
Magtration-MagaZorb commons N-200” utilizando el sistema automatico 12GC
Magtration (Pecisién System Science Co., Ltd., Woerrstadt, Alemania) y con el reactivo
de extraccion “Maxwell® 16 Blood Purification Kit” utilizando el equipo automatico

Maxwell® 16 Instrument (Promega Corporation, Madison (Wisconsin), EE.UU.). En el
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caso de las obtenidas con los sistemas automaticos, su concentraciéon y pureza se
evalud utilizando el sistema de espectrofotometria Nanodrop 2000c (Thermo Fisher

Scientific Inc.) utilizando el ratio de absorbancia de 260/280 nm.

3. TECNICAS DE GENOTIPADO

2.1.TIPAJE DE HLA-B*

Para el tipaje de HLA de clase | se ha empleado la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR=“Polymerase Chain Reaction”) con cebadores especificos de
secuencia (SSP="Sequence Specific primers” ). Como control interno de reaccién se ha

utilizado una pareja de cebadores que amplifican parte del exdn 2 del gen HFE (tabla

Cebador 5’ Cebador 3’

HFE ACATGGTTAAGGCCTGTTGC CTTGCTGTGGTTGTGATTTCCC

Tabla 1.1. Cebadores empleados como control interno de PCR.

6). Se han amplificado especificamente, mediante los cebadores recogidos en la tabla
2, los alelos HLA-B7, B8, B18, B35 y B44 escogidos por ser conocida de antemano su
asociaciéon a la enfermedad celiaca (HLA-B8 y B18) o por ser los mas frecuentes en

nuestra poblacion (B7, B44 y B35).

Las amplificaciones se realizaron en tubos de polipropileno de 200 ul, con un
volumen final de reaccion de 15 pl, en termocicladores tipo peltier con bloque de 96
tubos, de la marca TECHNE modelo GENIUS. La composicion final de la mezcla de

reaccion fue la siguiente:
e 1.5l de buffer de PCR 10x BIOTAQ.
e 1 ulde cloruro de magnesio a una concentracion de (25 mM).

e 1.5 ul de mezcla de desoxinucleétidos trifosfsto (ANTP) (2mM).
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Alelos .
Cebador 5’ Cebador 3’ Tamaiio del

HLA-B amplicon

HLA-B*07 GGAGTATTGGGACCGGAAAC TACCAGCGCGCTCCAGCT 619 bp

HLA-B*08 CCACTCCATGAGGTATTTCG  CCGCGCGCTCCAGCGTG 781 bp
HLA-B*18 GCGCCGTGGATAGAGCAA CTTGCCGTCGTAGGCGG 458 bp
GAGGAGGCGCCCGTCG 389 bp

HLA-B*35 GACCGGAACACACAGATCTT
GGAGGAAGCGCCCGTCG 340 bp

HLA-B*44  CGCCACGAGTCCGAGGAA  GTCGTAGGCGTCCTGGTC 480 bp

Tabla 1.2. Lista de cebadores utilizados en tipaje de HLA-B, sintetizados en nuestro
laboratorio.

e 1.5l de una dilucion del cebador 5’ (10 uM).

e 1.5l de una dilucion del cebador 3’ a 10 pM.

e 1 ulde una mezcla de los cebadores de control interno (10 mM).
e 1.5 ul de buffer de carga formado por rojo cresol y glicerol.

e 3.5 pul de agua bidestilada.

e 2 ul de DNA gendmico (100 ng / pl).

e 0.08 ul de Tag DNA polimerasa BIOTAQ™ (5 U / pl).

En todos los casos se empled como control negativo una mezcla de reaccién en
la que el DNA gendmico fue sustituido por agua destilada.

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa
al 3%, teiiidos con bromuro de etidio como marcador del DNA. El resultado fue
fotografiado utilizando un retroiluminador de luz UV y una cdmara de video con filtro
especial. El tamano de los amplificados fue estimado comparandolos con un marcador

de tamafios estandar de 1 Kb (Amershan-Pharmacia).
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Figura 1. Fotografia de un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio, que
representa el tipaje de HLA-B44 en un grupo de pacientes. La banda de mayor
tamafio corresponde al amplificado especifico de B44 y la de menor tamario es el
control interno de la PCR.
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2.2. TIPAJE DE HLA-DRB1* DE BAJA RESOLUCION

Para el tipaje de HLA-DR se empled también la técnica de PCR-SSP, utilizando los

Alelos Cebador 5’ Cebador 3’ Amplicén
DR1 TTGTGGCAGCTTAAGTTTGAAT glggﬁgiglgﬁﬁggiglgé; ;22
DR15 TCCTGTGGCAGCCTAAGA CCGCGCCTGCTCCAGGAT 197
DR16 TCCTGTGGCAGCCTAAGAG AGGTGTCCACCGCGGCG 213
DR3 GACGGAGCGGGTGCGGTA CTGCACTGTGAAGCTCTCCA 217
DRe  GrTiCTGcAccacaTAMs  SCATISTOMGCTTCAC 260
DR7 CCTGTGGCAGGGTAAGTATA CCCGTAGTTGTGTCTGCACAC 232
DR8 AGTACTCTACGGGTGAGTGTT CTGCAGTAGGTGTCCACCAG 214
DR9 GTTTCTTGAAGCAGGATAAGTTT CCCGTAGTTGTGTCTGCACAC 236
DR10 CGGTTGCTGGAAAGACGCG CTGCACTGTGAAGCTTCTAC 204
DR11 GTTTCTTGGAGTACTCTACGTC CTGGCTGTTCAAGTACTCCT 176
DR12 AGTACTCTACGGGTGAGTGTT CACTGTAAGCTCTCCACAG 248
DR13 TACTTCCATACCAGGAGGAGA CCCGCTCGTCTTCCAGGAT 130
DR14 iLTI'T: (;I'_:' CGT?AQZLAEEC'I-'I— :;2_?2;? TCTGCAATAGGTGTCCACCT ;i:

Tabla 1.3. Lista de cebadores utilizados para el tipaje de HLA-DR de baja
resolucion.

cebadores recogidos en la tabla 1.3, y el mismo control interno de reaccidon que en el
caso anterior. Se tiparon ambos alelos tanto en enfermos como en controles. La
mezcla de reaccién empleada tenia la misma composicidon que la usada para amplificar

HLA-B y que se describe con detalle en el apartado anterior.
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Figura 1.2. Tipaje HLA-DR3 de un grupo de pacientes celiacos. La banda de mayor
tamafo corresponde al control interno de reaccién. La de menor tamafio es el
amplificado especifico de DR3.

Los casos dudosos fueron tipados de nuevo con el kit comercial “Fastype HLA-
DR Low Resolution” de BIOSYNTHESIS INCORPORATED distribuido por Diagndstica
Longwood SL. En este kit se realizan por 24 reacciones de PCR-SSP por paciente con
cebadores especificos para cada alelo. Los sistemas de electroforesis, fotografia y

estimacion de tamafios fueron los mismos empleados para el tipaje de HLA-B.

e i — i i e S G n

S — — — i A — —
-

Figura 1.2. Fotografia de un gel de agarosa teiiido con bromuro de etidio, de un
tipaje HLA-DRB1* de baja resolucion realizado con el kit comercial Fastype. El
genotipo resultante en este caso es DRB1*07,15.
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2.3. TIPAJE HLA-DQB1* DE BAJA RESOLUCION

Para el tipaje de HLA-DQ se utilizé también la técnica de PCR-SSP, aunque en
este caso se empled el kit comercial “Fastype HLA-DQ Low Resolution” de
BIOSYNTHESIS INCORPORATED distribuido por Diagndstica Longwood SL. En este caso
se realizaron ocho reacciones de PCR por cada sujeto, obteniendo en cada caso ambos

alelos HLA-DQ.

La electroforesis y la fotografia del gel se realizaron de la forma descrita

anteriormente.

Figura 1.3. Fotografia de un gel de agarosa teilido con bromuro de etidio, de un
tipaje HLA-DQ de baja resolucidn. El genotipo resultante en este caso es DQB1*02
homocigoto.

2.4. TIPAJE HLA-DQB1* DE ALTA RESOLUCION

Para demostrar la presencia o ausencia del heterodimero DQa1*05:01/05,
DQP1*02:01/02 tanto en pacientes como en controles, se empled también la técnica
de PCR-SSP, usando el mismo control interno de reaccién que en el tipaje de HLA-B y
DR. Las dos parejas de cebadores empleados (tabla 4) amplificaban especificamente

los alelos DQA1*05:01/05 y DQB1*02:01/02. Se realizaron dos reacciones de PCR por
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sujeto, tanto en pacientes como en controles, en tubos de 200 pl con un volumen final

por reaccién de 15 pl. La composicidn de la mezcla de reaccion fue la siguiente:
e 1.5l de buffer de PCR 10x. BIOTAQ.
e 1 ulde cloruro de magnesio a una concentracién 25 mM.
e 1.5 ul de mezcla de desoxinucleoétidos trifosfato a una concentracion 2 mM.
e 1.5 pl de dilucidn del cebador 5’ a una concentracion 2 uM.
e 1.5 ul de dilucién del cebador 3’ a una concentracién de 2 uM.
e 1 ulde mezcla de cebadores de control interno a 2 uM.
e 1.5 ul de buffer de carga formado por rojo cresol y glicerol.
e 3.5 ul de agua bidestilada.
e 2 ulde DNA gendmico a una concentracion de 50 ng por pl.
e 0.06 pl de Tag DNA polimerasa BIOTAQ™ a una concentracién de 5 U por ul.

Se empledé también como control de contaminacidn un tubo con mezcla de

reaccion en el que se sustituyd el DNA por agua.

Figura 1.5. Fotografia de un gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio del

genotipado por PCR-SSP de los alelos HLA-DQA1*05:xx (A) y DQB1*02:xx (B).
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El resto de los procedimientos se realizaron de la misma forma descrita

previamente.

Tamano

Cebador 5’ Cebador 3’ . .
amplicén

DQA1*05:XX ACGGTCCCTCTGGCCAGTA AGTTGGAGCGTTTAATCAGAC 186 bp

DQB1*02:XX GTGCGTCTTGTGAGCAGAAG GCAAGGTCGTGCGGAGCT 205 bp

Tabla 1.4. Lista de cebadores usados para el tipaje de HLA-DQB1* de alta resolucidn.

2.5. TIPAJE DEL POLIMORFISMO -308 DEL PROMOTOR DEL GEN TNFA.

Se realizé el tipaje del polimorfismo —308 del promotor del gen que codifica
para TNF-a tanto en pacientes como en controles. Para la realizacién del genotipado
se utilizé la técnica de PCR-RFLP (restricted fragments lengt polymorfism) ACRS
(amplification-created restriction sites). Consiste en crear un sitio de restriccién para el

enzima Ncol mediante la utilizacion de un cebador que introduce un error en la

Figura 10. Fotografia del tipaje del polimorfismo —308 del promotor de TNFA.
La calle 2 representa un genotipo AG, las tres siguientes GG y la ultima un
genotipo AA.
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secuencia. Se emplearon los cebadores 5" AGG CAA TAG GTT TTG AGG CAT 3’ y 5’ GAA
AGT TGG GGA CAC CAC AGC AT 3’. De esta forma, realizamos una reaccion de
amplificacién en tubos de 0.5 ul con un volumen final de 15 pl de mezcla de reaccién.

Esta mezcla estaba compuesta por:
e 1.5 pl de buffer de PCR 10x PROMEGA.
e 1 ulde cloruro de magnesio a una concentracién 25 mM.
e 1.5 pl de mezcla de dNTP a una concentracion 2mM.
e 1.5 ul de una dilucién del cebador 5’ a 10 uM.
e 1.5 ul de una dilucion del cebador 3’ a 10 uM.
e 6 ul de agua bidestilada.
e 2 plde DNA gendmico a una concentracion de 100 ng por pl.
e 0.1 pl de Taqg DNA polimerasa PROMEGA a una concentracion de 5 U por pl.

Se comprobd el resultado de las reacciones, mediante la electroforesis de 3 pl
del producto de PCR en un gel de agarosa al 2%. Seguidamente se procedié a afiadir
0.1 ul del enzima Ncol diluido en 2 pl de cloruro de magnesio a 50 mM, a cada tubo.
Las mezclas de producto de PCR y enzima se incubaron a 37 2C durante 24 horas y se
chequearon mediante electroforesis en un gel de agarosa al 4%. La valoracién del
tamafio de las bandas obtenidas se hizo comparandola con un marcador estandar de

tamanos de 1 Kb.

2.6. TIPAJE DEL POLIMORFISMO TRANSMEMBRANA DE MICA

La técnica empleada en este caso es de nuevo la PCR-SSP con la variante de que
la electroforesis final ha de realizarse en geles de acrilamida al 6 % debido a la escasa
diferencia de tamafio entre los cinco alelos de MICA. El tipaje se realizdé tanto en

pacientes como en controles, utilizando los cebadores 5 ACA TTC CAT GTT TCT GCT

65




Materiales y Métodos

GTT G 3’ y 5 TCA CCT GGA CCC TCT GCA G 3'. Se emplearon dos técnicas distintas para

realizarlos:
2.6.1. Genotipado con marcaje de P32.

La mayor parte de los controles y algunos pacientes fueron genotipados
marcando los productos de PCR con P-32. Para ello se afiadié a la mezcla de
reaccion desoxirribonucleotidos trifosfato marcados con este isétopo. Esta mezcla

estaba compuesta por:
e 1.5 pl de buffer de PCR 10x PROMEGA.
e 1 ul de cloruro de magnesio 25mM.

15 pl de mezcla de dNTP marcados con P-32 a una

concentracion 2 mM.
e 1.5 ul de una dilucién del cebador 5’ a 10 uM. (Tabla x)
¢ 1.5 pl de una dilucion del cebador 3’ a 10 uM. (Tabla X)
¢ 6 ul de agua bidestilada.

e 0.1 pl de Tag DNA polimerasa de PROMEGA a una concentracion
de 5 U por pl.

Se realiz6 electroforesis de los productos de PCR en un gel de acrilamida y urea,
previa desnaturalizacién de las muestras calentandolas a 952C durante 3 minutos.
El revelado de los geles se realiza mediante la exposicion de una pelicula

radiografica.

2.6.2. Genotipado con marcaje de Cy5-amidita.

La técnica empleada para el tipaje de algunos de los controles y de todos los
pacientes, difiere de la anterior en que utilizamos un cebador marcado en su
extremo 5’ con Cy5-amidita (Amersham-Pharmacia). La electroforesis de los
productos de PCR asi marcados se realizd en un secuenciador automatico

ALFexpress Il de Amersham-Pharmacia, obteniéndose el tamafio de las bandas
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MICAS, & MICA 4, & MICAS51 MICA519 MICAS19 MICA G MICAS51 MICA46 MICAS1E MICAS1

Figura 1.7. Imagen de un gel de acrilamida procesado en el sistema ALF
Express Il en el que se pueden apreciar los diferentes alelos transmembrana

de MICA.

correspondientes a cada alelo mediante la utilizacion del software “ALFwin

Fragment Analyser”, proporcionado por la misma empresa.

2.7. TIPAJE ALELICO DE MICA

Para la realizacidn del genotipado alélico de MICA se emplearon los kits comerciales
LABType® SSO MICA (One Lambda, Canoga Park CA, USA), basados en la tecnologia X-

MAP de Luminex Corporation.
Se utilizé el siguiente protocolo, que es comun para todos los kits LABType® SSO.

2.7.1. Amplificacion del DNA.

a) Para la realizaciéon del oligotipaje, las muestras de DNA deben cumplir las

siguientes premisas:

e Concentracion 6ptima... 20 ng/pl.
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b)

d)

68

e Pureza...1,65a1,8.

e Rango vidlido de concentracién... 10 a 200 ng/volumen total de la

Temperatura Tiempo

Ciclos 1 962C 180 seg

962C 20 seg

Ciclos 5 60°C 20 seg

722C 20 seg

962C 10 seg

Ciclos 30 60°C 15 seg

72°C 20 seg

Ciclos 1 72°C 600 seg
Ciclos 1 4°C Inf.

Tabla 1.5. Programa de PCR para la realizacion del
genotipado alélico de MICA

amplificacién.

Se retira el ADN de su lugar de conservacion a -20°C y las alicuotas
correspondientes del DMix y del Primer de amplificacién correspondientes al
oligotipaje que se vaya a realizar.

Se pipetean 2 ul de DNA de la muestra en el fondo del tubo de termociclado
asignado para su oligotipaje, con respecto a un volumen final de amplificacién
de 20 pl.

Se agitan las alicuotas del DMix y del Primer de amplificacién durante 15
segundos, seguido de un “golpe” de centrifuga para recoger las gotas que se
puedan haber adherido al tapdn.

Dependiendo del nimero de muestras a analizar, se prepara la mezcla

DMix/Primer/Taq segun las proporciones indicadas en la tabla 1.9.



f)

g)

h)
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Se agita durante algunos segundos el tubo que contiene la mezcla
DMix/Primer/Tag. Se recogen las posibles gotas del tapon con un breve 'golpe’
de centrifuga y se dispensan 18 ul de dicha mezcla en cada uno de los pocillos
en donde se han situado las muestras.

Se colocan los tubos/tiras/placa en el termociclador, cerrados o sellados
perfectamente y se pone en marcha el programa de amplificacion.

Una vez que el termociclador estabilice la temperatura final de 4°C, se retiran
los tubos y se continda con el desarrollo de la técnica. En el caso que vaya a
dilatarse mas de 2 horas la continuacién del analisis, se pueden conservar los
amplificados a una temperatura de -20°C a -80°C.

Es recomendable realizar una electroforesis con 2 a 5 pl del DNA amplificado
para confirmar la aparicion de una (Clase 2) o dos (Clase 1) bandas nitidas y
bien delimitadas que nos aseguran de la obtencién posterior de una correcta

hibridacion de las sondas.

Numero de muestras a analizar

1 5 10 20
DMix Primer set 13,8 ul 69 ul 138 pul 276l
Primer 4,0 ul 20 ul 40 pl 80 pl
Taqg (5 unidades/ul) 0,2 1l 2 ul 4 ul

Volumen total 18,0 pl 90 pl 180 pl 360 pl Para corregir los
posibles problemas de pipeteadé, prepara'r esta mezcla en

exceso (10%).

Tabla 1.6. Voliumenes de los diversos reactivos empleados para la
realizacion del genotipado alélico de MICA
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2.7.2. Desnaturalizacion / neutralizacion del DNA amplificado.

a)

b)

d)

e)

f)

Si el proceso de andlisis consta de mds de 10 a 15 pocillos, se prepara una
bandeja con hielo picado.

Se coloca una placa limpia de PCR en su gradilla adecuada y anotando la
disposicion de las muestras.

Se anaden en el pocillo correspondiente 5,0 ul del amplicén correspondiente.
Al dispensar el amplicén, es importante mezclarlo con el Tampdn de con lentos
movimientos de aspiracion / dispensacién, comprobando la aparicion de un
color violeta brillante. Evitar crear burbujas.

Pasada la incubacion, se afiaden a cada tubo 5,0 [1] del Tampdn de
Neutralizacion. Mezclar los liquidos con lentas aspiraciones / dispensaciones o
voltear breve y suavemente. El color del liquido debe cambiar a traslucido o
amarillo claro, en caso contrario pueden adicionarse 1 6 2 [I]lde Tampdn de
Neutralizacidn. Si aun asi no cambia de color, es necesario comenzar de nuevo
la técnica.

En estos momentos y si estamos trabajando con mas de 10 a 15 pocillos, se

coloca la gradilla en una bandeja de hielo picado.

2.7.3.  Hibridacion del DNA amplificado y las sondas.

70

a) Se dispensa la alicuota del Tampdn de Hibridacion en el tubo de los Beads y
se agita suavemente.

b) Se afiaden a cada pocillo 38 pl de su correspondiente mezcla de Tampén de
Hibridaciéon / Beads volteando el tubo cada 4 6 5 dispensaciones para evitar
gue se depositen las Beads en el fondo.

c) Se retira la gradilla del hielo y se cierran o sellan los tubos del analisis. Se
agitan suavemente sin producir salpicaduras.

d) Se colocan los tubos en el termociclador en funcionamiento.

e) Seincuban durante 15 minutos exactos a 60°C.

f) Tras los 15 minutos, se retiran los tubos del termociclador y se colocan de

nuevo en la gradilla.



g)

h)

j)

2.7.4.

a)

b)

f)

g)

h)

Materiales y Métodos

Descubrir los pocillos y, rapidamente, afiadir a cada uno 100 ul del Tampdn
de Lavado.

Se vuelven a cubrir los pocillos y y se centrifugan los tubos a 900 - 1.000 'g'
durante 5 minutos.

Se elimina cuidadosamente el sobrenadante de cada tubo dejando un
remanente de 10 a 20 pl.

En total deben realizarse 3 procesos de lavado.

Marcado con estreptavidina y lectura final.

Retirar de la nevera la solucién stock SAPE 100X y su Tampdn SAPE v,
dependiendo del nimero de muestras, preparar la soluciéon de marcado 1x
SAPE segun los voliumenes que aparecen en la tabla 1.7.

2. Volver a colocar los tubos/tiras/placa en la gradilla y dispensar en cada
uno de los pocillos 50 ul de la Solucién de Coloracidon SAPE 1x.

Cerrar o sellar los tubos o la placa y vortear a baja velocidad sin producir
salpicaduras.

Retirar los tubos/tiras/placa de la gradilla, colocarlos en el termociclador en
funcionamiento, cerrar la tapa del mismo y poner en marcha el cronémetro.
Incubar durante 5 minutos exactos manteniendo el programa 'rSSO incuba'
de 60°C.

Tras los 5 minutos, retirar los tubos/tira de tubos/placa del termociclador y
colocarlos de nuevo en la gradilla. Apagar el termociclador.

Descubrir los pocillos y, rapidamente, afadir a cada uno de ellos 100 pl del
Tampdn de Lavado.

Volver a cubrir los pocillos y centrifugar a 900 - 1.000 'g' durante 5 minutos.
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No de muestras SAPE 100X Tampon SAPE
1 0,5 ul 49.5 pl
5 2.5 ul 247.5 ul
10 5.0 ul 495.0 pl
20 10.0 wl 990.0 ul
75 37.5 ul 3712.5
100 50.0 pl 4950.0 pul

Tabla 1.7. Volumenes de reactivos necesarios para la elaboracién
de la solucién de marcado para el genotipado alélico de MICA.

i) Eliminar el sobrenadante de cada pocillo dejando un remanente
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Figura 1.7. Captura de pantalla correspondiente al software de lectura
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aproximado de 10 a 20 pl.

Afadir a cada pocillo 70 pl del Tampdn de Lavado asegurandose de la
existencia de un volumen minimo de 80 pl en cada uno de los pocillos, y
vortear suavemente. Si la lectura va a posponerse mas de 2 horas, guardar
las muestras en oscuridad y a 4°C. Si se continuase al dia siguiente,
conservar las muestras a -20°C.

La lectura final se realizd en un sistema Luminex 100 utilizando el software

de lectura Luminex IS 100 Fugura 1.7).
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4. RT-PCREN “TIEMPO REAL”

El ARN total se obtuvo a partir de muestras de sangre periférica utilizando el kit
NucleoSpin RNA Il de Macherey-Nagel (Diiren, Alemania) y transcribid inversamente a
ADNc (ADN complementario) utilizando el kit “First Strand cDNA Synthesis para RT-PCR
(AMV) de Roche Diagnostics, GmbH (Mannheim, Alemania). En ambos casos se
siguieron las instrucciones del fabricante. El ADNc resultante fue amplificado con las

correspondientes parejas de cebadores especificas (Tabla 1.8) realizando las

Cebadores Secuencia

GADPH 5’ 5°-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TC-3’
GADPH 3’ 5-ATTCATATTGGAACATGTAAACCATGTAG-3’
MICA/B 5° 5’-CACCTGCTACATGGAACACAGC-3’
MICA 3’ 5'-TATGGAAAGTCTGTCCGTTGACTCT-3’
MICB 3’ 5’-ACATGGAATGTCTGCCAATGATC-3’
NKG2D 5° 5’-GAGGTCTCGACACAGCTGG-3’
NKG2D 3° 5’-GCAGCAGAAAAAAAATGGAGATG-3’
IL-15 5" 5’-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’

IL-15 3° 5-GCTGGAATTACCGCGGCT-3’

Tabla 1.8. Cebadores PCR Real-time.

amplificaciones por duplicado y utilizando el siguiente progama de PCR: 95 2C durante
15 s y 60 2C durante 1 minuto repetido 40 ciclos. Para la deteccion de la amplificacién
se utilizd SYBRGreen, un fluoréforo que se une a acidos nucléicos de doble cadena,
con el equipo ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (de Applied Biosystems,
Weiterstadt, Alemania). Los cebadores de PCR que se enumeran en la Tabla 1.8, se

disefaron con el fin de flanquear intrones siempre que fue posible.

La medida de la expresién génica por medio de RT-PCR es una cuantificacion

relativa en la que se compara, entre las diferentes muestras, la expresién del gen
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objeto de estudio respecto a la expresién de un gen constitutivo cuya expresion no
varia en las condiciones del experimento (control endégeno). En este caso como gen
de referencia para el control enddgeno y para la normalizacién de la expresién se
utilizdo la Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Todos los amplicones
fueron examinados en geles de agarosa con una concentracion del 3% y utilizando un
marcador de tamafios de ADN (DNA Ladder) de 1 Kb, con el fin de asegurar que tenian

el tamafo correcto.

Los datos fueron analizados utilizando el método de la AATC para la
cuantificacidn relativa. Este método consiste en comparar directamente los Cts del gen
testado y gen de referencia (ACt) en cada muestra, y posteriormente comparar los ACt
de las muestras experimentales con respecto a la muestra control. Para aplicar dicho
método es necesario que la eficiencia en la amplificacién de los genes analizados sea
similar. Esto se determind mediante el analisis de diluciones seriadas de ADNc con los
valores de la pendiente del logaritmo de la cantidad de cDNA en comparacién con una
CT de <0,1. El calculo final de la expresion relativa de cada gen se realizd de acuerdo a

la formula:

Ri = 2 - [(CT-CT Muestra de referencia) - (CT-CT uniforme de muestra estdndar de

referencia)].

La eficacia de amplificacion de MICA, MICB, NKG2D, IL-15 y GAPDH se determiné
mediante el analisis de series de diluciones de ADNc con los valores de la pendiente
del logaritmo de la cantidad de ADNc en comparacién con una CT de <0,1. Los
amplicones fueron examinados en geles de agarosa al 3% para asegurar que eran del

tamano correcto.

5. INMUNOHISTOQUIMICA.

Para la realizacién de los estudios de inmunohistoquimica de MICA, se utilizé un
suero policlonal, previamente desarrollado por nuestro grupo, contra el dominio a2 de

la molécula. Para ello se habia procedido a la inmunizacién de conejos con un péptido
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sintético de la 140-160 (MNVRNFLKEDAMKTKTHYHAM) de la secuencia traducida de

MICA, tal y como se habia descrito previamente.

Este suero, conocido como S8P, se purificd en una columna de afinidad en gel
AFFI-T (KE-MEN-TEC, Copenhague, Dinamarca), siguiendo las instrucciones del
fabricante, y luego probd en paralelo con un control negativo de suero preinmune de

conejo.

Para la tincion inmunohistoquimica, se cortaron pequefias secciones de 5 pum de
espesor de biopsias intestinales de bloques de parafina y se montaron sobre
portaobjetos recubiertos con polilisina. Las muestras desparafinadas fueron
bloqueadas con 10% de suero humano normal en PBS durante 30 min a temperatura
ambiente para eliminar enlaces no especificos. Las secciones se incubaron con el suero
policlonal anti-MICA S8P durante 1 h a temperatura ambiente en camara humeda. La
union de los anticuerpos al tejido se detectd usando el sistema de peroxidasa EnVision
(Dako, CA, EE.UU.). En los controles negativos, el anticuerpo primario se omitio o fue

sustituido por un suero de conejo preinmune a la misma dilucion.

6. DETERMINACION DE AUTO-ANTICUERPOS ANTI-ENDOMISIO Y ANTI-

TRANSGLUTAMINASA.

Los anticuerpos anti-endomisio (AAM) fueron detectados por
inmunofluorescencia indirecta (IFl) utilizando secciones de tejido de es6fago de mono

(Biosystems, Barcelona, Espafia). Un titulo de 1:10 o mas se considerd positivo.

Los auto-anticuerpos anti-Transglutaminasa tisular (tTG) se detectaron utilizando
un kit de Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado a Enzimas (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay, ELISA) de Orgentec (Manheim, Alemania). Un valor mayor que

10 unidades se considero positivo.

También se realizd la deteccién de inmunoglobulinas totales en los sueros de
todos los pacientes con el fin de detectar una posible deficiencia de IgA, alteracién
muy prevalente en los enfermos celiacos. En los casos de deficiencias de IgA, se

utilizaron kits equivalentes a los descritos anteriormente para IgG.
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Todos estos kits se utilizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

7. DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-MICA.

Los anticuerpos anti-MICA se identificaron utilizando diferentes ensayos
LABScreen ® basados en la tecnologia xMAP Luminex (Luminex Corp. TX, EE.UU.). Para
la deteccidon de anticuerpos anti-MICA se utilizé el kit LABScreen ® Mixed (OneLambda,
CA, EE.UU.) que realiza una deteccion genérica de anticuerpos frente a moléculas HLA
de clase | y clase Il y frente a todos los alelos de MICA. Los sueros positivos para anti-
MICA se analizaron a continuacidn utilizando el kit LABScreen MICA Single Antigen®
(OneLambda, CA, EE.UU.). Este ensayo permite establecer la especificidad de los
anticuerpos detectados en test anterior, ya que a las “beads” empleadas estdn unidas,
de forma individual, los diferentes alelos de MICA. La técnica para la realizacidon de

estos ensayos se describe a continuacién:

7.1. REACCION ANTIGENO / ANTICUERPO:

e Para su realizacion se empled una placa microtiter de 96 pocillos de fondo
plano.

e Se procedié a vortear suavemente durante 10 segundos los tubos que
contenian la mezcla de los beads.

e Se dispensd esta mezcla de beads en cada uno de los pocillos de la placa.

e Seguidamente se colocd una pelicula de plastico cubriendo la placa y se
vorted durante 10 segundos.

e El siguiente paso consistid en incubar a temperatura ambiente durante 30

minutos, protegiendo la placa de la luz.

e Mientras se desarrollaba este tiempo de incubacién, se prepard por cada
muestra 1 ml de tampodn de lavado mezclando 1 volumen de tampédn de

lavado (10x) con 9 voliumenes de agua destilada.

7.2. PRIMER PROCESO DE LAVADO:
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7.3.

7.4.

e Una vez completada la incubacion, dispensamos en cada pocillo 150 pl del
tampdn de lavado 1x.

e Cubrimos la placa con una pelicula de plastico y la vorteamos durante 10
segundos.

e Seguidamente centrifugamos la placa a 1.300g durante 5 minutos.

e Una vez completada la centrifugacion se eliminé todo el liquido de la placa,
utilizando un sistema de aspiracién por vacio programado a una velocidad
suave de aspiracion.

e Se repitid dos veces el proceso de lavado, centrifugacién y aspirado pero
con 200 ul de tampon.

e Terminado el ultimo lavado, se prepard el conjugado IgG-PE anti 1gG
humana mezclando por cada muestra 1 ul del Conjugado-PE (100x) con 99

pl de tampdn de lavado 1x recién reconstituido.

MARCADO DE LAS MUESTRAS CON EL CONJUGADO-PE:

e Se dispensd en cada pocillo 100 pl del Conjugado-PE anteriormente
reconstituido.

e Se cubrié con una pelicula de plastico la placa y se vortedé durante 10
segundos.

e El paso siguiente consistido en incubar la mezcla a temperatura ambiente

durante 30 minutos protegiendo la placa de la luz.

LAVADO FINAL DE LAS MUESTRAS:

e Una vez finalizada la incubacidn se centrifugd la placa a 1.300g durante 5
minutos.

e Seguidamente se elimind todo el liquido de la placa, utilizando un sistema
de aspiracién por vacio programado a una velocidad suave de aspiracion.

e A continuacion dispensamos en cada pocillo 200 pl del tampdn de lavado
1x.

e Se cubridé con una pelicula de plastico la placa y se vorted durante 10

segundos.
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e Se realizé una nueva centrifugacion de la placa a 1.300g durante 5 minutos.
e Una vez mas se elimind todo el liquido de la placa, utilizando un sistema de
aspiracion por vacio programado a una velocidad suave de aspiracion.

e Finalmente repetimos una vez mas este proceso de lavado.

7.5. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA SU LECTURA:

e Tras el ultimo lavado, afiadimos a cada pocillo 80 pl de tampén.
e Nuevamente se cubrio6 la placa con una pelicula de plastico y se vorted

durante 10 segundos.

e Tras este Ultimo paso la placa quedd lista para su lectura.

La sefial fluorescente para cada “bead” recubierta por un alelo de MICA se
midié utilizando un fluorimetro especifico LabScan 100TM y dicha fluorescencia se
analizé mediante el software HLA-Fusion™ (OneLambda, CA, EE.UU.). En el caso de no
poder realizar la lectura de forma inmediata, es posible guardar la placa en la en la

nevera a 4°C.

Los anticuerpos anti-MICA se consideraron positivos cuando la intensidad
media de fluorescencia (MFI) de cada “bead” estaba por encima de un valor de corte
de 500 en el analisis de los resultados del kit LABScreen® Mixed y de 2000 unidades de
fluorescencia en el analisis de LABScreen® MICA Sigle Antigen, de acuerdo con lo

sugerido por el fabricante.
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8. ESTADISTICA

Las frecuencias alélicas y los haplotipos fueron calculados por conteo directo y la
importancia de la asociacién se determind mediante la prueba de Chi-cuadrado con
correccidon de Yates o mediante el test exacto de Fisher. Los valores de p fueron
corregidos (pc) multiplicando éstas por el nimero de comparaciones. Un valor de p

menor de 0,05 fue considerado significativo.

La odds ratio (OR) se calculé por la relacién entre productos, y la correccién de
Haldane se aplicé cuando el nimero de casos en un grupo era 0. Se obtuvieron los
intervalos de confianza (IC) exactos del 95%. El impacto potencial de cada marcador
fue estimado por la fraccién etoldgica (EF), que indica la proporcidon de casos de la
enfermedad entre la poblacidn total, que son atribuibles a un alelo cuando la OR es

mayor de 1.

La distribucidon de haplotipos se derivd del genotipado de HLA-B, HLA-DR y del gen
MICA. Los haplotipos extendidos (EH) se dedujeron de acuerdo con estudios previos de
desequilibrio de ligamiento (LD). El grado de LD entre los dos loci se expresa como el
valor de desequilibrio observado (As), es decir, una proporciéon del valor de
desequilibrio maximo tedrico (A max) alcanzable para esta combinacion de alelos. Los

As se calcularon utilizando la férmula: As = A / Amax = Pab- (Pa.Pb) / Pa (1-Pb).

Para los estudios de expresion de MICA, MICB, NKG2D e IL15 se realizdé un analisis
univariante para describir las caracteristicas de la muestra a estudio. Para comparar las
diferencias entre las medias de las variables continuas se utilizé la prueba t de Student.
En este caso también se consideraron como estadisticamente significativos aquellos

valores de p <0,05.

Finalmente para realizar el estudio de la influencia de los anticuerpos anti-MICA
en el desarrollo de patologia autoinmune asociada a la enfermedad celiaca se utilizé la
prueba de contingencia de chi-cuadrado para comparar las variables dicotémicas y se
utilizé la prueba t no pareada para comparar las diferencias entre grupos de variables
continuas. El analisis de regresion logistica multivariante de se utilizd para modelar las

variables que resultaron significativas en el analisis univariante o que eran de
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relevancia clinica. Los valores de p <0,05 se consideraron significativos al igual que en
los apartados anteriores.
Para realizar el analisis estadistico en todos los casos se empled el software IBM

SPSS (versiones 15.0.1 y 17.0.1) y las herramientas de analisis disponibles en la pagina
web VassarStats: Website for Statistical Computation (http://vassarstats.net/).
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1. ESTUDIO GENETICO DE LAS FORMAS CLASICAS Y ATIPICAS DE LA

ENFERMEDAD CELIACA EN LA POBLACION ESPANOLA.

1.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

El planteamiento inicial de este trabajo surgié al observar que, a pesar de
compartir la asociacién con HLA-DQ2 o HLA-DQS8, existian fenotipos distintos de
enfermedad celiaca, que se diferenciaban simplemente en la presencia o ausencia de
determinadas manifestaciones clinicas. Esta notable diferencia se daba ademas entre
personas que vivian en el mismo medio y con unas pautas de alimentacion

practicamente idénticas.

Sin descartar totalmente una posible influencia del entorno, nos planteamos la
realizacion, con la estrecha colaboracién de los Servicios de Digestivo y Pediatria del
Hospital Central de Asturias, de un estudio genético de estos enfermos. En primer
lugar seleccionamos dos grupos de pacientes con enfermedad celiaca. Un primer
grupo con formas clasicas de la enfermedad y un segundo grupo con formas atipicas,
es decir, sin sintomas digestivos. En estos grupos nos planteamos investigar las
posibles diferencias existentes en cuanto a ser portador o no de los alelos de
susceptibilidad DQA1*0501 y DQB1*0201. También nos planteamos analizar la posible
existencia de otros genes en la region MHC que predispongan o protejan de la
aparicion de formas clasicas de la enfermedad, en relacién a los resultados obtenidos

en las fases previas del estudio.

1.2. PACIENTES Y CONTROLES SANOS SELECCIONADOS PARA EL
ESTUDIO.

1.2.1. Pacientes.

Ciento treinta y tres pacientes celiacos fueron seleccionados para la realizacion

de este estudio (82 mujeres, 51 varones, con una edad media de 23,7 + 18,2 afios).
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Todos eran pacientes ambulatorios, reclutados consecutivamente en un periodo de
dos afios (de enero 1998 a diciembre de 1999) de dos hospitales espafioles. Estos
pacientes fueron seguidos anualmente en el HUCA por las consultas de
gastroenterologia pediatrica y gastroenterologia de adultos. Representaban Ia
totalidad de pacientes celiacos ambulatorios seguidos durante este periodo, excepto

aquellos que no dieron consentimiento para ser incluidos en el estudio.

l. Pacientes con enfermedad celiaca cldsica:

a) Diarrea crdnicay distensién abdominal.

b) Sintomas de desnutricién importante en algin momento de la evolucion
de la enfermedad.

c) Biopsia positiva con grado 3 de Marsh.
d) Desaparicion de los sintomas tras la instauracion de una dieta sin gluten.

. Pacientes con formas extradigestivas o larvadas (atipicas) de la
enfermedad:

a) Episodios de diarrea aislados o ausentes.

b) Sintomas leves de malnutricién, especialmente anemia ferropénica.
c) Biopsia positiva con cualquier grado de Marsh.

d) Predominio de sintomatologia extradigestiva.

e) Desaparicion de los sintomas tras la instauracién de una dieta sin gluten.

Tabla 1.1 Caracteristicas clinicas de las diferentes formas de la enfermedad celiaca.

Para la realizacién del primer objetivo del estudio, los pacientes celiacos se
clasificaron en dos grupos diferentes de acuerdo con las manifestaciones clinicas que
presentaban; uno de ellos incluia a todos los pacientes afectados por formas cldsicas
de la enfermedad y el otro grupo estaba formado por los enfermos con formas
atipicas. Setenta y nueve de los 133 pacientes (59,4%) presentaban una sintomatologia
digestiva clara, con diarrea, flatulencia, pérdida de peso y fatiga. Estos pacientes

fueron incluidos dentro del grupo con formas clasicas de la enfermedad. Cincuenta y

86




Resultados

cuatro pacientes (40,6%) tenian solo sintomas atipicos predominantemente extra-
intestinales, o eran incluso totalmente asintomaticos. Estos se incluyeron dentro del

grupo con formas atipicas de la enfermedad celiaca.

El motivo inicial de consulta de estos pacientes fue mayoritariamente de,
retraso en el crecimiento, anemia, dermatitis herpetiforme, un estudio familiar,

deficiencia de hierro aislada e hipertransaminasemia de origen desconocido.

Como complemento de este estudio se recluté un grupo adicional de pacientes
en los cuales la caracteristica clasificatoria fue la negatividad para el heterodimero de
susceptibilidad HLA-DQ2. En este grupo se incluyeron treinta y ocho individuos no
relacionados HLA-DQ2 negativos seleccionados a partir de un grupo de 316 pacientes
con enfermedad celiaca consecutivos diagnosticados en el HUCA entre los afios 2000 y
2001 segun los criterios ESPGAN. También en este caso los pacientes se dividieron en
dos grupos de acuerdo con sus manifestaciones clinicas: formas de enfermedad celiaca
clasica (n = 18) y formas de enfermedad atipicas (n = 20). Todos estos individuos se
tiparon para HLA-DQA1*, HLA-DQB1*, HLA-DRB1*, HLA-DRB3*, HLA-DRB4*, HLA-
DRB5* y HLA-B*.

1.2.2 Controles sanos.

Como grupo de control se incluyeron en el estudio ciento dieciséis donantes de
sangre sanos elegidos al azar de la poblacion espaiola. Como datos necesarios para
efectuar la seleccidn se precisé que estos individuos no estuviesen relacionados con
los pacientes reclutados para el estudio, y que no tuviesen antecedentes familiares de
enfermedad celiaca. Ademas se defini6 que estos sujetos no presentasen
antecedentes de intolerancia al gluten y sus derivados, que no presentasen deficiencia
de hierro, anemia o cualquier anomalia en los estudios bioquimicos. Ademas, en todos
ellos se realizaron los estudios necesarios para determinarla presencia de anticuerpos

antigliadina y antiendomisio, y en todos los casos resultaron negativos.

El grupo resultante estaba constituido por 50 varones y 67 mujeres, con una
media de edad de 35,3 £ 12,4 y con un rango de entre 18 y 62 afios. Adicionalmente se

selecciond otro grupo de controles sanos HLA-DQ2 negativos formado por 91 donantes
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de sangre

no relacionados entre si ni con los pacientes y que cumplian todos los

requisitos antes descritos.

El Comité de Etica de la Investigacidn del Principado de Asturias aprobd el

protocolo,

informado

y todos los pacientes y los controles sanos dieron su consentimiento

por escrito antes de ser enrolados en este estudio.

1.3. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS.

Del

estudio clinico-epidemioldgico de los pacientes estudiados, de dedujeron

los siguientes resultados:

88

La edad media del grupo de enfermos clasicos era mas joven (18,2 + 16,2
anos) en comparacién con la del grupo de pacientes atipicos (31,6 + 18,2

afios) (p < 0,001).

La distribucion por sexos en el grupo de celiacos clasicos fue de 43 varones
y 34 mujeres. En el grupo de pacientes atipicos fue de 39 mujeres y 17
hombres, con una mayor proporcién de mujeres en el grupo con formas de
celiaca atipica en comparacién con el grupo de enfermos clasicos, pero sin

alcanzar diferencias significativas.

La edad media al inicio de los sintomas fue menor en el grupo de celiacos
clasicos (8,9 + 13,9 afios) en comparacion con el grupo de pacientes atipicos

(25,1 £ 18,1 anos) (p < 0,001).

La edad al momento del diagndstico en el grupo de pacientes con celiaca
clasica fue menor (11,5 + 16,1 afnos) en comparacion con el grupo enfermos

con formas atipicas (29,4 + 19,4 afios) (p < 0,001).

El tiempo con la dieta sin gluten (DSG) fue mayor entre los pacientes con
enfermedad clasica (7,6 * 6,7 afios) en comparacion con los que

presentaban formas atipicas (3,2 + 2,7 afos) (p < 0,001).

El indice de Masa Corporal (IMC) fue menor en los pacientes con
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Controles Enfermedad celiaca
n=116 n=133
DQA1*05:01/05-DQB1*02:01/02 25 (21,55%) 115 (86,46%)°

®p < 0,000001; OR=23,23; FE=0,82

Tabla 1.1. Frecuencias del heterodimero DQA1*05:01/05-DQB1*02:01/02 en

controles y en pacientes con enfermedad celiaca.

enfermedad celiaca clasica (19,8 + 3,7) en comparacién con el grupo de

pacientes atipicos (22,4 + 7,9) (p < 0,01).

e No se encontraron diferencias significativas entre los dos grupos de
enfermos al comparar los niveles de hemoglobina, niveles de hierro sérico,
de ferritina, de acido fdlico sérico, los enzimas hepaticos (AST y ALT), la IgA

sérica o la positividad de los anticuerpos antiendomisio IgA y antigliadina.

e Tampoco se apreciaron diferencias en el grado de la atrofia de vellosidades
encontrado en las biopsias duodenales obtenidas de los pacientes incluidos

en el estudio.

1.4. DISTRIBUCION DE LOS HAPLOTIPOS DRB1/DQA1/DQB1 EN LAS FORMAS

CLASICAS Y ATIPICAS DE LA ENFERMEDAD CELIACA.

En la tabla 1.1 se muestran los datos de frecuencias de los genes DQA1*05:01/05-
DQB1*02:01/02 que codifican para el heterodimero de susceptibilidad HLA-DQ2 en
pacientes con enfermedad celiaca y en controles sanos. Tal y como ya se habia descrito
en numerosos trabajos anteriores, la mayor parte de los pacientes resultaron
portadores de estos alelos, con una frecuencia en conjunto del 86,46%. Esta frecuencia
resulto significativamente mas elevada (p.<0,000001, OR=23,23) que en controles

sanos, en los cuales la frecuencia de portadores fue del 21,55%.
Cuando se estudid la distribucién de los alelos de susceptibilidad DQA1*05:01/05

y DQB1*02:01/02 en los dos grupos de enfermos, y se compararon entre si y con el

grupo de controles sanos, se obtuvieron los siguientes resultados:
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Controles Formas cldsicas Formas atipicas
n=116 n=79 n=54

DQA1*05:01/05-DQB1*02:01/02 25 (21,55%) 68 (86.07%) 47 (87,03%)°

®pc < 10°%; OR=24,44; 1C 95% = 9,87 - 59,73.

bpe < 10%; OR=22,50; IC 95% = 10,48 — 47,94.

Tabla 1.2. Frecuencias del heterodimero DQA1*05:01-DQB1*02:01 en controles,
pacientes con formas clasicas y con formas leves de la enfermedad. (OR: Odds Ratio;

IC: Intervalo de confianza)

e La frecuencia de portadores del heterodimero de susceptibilidad DQ2
en las formas clasicas fue del 86,07%, resultando estadisticamente
significativa al compararla con la de los controles sanos (p < 0,000001,

OR = 24,31) (Tabla 1.2).

e La frecuencia de los alelos de susceptibilidad en pacientes con formas
atipicas de la enfermedad (87,03%) resulté también significativa al
compararla con los controles sanos (p < 0.000001; OR = 21.63) (Tabla
1.2).

e No hay ningun tipo de diferencias al estudiar la frecuencia de dichos

alelos en ambos grupos de enfermos.

1.5. DIFERENCIAS EN LA DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS HLA-DR/DQ EN LOS

DIFERENTES GRUPOS DE ENFERMOS Y EN CONTROLES SANOS.

Basandonos en los resultados obtenidos por otros autores, nos parecié oportuno
proseguir nuestro trabajo realizando el tipaje de los alelos DR y DQ tanto en pacientes

como en controles, con el fin de analizar la distribucién de los genotipos DR y DQ. Se
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obtuvieron los siguientes resultados:

1.1.1. Formas cldsicas de la enfermedad:

Al analizar la distribucion de frecuencias entre enfermos con formas clasicas

Controles sanos Formas clasicas

H [0)
Genotipo n=116 n=79 pc OR IC 95%
DRB1*03,03 (DQ2,2) 4 (3,45%) 8 (10,12%) NS - -
DRB1*03,07 (DQ2,2) 5 (4,10%) 25(31,64%) <0,0001 10,28 3,73-28,33

DRB1*03,X (DQ2,X) 12 (10,34%) 21 (26,58%) <0,01 3,14 1,44-6,84

DRB1*07,11 (DQ2,7) 2(1,72%) 13 (16,45%) <0,001 11,23 2,46-51,30

Tabla 1.3. Frecuencias de los genotipos DR y DQ entre controles sanos y enfermos con
formas clasicas de la enfermedad. (OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza; NS: no

significativo)

en comparacioén con el grupo de controles sanos (Tabla 1.3), se dedujo que:

e E| genotipo DRB1*03,03 esta ligeramente aumentado en enfermos
celiacos con respecto a controles sanos, sin alcanzar significacién

estadistica.

e El genotipo DRB1*03,07 es casi ocho veces mas frecuente en pacientes
con enfermedad celiaca clasica (32,35%) que en controles sanos
(4,38%). Las diferencias resultaron estadisticamente significativas (pc <

10°, OR = 10.42).

e El genotipo DRB1*03,X, (siendo X cualquier alelo DR excepto DRB1*03 y
DRB1*07), resultd ser también mas frecuente en enfermos celiacos, con
diferencias estadisticamente significativas con respecto a los controles

sanos (pc = 0,014, OR = 3,29).

e El genotipo DRB1*07,11, que codifica el heterodimero de
susceptibilidad en trans (alelos HLA-DQA1*05:05 / DQB1*02:02),
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alcanzo una frecuencia del 16,17% en enfermos con celiaca cl3sica
frente al 0,87% detectado en controles sanos. Estas diferencias

resultaron estadisticamente significativas (pc < 0,001; OR = 21,80).

1.1.2. Formas atipicas de la enfermedad:

Al comparar la distribucién de genotipos entre los pacientes con enfermedad
celiaca atipica y el grupo de controles sanos, se obtubieron los siguientes

resultados (Tabla 1.4):

e El genotipo DRB1*03,03 estd muy aumentado en los enfermos celiacos
atipicos (20,37%) con respecto a los controles sanos (3,45%) alcanzando

significacion estadistica (pc < 0,001; OR = 7,16).

e El genotipo DRB1*03,07 también aparece en los pacientes atipicos en
una proporcion mayor que en los controles sanos. Estas diferencias

resultaron estadisticamente significativas (pc < 0,001; OR = 6,34).

e El genotipo DRB1*03,X también alcanzd significacion estadistica al

compararlo con los controles (pc < 0,0001, OR=5,95).

e No encontramos diferencias entre los enfermos con formas atipicas de

celiaca y los controles sanos al comparar las frecuencias de DRB1*07,11.

Controles sanos Formas atipicas

Genotipo =116 =54 pc OR IC 95%
DRB1*03,03 (DQ2,2) 4 (3,45%) 11 (20,37%) <0,001 7,16 2,16-23,71
DRB1*03,07 (DQ2,2) 5 (4,10%) 12 (22,22%) <0,001 6,34  2,11-19,09

DRB1*03,X (DQ2,X) 12 (10,34%) 22 (40,74%)  <0,0001 595  2,66-13,36

DRB1*07,11 (DQ2,7) 2 (1,72%) 2 (3,70%) NS

Tabla 1.4. Frecuencia de los genotipos DR y DQ en controles sanos y enfermos con formas
atipicas de la enfermedad. (OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza; NS: no significativo)
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1.1.3. Formas atipicas y cldsicas de la enfermedad:

Finalmente, de la comparacion de frecuencias se realizé entre los dos grupos

de enfermos, sacando las siguientes conclusiones: (Tabla 1.5)

Genotipo Forma:]szgglsicas Formerl]s; gzipicas OR IC 95%
DRB1*03,03 (DQ2,2) 8 (10,12%) 11(20,37%) NS -
DRB1*03,07 (DQ2,2) 25 (31,64%) 12 (22,22%) NS -
DRB1*03,X (DQ2,X) 21 (26,58%) 22 (40,74%) NS -
DRB1*07,11 (DQ2,7) 13 (16,45%) 2 (3,70%) NS -

Tabla 1.5. Frecuencias de los genotipos DR y DQ entre enfermos con formas clasicas y con
formas leves de la enfermedad. (OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de confianza; NS: no

significativo)

e No encontramos ninguna comparacién que fuese estadisticamente
significativa.

e Sin embargo, al analizar las frecuencias del genotipo DRB1*07,11 en
ambos grupos, resulté evidente la fuerte tendencia existente en el
grupo de enfermos con formas clasicas de la enfermedad (16,45%) a ser
portadores de este genotipo en comparacion con el grupo de enfermos

atipicos (3,70%).

1.6. ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DE HAPLOTIPOS HLA EN ENFERMOS CELIACOS Y

EN CONTROLES SANOS.

Aunque no encontramos ninguna diferencia significativa entre los grupos de
enfermos, la evidente tendencia del haplotipo DR3-DQ2 a aparecer mas en las formas

atipicas nos llevé a realizar la siguiente fase de nuestro trabajo.
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Como ya apuntamos anteriormente DRB1*03 puede estar incluido en los
haplotipos B*08 / DRB1*03 / DQA1*05:01 / DQB1*02:01 y del B*18 / DRB1*03 /
DQA1*05:01 / DQB1*02:01, cldsicamente asociados a celiaca, especialmente el
primero de ellos. En ambos casos el heterodimero de susceptibilidad HLA-DQ2 se
hereda en un cromosoma (herencia en “cis”). Tal y como se puede apreciar, ambos
haplotipos comparten los mismos alelos en la regidon de clase Il. Las diferencias

existentes entre ambos haplotipos se encuentran en la regién de clase I.

Controles Formas
Haploltipos Clasicas Pe OR IC 95%
n=116
n=79
B*08/DRB1*03/DQA1*05:01/ 0 o <0,000
DQB1*02:01 12 (10,34%) 32 (40,50%) 1 590 2,79-12,46
B*18/DRB1*03//DQA1*05:01 o o
/DQB1%02:01 7 (6,03%) 10 (12,65%) NS -- -
Controles Formas
Haplotipos atipicas Pe OR IC 95%
n=116
n=54
B*08/DRB1*03/DQA1*05:01/ 0 oy <0.000
DQB1*02:01 12 (10,34%) 40 (74,07%) 24,76  10,55-58,10
B*18/DRB1*03/DQA1*05:01/ o .
DQB1*02:01 7 (6,03%) 5(9,25%) NS - -
Formas Formas
Haplotipos Clasicas atipicas Pc OR IC 95%
n=79 n=54
B*08/DRB1*03/DQA1*05:01/ 0 0
DQB1*02:01 32 (40,50%) 40(74,07%) <0,001 4,19 1,97-8,94
B*18/DRB1*03/DQA1*05:01/ 0 o
DQB1*02:01 10 (12,65%) 4 (9,25%) NS - -

Tabla 1.6. Frecuencias de los haplotipos portadores de HLA-DQ2 en “cis” en controles

sanos y en pacientes con formas cldsicas y con formas atipicas de la enfermedad.

Del analisis de estos haplotipos se dedujeron los siguientes resultados:

e El haplotipo B*08 / DRB1*03 / DQA1*05:01 /DQB1*02:01 se encuentra
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incrementado en ambos grupos de pacientes (40,50% en formas cldsicas,
74,07% en atipicas y 10,34% en controles) si los comparamos con los

controles (Tabla 1.6), alcanzando en ambos casos significacidn estadistica.

e No encontramos diferencias entre las frecuencias del haplotipo
B*18/DRB1*03/ DQA1*05:01/DQB1*02:01 en los enfermos con respecto a

los controles, ni tampoco entre ellos (Tabla 1.6).

e Como dato mas importante de esta comparacidn, resaltar que las
diferencias entre las frecuencias del haplotipo B*08 / DRB1*03/
DQA1*05:01 / DQB1*02:01 en enfermos atipicos (74,07%) con respecto a las
formas clasicas (40,50%) resultaron ser estadisticamente significativas (pc <

0.001, OR = 4,19) (Tabla 1.6).

1.7. ESTUDIO DEL POLIMORFISMO TRANSMEMBRANA DE MICA.

Como ya apuntabamos anteriormente, la diferencia entre los haplotipos B*08 /
DRB1*03 /DQB1*02:01 y B*18 /DRB1*03 / DQB1*02:01 parece localizarse en la region
de clase I. A la vista esto, decidimos ahondar mas en el estudio de esta region, ya que
estos resultados parecen sugerir que en el entorno del locus HLA-B puede haber un

gen asociado con las diferentes formas clinicas de la enfermedad celiaca. Tal y como ya

MICA Controles sanos Celiacas clasicas
pc OR IC 95%
™™ n=116 n=79
A4 30 (25,86%) 19 (24,05%) NS - -
A5 33 (28,45%) 20(25,32%) NS - -
A5.1 51 (43,96%) 42 (53,16%) NS - -
A6 50 (43,10%) 42 (53,16%) NS - -
A9 35(30,17%) 13 (16,45%) NS - -

Tabla 1.7. Frecuencias de los alelos MICA TM en celiacos con enfermedad cldsica y

en controles sanos.
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habiamos apuntado, uno de estos genes candidatos es MICA. Decidimos pues estudiar
un polimorfismo, consistente en repeticiones del triplete ATG, que presenta el gen
MICA en el exdén 5. Se han descrito 5 alelos diferentes; un alelo con 4 repeticiones
(MICA-A4), otro con 5 (MICA-A5), otro con 6 (MICA-A6) y otro con 9 (MICA-A9). Existe
ademas un alelo adicional con una insercion de un nucledtido A que se denomina A5.1.

El exdn 5 de MICA codifica para la regidon transmembrana de la proteina.

1.7.1. El alelo MICA-A5.1 estd asociado a las formas atipicas de la enfermedad

celiaca.

Al analizar la distribucién de la frecuencia de los diferentes alelos TM de
MICA en los distintos grupos de individuos incluidos en este estudio, nos

encontramos los siguientes resultados:

e Tanto en formas clasicas como en las atipicas, el alelo MICA-A 5.1 aparece
incrementado, aunque solo es significativo al comparar la frecuencia este
alelo en el grupo de enfermos con formas atipicas con la de los controles

sanos (p.<0.000001; OR =13.02) (Tablas 1.7 y 1.8).

IV_IrII\(/IIA Cont:]ozlleiganos Cell’ac:zsa:ipicas OR IC 95%
A4 30 (25,86%) 9 (16,67%) NS - -
A5 33 (28,45%) 7 (12,96%) NS - -
A5.1 51 (43,96%) 49 (90,74%)  <0,0001 12,49 4,64-33,63
A6 50 (43,10%) 21 (38,89%) NS - -
A9 35 (30,17%) 6(11,11%) NS - -

Tabla 1.8. Frecuencia de los alelos MICA TM en enfermedad celiaca atipica y en

controles sanos.
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La frecuencia de MICA-A6 estd incrementada en los pacientes con formas
cladsicas comparado con la de los enfermos con celiaca atipica (53,16% vs.
38,89%), sin alcanzar significacion estadistica (Tabla 1.9).

Las diferencias existentes entre las frecuencias del alelo A5.1 en enfermos
con formas clasicas (55.88%) y atipicas (90.24%) resultaron

estadisticamente significativas (pc < 0,0001, OR = 7.3) (Tabla 1.9).

MICA Formas clasicas Formas atipicas

0,
™ n=79 n=54 pc OR IC 95%
A4 19 (24,05%) 9 (16,67%) NS - -
A5 20(25,32%) 7 (12,96%) NS - -

A5.1  42(53,16%) 49 (90,74%) <0,0001 8,63 3,11-23,96
A6 42 (53,16%) 21 (38,89%) NS - -

A9 13 (16,45%) 6(11,11%) NS - -

Tabla 1.9. Frecuencias de los alelos MICA TM en celiacos clasicos y en atipicos.

1.7.2. Laasociacion del alelo MICA-A5.1 es independiente del haplotipo EH8.1.

Con el fin de investigar si la asociacién del alelo MICA-A5.1 a las formas atipicas

de la enfermedad es independiente del haplotipo 8.1, se realizaron los calculos

oportunos (Tabla 1.10). Nos encontramos que:

MICA-A5.1 estaba presente en el 100% de los pacientes celiacos portadores

de este haplotipo.

MICA-A5.1 se detecto en el 64,3% de los pacientes con formas atipicas de la
enfermedad que eran negativos para el haplotipo 8.1 y sélo en el 21,2% de

los pacientes con celiaca cldsica (p < 0,01, OR = 6,67).
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n MICA-A5.1 pc OR IC 95%
EH 8.1 positivos
Cldsicas 32 32 (100%) NS
Atipicas 40 40 (100%) NS
EH 8.1 negativos
Clasicas a7 10 (21.2%)
Atipicas 14 9(64.3%)" <0.01 6,67 1.82-24.36

Tabla 1.10. Distribucidon del alelo MICA-A5.1 en pacientes celiacos positivos y
negativos para el Haplotipo Extendido 8.1 (B*08 / DRB1*03 / DQA1*05:01 /
DQB1*02:01).

1.8. ANALISIS DE LA ASOCIACION DE LOS ALELOS DE MICB CON LA ENFERMEDAD
CELIACA.

Una vez realizado el analisis de los alelos TM de MICA en pacientes y en
controles, decidimos estudiar la distribucion de 16 alelos de MICB en los mismos
grupos. Solamente se encontraron nueve alelos diferentes de MICB en nuestra

poblaciéon (Tabla 1.11).

Los resultados de dicho analisis fueron los siguientes:

e La distribucidon de los alelos MICB era claramente diferente entre
pacientes y controles. Se encontré una fuerte asociacién del alelo
MICB*0106 con la enfermedad celiaca (pc < 0,000001; OR =5,6; IC 95%
=3,13-10,17) (Tabla 1.11).
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e Tal y como ya se habia realizado para MICA, la distribucién de MICB
también se analizd agrupando a los pacientes en formas clasicas vy
atipicas de la enfermedad. El alelo MICB*0106 estaba significativamente
incrementado en ambos grupos de pacientes al compararlos con el
grupo de controles sanos; formas clasicas (pc < 0,01; OR =3,7; IC95% =
1,94 a 7,18) y formas atipicas (pc < 0,000001; OR = 11,1; IC 95% = 5,23 -
23,68) (Tabla 1.11).

Celiacos , , ;.
Controles totales Celiacos Celiacos atipicos

(n=116) (n=133) clasicos (n=79) (n=54)
MICB*01021 87 (75%) 90 (67%) 61 (77%) 29 (51%)
MICB*01022 13 (11%) 4 (3%) 3 (3%) 1(1%)
MICB*0103101 28 (24%) 25(18%) 14 (17%) 11 (20%)
MICB*0103102 8 (6%) 13 (9%) 10 (12%) 3 (5%)
MICB*0104 32 (27%) 18 (13%) 9 (11%) 9 (16%)
MICB*0105 7(6%) 6 (4%) 3(3%) 3 (5%)
MICB*0106 22 (18%) 76 (57%)° 37(46%)" 39 (72%)°
MICB*01021v 6 (5%) 4 (3%) 1(1%) 3 (5%)
MICB*005d 2 (1%) 1(1%) 1(1%) 0
®p.< 0.000001, OR =5,6 IC 95% = 3,1 - 10,1, celiacos totales vs controles sanos.
bpc< 0.01, OR=3,71C95% = 1,9 - 7,1), celiacos cldsicos vs controles sanos.
°p.< 0.000001; OR = 11,1; IC 95% = 5.23 - 23,62. Celiacos atipicos vs controles sanos.
p:.<0.05, OR =2,9;1C95% = 1,43 - 6,18). Celiacos atipicos vs cldsicos.

Tabla 1.11. Distribucién de los diferentes alelos de MICB en pacientes con enfermedad
celiaca y en controles sanos. Los pacientes celiacos se han dividido en dos grupos de

acuerdo con las diferentes formas de la enfermedad.

e El alelo MICB*0106 también estaba incrementado pacientes con
enfermedad atipica en comparacion con aquellos afectados por formas
clasicas de la celiaca (pc < 0,05; OR = 2,9; IC 95% = 1,43 - 6,18) (Tabla
1.11).
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o El andlisis de la segregacién de los alelos MICA y MICB en algunas
familias disponibles de estos pacientes indicé que MICB*0106 era parte
de la haplotipo extendido EH8.1 (HLA-B*08:01 - MICA-A5.1 - MICB*0106
-DRB1*03:01 - DQA1*05:01 - DQB1*02:01) (Figura X).

e Se observé un importante desequilibrio de ligamiento entre MICB*0106,

HLA-DQ2 (A s = 0,55) y MICA-A5.1 (A s = 1).

1.9  ANALISIS GENETICO DE LOS INDIVIDUOS HLA-DQ2 NEGATIVOS.

Tal y como se apuntd previamente, se recluto otro grupo de 38 pacientes HLA-
DQ2 negativos con el fin de evaluar si las asociaciones descritas hasta el momento eran
independientes de la presencia del heterodimero de susceptibilidad HLA-DQ2. Todos

estos pacientes se tiparon para HLA-DRB1*, DQA1* y DQB1*, y se realizé también el

Pacientes DQ2-negativos Controles sanos
n=38 n=91
HLA-DQ38 11 (29%)° 9 (10%)

(DQA1*03:xx,DQB1*03:02)

HLA-DQA1*05:01/05

(Una cadena de 13 (34%) 21 (23%)
susceptibilidad)

HLA-DQB1*02:01/02

(Una cadena de 14 (37%) 27 (30%)
susceptibilidad)

HLA-DRB1*03:01 1(2.6%) 3(3.3%)
HLA-DRB1*04:xx 10 (26%) 23 (25%)
HLA-DRB1*07:01 14 (37%) 26 (29%)
HLA-DRB4* 22 (58%) 47 (52%)

%p <0,01; p.= NS.

Tabla 1.12. Diferencias en la distribucion de HLA-DQ8 y otros alelos HLA-DR en
pacientes celiacos HLA-DQ2 negativos y en controles sanos.
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genotipado del polimorfismo TM de MICA y de los diferentes alelos de MICB.

Los resultados obtenidos en este estudio fueron los siguientes:

Tal y como ya habia sucedido en el estudio anterior, la edad promedio al
momento del diagnéstico en el grupo de pacientes con enfermedad clasica fue
menor (9,88 *+ 6,65 afios) en comparacidn con el grupo de pacientes con celiaca
atipica (20,05 + 10,60 anos). Estas diferencias alcanzaron significaciéon

estadistica (p < 0,01).

No se encontrd significacion estadistica al comparar la frecuencia de HLA-
DRB1*04 en pacientes celiacos DQ2 negativos con la de los controles sanos en
nuestro estudio (25% en la poblacién de control y en el 26% de los pacientes
con EC). Este alelo esta en desequilibrio de ligamiento con HLA-DQ8. Tampoco

se encontraron diferencias en la distribucién de HLA-DRB4* (Tabla 12).

La frecuencia del heterodimero HLA-DQ8 (DQA1*03:xx, DQB1*03:02) fue
claramente mayor en los pacientes (28%) en comparacién con los controles
(9%). Sin embargo estas diferencias no resultaron estadisticamente

significativas (Tabla 1.12). No se encontraron diferencias en la distribucién de

Pacientes clasicos Pacientes atipicos Controles sanos
n=19 n=27 n=91
A5.1 7 (39%) 22 (81%)>° 37 (40.6%)
A6 14 (74%) 14 (52%) 42 (46.1%)
A5 5 (27%) 5 (18,5%) 26 (28%)
A4 3 (16.6%) 6 (22%) 23 (25%)
A9 1 (5.5%) 4 (15%) 27 (29.6%)
% pc<0,001, OR=6,4, 95%Cl (2,23-18,40) (atipicos vs. controles)
b pc<0,05, OR=7,5, 95%Cl (1,89-28,91) (atipicos vs. cldsicos)

Tabla 1.13. Distribucién de los alelos MICA TM en controles sanos y en pacientes en

formas atipicas y clasicas de enfermedad celiaca. Todos los casos y controles son HLA-

DQ2 negativos.
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DQ8 cuando se compararon los grupos de pacientes con diferentes formas de

la enfermedad.

e El alelo HLA-B8 aparecia con una mayor frecuencia el grupo con enfermedad
atipica que en los pacientes con formas clasicas (3 sobre 20 frente a 0 de 18),

pero las diferencias tampoco alcanzaron significacién estadistica.

e No se encontraron diferencias en la distribucion de estos y otros alelos de HLA,

entre los controles sanos y los pacientes o entre ambos grupos con EC.

e Se encontrd una fuerte asociacién del alelo MICA-A5.1 con el grupo de
pacientes atipicos. Este alelo se encontré en el 81% de los enfermos atipicos
HLA DQ2 negativos, en el 40% de los controles (pc < 0,001, OR = 6,4) y en el
39% de los pacientes con formas clasicas de la enfermedad celiaca (PC < 0,05,

OR=17,5) (Tabla 1.13).

Celiacos ; Celiacos
Controles Celiacos . .
(n=91) LCIZICE clasicos (n=19) atipicos
(n=46) (n=27)
MICB*01021 71 (78%) 35 (76%) 17 (89%) 18 (66%)
MICB*01022 12 (13%) 2 (4%) 0 2 (7%)
MICB*0103101 22 (24%) 6 (13%) 1 (5%) 5 (29%)
MICB*0103102 5 (5%) 4 (8%) 3 (15%) 1 (3%)
MICB*0104 28 (30%) 24 (52%)* 10 (52%) 14 (51%)
MICB*0105 5( 5%) 1(2%) 0 1 (3%)
MICB*0106 12 (13%) 4 (8%) 2 (10%) 2 (7%)
MICB*01021v 3(3%) 2 (4%) 0 2 (7%)
MICB*005d 2 (2%) 0 0 0

*p< 0,01, p.=N.S.celiacos totales vs controles sanos.

Tabla 1.14. Distribucién de los alelos de MICB en controles sanos y en pacientes en formas
atipicas y clasicas de enfermedad celiaca. Todos los casos y controles son HLA-DQ2
negativos.

e El alelo MICA-A6 estaba incrementado en el grupo de pacientes clasicos y
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MICA-A9 estaba notablemente disminuido, pero las diferencias no alcanzaron

significacidn estadistica (Tabla 1.13).

e El alelo MICB*0104 estaba también incrementado en los pacientes celiacos
HLA-DQ2 negativos, pero no de forma significativa (52% vs 30%, p = 0,01, PC =
NS) (Tabla 1.14).

e No se encontraron diferencias en la distribucién de los demas alelos de MICB
en los pacientes con respecto a los controles y entre los dos grupos de

pacientes (Tabla 1.14).

1.10  ANALISIS DE LA DISTRIBUCION DEL POLIMORFISMO -308 DEL PROMOTOR

DEL GEN TNFA.

El gen que codifica para el TNF-a esta ubicado en humanos en la regién MHC.
Ciertos SNPs en la regiéon promotora de este gen pueden favorecer un cambio en la
sintesis de proteina, fendmeno que se ha asociado con patologia autoinmune y
enfermedades infecciosas. En el caso del polimorfismo en la posicion -308 se sustituye

una guanina por una adenina (G/A) y se generan los alelos conocidos como TNF1 (G) y

Genotipos Controles Formas clasicas Formas atipicas
: n=116 n=79 n=54
A/G 23 (19,83%) 40 (50,63%) 35 (64,81%)
G/G 89 (76,72%) 35 (44,30%) 10 (18,52%)
A/A 4 (3,45%) 4 (5,06%) 9 (16,67%)

Tabla 1.15. Frecuencias de los genotipos del polimorfismo —308 en los tres grupos
analizados.

TNF2 (A). La sintesis del TNF- a puede variar en funcion de este polimorfismo. El alelo
TNF2 se ha asociado con una transcripcidn significativamente aumentada de esta

citocina (13) y estd asociado con varias patologias autoinmunes y a la enfermedad
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celiaca

33, 34

. Por este motivo decidimos realizar el genotipado de este polimorfismo,

encontrando los siguientes resultados (tabla 1.15):

No se encontraron diferencias entre la distribucion de los genotipos A/G, G/G y
A/A entre ambos grupos de pacientes y con respecto a controles sanos.
Encontramos diferencias significativas al comparar la distribucion de la

frecuencia del alelo A entre las formas atipicas y las clasicas de la enfermedad

Alelos pc OR IC 95%

Formas cldsicas Formas atipicas
2n=158 2n=108

TNF2 (A) 48 (30,38%) 53 (49,07%)*  <0,01 2,21 1,33-3,68

TNF1(G) 110 (69.62%) 55 (50,93%) - - -

Tabla 1.16. Frecuencias alélicas del polimorfismo —308 en los dos grupos de enfermos
analizados.

celiaca. Dicho alelo se encontré 49% de los enfermos atipicos y sélo en el 30%
de los clasicos (pc < 0,01; OR=2,21; IC 95% = 1,33-3,68) (Tabla 1.16).
Encontramos que todos los individuos portadores del alelo TNF2 lo eran
también del haplotipo AHS8.1.

No se encontraron diferencias en la distribucidn del alelo G.

Todos los resultados deducidos de dicho analisis pueden atribuirse al

desequilibrio de ligamiento entre el TNF2 y HLA-DQ2.
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2. ESTUDIO GENETICO DE LAS FORMAS CLASICAS Y ATIPICAS DE LA
ENFERMEDAD CELIACA EN LA POBLACION SAHARAUI.

2.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

Como siguiente objetivo de nuestro trabajo nos planteamos replicar los resultados
obtenidos en la poblacién espanola en otra poblacién diferente. Para ello, realizamos
una réplica del analisis genético realizado, en una cohorte de pacientes saharauis con

enfermedad celiaca, divididos en los dos grupos ya descritos.

2.2. PACIENTES Y CONTROLES SANOS SELECCIONADOS PARA EL ESTUDIO.

2.2.1. Pacientes.

Ciento veinticinco pacientes celiacos se incluyeron de forma aleatoria en el
estudio. Todos los pacientes fueron reclutados en los campamentos de refugiados de

Tinduf en Argelia, durante una visita realizada en mayo de 2002. Debido a las

EC atipica EC clasica Controles sanos
n=57 n=67 n=98

) Masculino 13 24 38

Género
Femenino 44 43 60

Edad media 21.8+14.44 10.615 21.3+13.8
Historia familiar 32 (56%) 27 (40%) -
Enfermedades
autoinmunes 9 (16%)° 1(1.5%) -
asociadas
®p =0.006; OR = 12,37; 1C 95% = 1,51-100,97.

Tabla 2.1. Caracteristicas de los grupos de individuos saharauis seleccionados para

el estudio.
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dificultades inesperadas, no se pudieron obtener biopsias de cada paciente con el fin
de establecer un diagndstico. Del total de 124 pacientes, 82 habian sido diagnosticados
previamente en un estudio realizado por el Dr. Carlo Catassi en el afio 2001, estudio en
el cual si se habian podido realizado biopsias. Los 43 nuevos casos de enfermedad que
encontramos, fueron clasificados como celiacos ya que resultaron positivos para la
determinacién de auto-anticuerpos anti-TG2 antes de comenzar una dieta libre de
gluten. La presencia de una historia familiar de enfermedad celiaca no fue tenida en

consideracién en la seleccion de los nuevos casos.

Todos los pacientes se clasificaron como celiacos clasicos y atipicos, de acuerdo
con sus manifestaciones clinicas que presentaban al diagndstico. Sesenta y siete tenian
una sintomatologia digestiva cldsica, consistente en diarrea, flatulencia, pérdida de
peso y fatiga. Estos pacientes se clasificaron como formas cldsicas de enfermedad
celiaca. Los cincuenta y siete restantes presentaban solo sintomas extraintestinales
predominantes, o eran incluso asintomaticos, por lo que fueron clasificados como
pacientes con formas atipicas de la enfermedad. La mayor parte de éstos presentaban
anemia como manifestacion predominante y fueron diagnosticados sélo por la

presencia de anticuerpos anti-TG2.

2.2.2. Controles sanos.

Se reclutaron para realizar la comparaciéon genética noventa y ocho controles
sanos de la poblacion saharaui. Ninguno de estos individuos tenia relacidn familiar
directa con los pacientes ni presentaban antecedentes familiares de enfermedad
celiaca. Como requisitos clinicos y analiticos necesarios para su inclusion como
controles se utilizaron los siguientes: no presentar antecedentes de intolerancia al
gluten y sus derivados, no tener deficiencia de hierro, anemia o cualquier hallazgo

anormal en los estudios bioquimicos y la negatividad para los anticuerpos anti-TG2.

Las autoridades sanitarias saharauis de Tinduf concedieron el adecuado
permiso para la realizacidon del estudio y todos los pacientes y controles dieron su

consentimiento informado antes de ser reclutados.
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2.3. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES SAHARAUIS.

Del estudio clinico-epidemioldgico de los dos grupos de enfermos y los controles

sanos se obtuvieron los siguientes resultados:

e La edad media del grupo de pacientes con enfermedad celiaca atipica era
mayor que la de la de los pacientes con formas clasicas de la enfermedad

(21,8 £ 14,44 aios vs. 10,6 + 5 afios).

e La edad de aparicion de la enfermedad no pudo establecerse debido a que
es muy dificil de estimar cuando aparece la celiaca en pacientes con formas
atipicas, especialmente en aquellos que presentan menos sintomas o en los

gue son totalmente asintomaticos.

e Se detectd un incremento notable en la proporcién de mujeres en el grupo

de pacientes con enfermedad atipica (4:1).

e Los pacientes con formas atipicas de la enfermedad tenian un aumento de
la frecuencia de enfermedades autoinmunes concomitantes, tales como la
diabetes mellitus tipo 1, la dermatitis herpetiforme, tiroiditis autoinmune,
etc. La comparacién con el grupo de pacientes con formas cldsicas de la

enfermedad resulté estadisticamente significativa (16% vs 1,5%, p < 0,01).

e Se encontré un mayor grado de agregacion familiar entre los pacientes con

formas atipicas de la enfermedad (60% vs 40%).

DISTRIBUCION DE LOS GENOTIPOS HLA-DRB1*, DQA1* Y DQB1* EN

PACIENTES Y EN CONTROLES.

Del mismo modo que en la poblacion espanola, El punto de este estudio fue
realizar un analisis genético de los loci HLA de clase Il. Dicho analisis presento los

siguientes resultados (Tabla 2.2):

e Los alelos HLA-DQA1*05:01/05 y DQB1*02:01/02 estaban claramente

asociados con la enfermedad celiaca en la poblacién saharaui (pc <10°, OR
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=10,63), tal y como ya se habia descrito previamente.

e El| heterodimero de susceptibilidad estaba incrementado en ambas formas
de la enfermedad en comparacién con los controles sanos. HLA-DQ2 estaba
presente en el 86,5% (pc < 10°; OR = 9,34) de los pacientes con la forma
clasica de la enfermedad y en el 91% (pc < 10, OR = 15,08) de los enfermos

con la forma atipica (Tabla 2.2).

Pacientes EC EC clasica EC atipica Controles
n=125 n=67 n=57 n=98
HLA-DQ2 110 (88%) 58 (86.5%) 52 (91%) 40 (41%)
HLA-DQS8 en 6 of 15

i 5 of 9 (55.5%) 10f5(20%) 7 of 58 (12%)
DQ2 negativos (40%)

pc < 10'5; OR=10,63;1C95% = 5;42 — 20,84. DQ2 en EC vs. controles sanos.
pc < 10°, OR = 9,34; IC 95% = 4,16 — 20,99. DQ2 en EC cldsica vs. controles sanos.
pc < 10”; OR = 15,08; IC 95% = 5,53 - 41,08. DQ2 en EC atipica vs. controles sanos.

Tabla 2.2. Distribucién de los heterodimeros de susceptibilidad en pacientes celiacos y

en controles sanos.

e Ademas, hemos encontrado que el nimero de controles sanos portadores
del heterodimero de susceptibilidad HLA-DQ2 fue notablemente superior a
la descrita en la poblacion espafiola (8) (41% vs. 21,5%; pc < 0,05) y en otros

estudios en varias poblaciones caucasicas.

e El heterodimero HLA-DQS8 se encontro en el 41% de los pacientes saharauis
con enfermedad celiaca y en sélo el 12% de los controles sanos, pero estas
diferencias no alcanzaron significacion estadistica cuando se aplicé la

correccion correspondiente (p = 0,01, pc = NS).

e El heterodimero HLA-DQS resultd ser especialmente frecuente en pacientes

con enfermedad celiaca cldsica (55,5%; p = 0,007; PC = NS).

e Los alelos HLA-DRB1* mostraron una distribucion similar entre ambos

grupos de pacientes.
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2.5. ANALISIS DE LOS HAPLOTIPOS HLA EN PACIENTES Y EN CONTROLES

SAHARAUIS.

A continuacion decidimos analizar la distribucién de los alelos de HLA-B* en los tres
grupos estudiados. De este modo se pudo evaluar la distribucidon de los diferentes

haplotipos HLA en los pacientes y en los controles sanos de la poblacién saharaui.

Pacientes EC EC clasica EC atipica Controles
n=125 n=67 n=57 n=98
DR3/DQ2 100 (80%) 49 (73%) 51 (89%) 36 (37%)
DRx/DQ2 10 (7%) 9 (13%) 1(2%) 4 (4%)
B8/DR3/DQ2 65 (52%) 24 (36%) 41 (72%) 21 (21%)

pc< 10'6; OR =9,39; IC 95% = 4,43 — 19,94. B8/DR3/DQ2 en EC atipica vs. controles
sanos.

p.< 0.001; OR =4,59; IC95% = 2,14 — 9,85. B8/DR3/DQ2 en EC atipica vs. cldsica.

Tabla 2.3. Distribucidn de los haplotipos de susceptibilidad en pacientes celiacos y en

controles sanos.

De este estudio se dedujeron los siguientes resultados (Tabla 2.3):

e Como era de esperar, la presencia del haplotipo DR3/DQ2 estaba
claramente incrementada en los pacientes con formas clasicas de la
enfermedad (73%; pc < 10-5, OR = 9,34; IC 95% = 4,16 — 20,99) cuando se
compararon con los controles sanos. Este incremento ere especialmente
importante en los pacientes con enfermedad atipica (89%; pc < 10,5; OR =

15,08; IC95% = 5,53 - 41,08) (Tabla 2.3).

e No se encontraron otras diferencias en la distribucion de los haplotipos DR

y DQ entre los diversos grupos de pacientes y controles estudiados.

e Como ya hemos visto previamente en la poblacién espanola, existe una

fuerte asociacion del haplotipo HLA-B8/DR3/DQ2 con las formas atipicas de

109




Resultados

Pacientes con EC clasica vs. atipica

HLA-DQ2 p=NS MICA-A5.1
{HH} PLIRRRRILI R Rnnnttl H
p=NS HLA-DR3 pe< 0.001 HLA-BS

OR=6,31

DQ2/DR3/A5.1/B8
p: <0.001, OR=459, 95% Cl (2.14-9.85)

'y
v

Figura 2.1. Mapa genético del haplotipo HLA-B8/DR3/DQ2 en ambos grupos de pacientes
saharauis con enfermedad celiaca. Las formas atipicas y clasicas de la enfermedad
comparten la misma region de clase Il (DR / DQ), pero son claramente diferentes en la
region de clase | (MICA / HLA-B).

la enfermedad cuando se compararon con el grupo de controles sanos (pc <

10®, OR = 9,39).

e Este haplotipo (HLA-B8/DR3/DQ2) también estaba incrementado en los
pacientes con celiaca clasica (37%), pero las diferencias no alcanzaron

significacion estadistica.

e Sin embargo, cuando se compard la distribucion de este haplotipo entre los
dos grupos de pacientes, se encontrd que estaba significativamente
incrementado en las formas atipicas de la enfermedad en comparacién con

las cldsicas (pc < 0,001, OR = 4,59) (Tabla 2.3, Figura 2.1).

e No se encontraron otros haplotipos HLA asociados con la celiaca en

conjunto o con las diferentes formas de la enfermedad.

2.6. ANALISIS DEL POLIMORFISMO TRANSMEMBRANA DE MICA EN PACIENTES Y

EN CONTROLES SANOS DE LA POBLACION SAHARAULI.

El siguiente paso en nuestro trabajo consistié en comprobar si las diferencias

observadas en la distribucidn de los haplotipos HLA podrian ser secundarias a la
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presencia de determinados alelos del locus MICA. Como ya habiamos descrito
previamente en la poblacion espafiola, el alelo transmembrana MICA-A5.1 estaba

notablemente incrementado en los pacientes con formas atipicas de la enfermedad

MICA Pacientes EC EC atipica EC clasica Controles sanos
n=125 n=57 n=67 n=98
4 18 (14%) 10 (18%) 8 (11%) 17 (16.5%)
5 22 (18%) 6 (11%) 16 (23%) 22 (21%)
5.1 82 (66%) 49 (86%)>° 33 (49%) 46 (47%)
6 66 (53%) 22 (40%) 44 (63%) 57 (58%)
9 24 (19%) 10 (18%) 14 (20%) 29 (28%)

®Pc < 0,001; OR =6,31; IC95% = 2,60 - 15,33.MICA-A5.1 EC atipica vs. EC cldsica.

bpe < 0,00001; OR =6,92; IC95% = 2,97 - 16,14. MICA-A5.1 EC atipica vs.
Controles.
Tabla 2.4. Distribucion de los diferentes alelos transmembrana de MICA en los dos

grupos de enfermos celiacos y en controles sanos.

celiaca.

El andlisis de los polimorfismos de la region TM de MICA en la poblacién saharaui

mostré los siguientes resultados (Tabla 2.4):

e El alelo MICA-A5.1 estaba notablemente incrementado en las formas atipicas
de la enfermedad (Tabla 2.4). Este alelo se encontré en 86% de los pacientes.
Por el contrario, solamente el 49% de los pacientes con formas clasicas eran
portadores del alelo MICA-A5.1, frecuencia similar a la encontrada en los

controles sanos (47%).

e Las diferencias entre el grupo de enfermos con celiaca atipica y los controles

sanos resultaron significativas (Pc < 10°; OR = 6,92; IC 95% = 2,97 - 16,14).

e Existe una clara diferencia en la distribucion del alelo MICA-A5.1 entre los
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pacientes celiacos clasicos y los atipicos. Dichas diferencias también alcanzaron

significacion estadistica (Pc < 0,001, OR =6,31; IC95% = 2,60 - 15,33).

e Sin embargo, cuando se compard la distribucién de este alelo en el grupo que
incluye a todos los pacientes celiacos con el grupo de los controles sanos, las

diferencias no alcanzaron significacién estadistica (66% vs. 47%) (Tabla 2.4).

2.7. ANALISIS DEL POLIMORFISMO TRANSMEMBRANA DE MICA EN RELACION CON

EL HAPLOTIPO HLA-DQ2/DR3/BS.

Se realizd una estratificacion de los pacientes con el fin de estimar si la vinculacion
de este alelo de susceptibilidad a las formas atipicas de la enfermedad celiaca era

independiente del haplotipo HLA-B8/DR3/DQ2, en el cual habitualmente esta incluido

n MICA-A5.1
B8/DR3/DQ2 positivos
Formas atipicas 41 41 (100%)
Formas clasicas 25 25 (100%)
B8/DR3/DQ2 negativos
Formas atipicas 16 8 (50%)*
Formas clasicas 42 8 (19%)

*p < 0.05, OR=4,25; IC95% = 1,57-21,57.

Tabla 2.5. Distribucién del alelo MICA-A5.1 en pacientes HLA-B8/DR3/DQ2 positivos

y negativos.

el alelo MICA-A5.1, tal y como ya habiamos demostrado en la poblacidn espafiola.

Los datos obtenidos a partir de dicho analisis fueron los siguientes:

e Todos los pacientes celiacos y los controles sanos portadores del haplotipo
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HLA-DQ2/DR3/B8, también lo eran del alelo MICA-A5.1.

e Se analizé la distribucion del alelo MICA-A5.1 en un grupo de pacientes
positivos y negativos para el haplotipo HLA-B8/DR3/DQ2 con el fin de
establecer si esta asociacién con la forma atipica enfermedad celiaca se
debia a desequilibrio de ligamiento con este haplotipo (Tabla 2.5). Para ello
se compararon 42 pacientes cldsicos y 16 atipicos que no portaban dicho
haplotipo. En esta situacién el alelo MICA-A5.1 estaba también
significativamente incrementado en las formas atipicas de la enfermedad
celiaca (50% vs 19%,; p < 0,05; OR = 4,25; IC 95% = 1,57-21,57).

e Esto confirma que el aumento de la frecuencia de A5.1 en formas atipicas
es independiente de la inclusién de este alelo en el haplotipo HLA-

B8/DR3/DQ2.

2.8. ANALISIS DEL POLIMORFISMO TRANSMEMBRANA DE MICA EN RELACION

CON LA HISTORIA FAMILIAR DER LOS PACIENTES.

Por dltimo, los pacientes fueron estratificados de acuerdo con la presencia de
antecedentes familiares de enfermedad celiaca. En ambos grupos se estudid la
distribucién de los diferentes alelos TM de MICA (Tabla 2.6).

Los resultados de dicho analisis fueron los siguientes:

e En el primer grupo, es decir, aquellos con historia familiar de enfermadad
celiaca, el alelo MICA-A5.1 estaba incrementado en el grupo de pacientes con
formas atipicas en comparacién con los que presentan enfermedad celiaca
clasica (p < 0,01, OR =5,81).

e Una distribuciéon similar de este alelo se encontré en el grupo de pacientes que
no tienen familiares afectados (p < 0,01, OR = 7,33).

e De ese modo, nuestros resultados muestran que la asociacién del alelo MICA-
A5.1 con las formas atipicas de la enfermedad no estaba relacionada con la

historia familiar de enfermedad celiaca en la poblacién saharaui.
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n MICA-AS.1

Pacientes con historia familiar
Enfermedad celiaca atipica 32 27 (84%)

Enfermedad celiaca clasica 27 13 (48%)

p<0,01;0R=5,81;1C95% =1,72-19,73.

Pacientes sin historia familiar
Enfermedad celiaca atipica 25 22 (88%)

Enfermedad celiaca clasica 40 20 (50%)

p <0.01; OR=7,33;1C95% = 1,88 — 28,46.

Tabla 2.6. Distribucion del alelo MICA-A5.1 en pacientes con y sin historia familiar de

enfermedad celiaca en la poblacidn saharaui.

2.9. ANALISIS DE LA ASOCIACION DE LOS ALELOS DE MICB CON LA ENFERMEDAD

CELIACA EN LA POBLACION SAHARAUI.

Una vez realizado el analisis de los alelos TM de MICA en pacientes y en
controles, decidimos estudiar la distribucion de 16 alelos de MICB en los mismos
grupos. Al igual que en la poblacién espafiola, solamente se encontraron nueve alelos

diferentes de MICB en la poblacion saharaui (Tabla 2.7).

Los resultados encontrados fueron semejantes a los encontrados en la

poblacién espafiola, y se muestran a continuacién:

e La distribucion de los alelos MICB era claramente diferente entre pacientes y
controles. Se encontré una fuerte asociacion del alelo MICB*0106 con la

enfermedad celiaca (pc <0,0001; OR =5,5; IC 95% = 3,01 - 10,03) (Tabla 2.7).

e Tal y como ya se habia realizado para MICA, la distribucién de MICB también se
analizdé agrupando a los pacientes en formas clasicas y atipicas de Ia
enfermedad. El alelo MICB*0106 estaba significativamente incrementado en

ambos grupos de pacientes al compararlos con el grupo de controles sanos;

114




Resultados

formas cldsicas (pc < 0,01; OR = 2,97; IC 95% = 1,50 a 5,88) y formas atipicas
(pc < 0,0001; OR = 13,75; IC 95% = 6,18 — 30,57) (Tabla 2.7).

Celiacos Celiacos , . .
Controles . . Celiacos atipicos
(n=98) totales clasicos (n=57)
- (n=125) (n=67) -

MICB*01021 71 (72%) 83 (66%) 50 (75%) 33 (58%)
MICB*01022 13 (13%) 8 (6%) 5 (7%) 3 (5%)
MICB*0103101 30 (31%) 36 (29%) 16 (24%) 20 (35%)
MICB*0103102 2 (2%) 11 (9%) 8 (12%) 3 (5%)
MICB*0104 22 (23%) 21 (17%) 9 (13%) 12 (21%)
MICB*0105 5 (5%) 7 (6%) 3 (4%) 4 (7%)
MICB*0106 21 (21%) 75 (60%)? 30 (45%)"‘ 45 (79%)°
MICB*01021v 2 (2%) 1(1%) 1(1%) 0 (0%)
MICB*005d 6 (6%) 6 (5%) 4 (6%) 1(2%)
®p.< 0.0001; OR =5,5; IC 95% = 3,01 - 10,03. Celiacos totales vs controles sanos.
bpc< 0.01; OR=2,97; IC95% = 1,50 — 5,88. Celiacos clasicos vs controles sanos.
°p< 0.0001; OR = 13,75; I1C 95% = 6,18 — 30,57. Celiacos atipicos vs controles sanos.
p.<0.01; OR=4,62;IC95% = 2,08 — 10,28. Celiacos atipicos vs cldsicos.

Tabla 2.7. Distribucién de los diferentes alelos de MICB en pacientes con enfermedad
celiaca y en controles sanos de la poblacién saharaui. Los pacientes celiacos se han
dividido en dos grupos de acuerdo con las diferentes formas de la enfermedad.

e El alelo MICB*0106 también estaba incrementado pacientes con enfermedad
atipica en comparacién con aquellos afectados por formas clasicas de la celiaca,
tal y como sucedia en la poblacién espafiola (pc < 0,01; OR =4,62; IC 95% = 2,08
—10,28) (Tabla 2.7).

e lgual que en la poblacidén espafiola, el analisis de la segregacién de los alelos
MICA y MICB demostré que MICB*0106 era parte de la haplotipo extendido
EH8.1 (HLA-B*08:01 - MICA-A5.1 - MICB*0106 -DRB1*03:01 - DQA1*05:01 -
DQB1*02:01) (Figura X).
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e También en este estudio se observé un importante desequilibrio de ligamiento

entre MICB*0106, HLA-DQ2 (A s =0,56) y MICA-A5.1 (A s =1).
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3. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE NKG2D Y SUS LIGANDOS MICA Y MICB

EN BIOPSIAS DE PACIENTES CON ENFERMEDAD CELIACA.

3.1.INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

Tal y como ya habiamos sefialado previamente, los ligandos de NKG2D no se
expresan de forma constitutiva en la mayor parte de los tejidos sanos. Sin embargo,
MICA se expresa a niveles bajos en las células epiteliales intestinales normales y se ha
descrito ademas que su expresién esta notablemente incrementada en enterocitos de
pacientes con enfermedad celiaca. Esta regulacién positiva de la expresién de MICA en
la celiaca parece estar directamente relacionada con el efecto téxico directo de ciertos

componentes del gluten.

Teniendo en cuenta que tanto estudios genéticos como funcionales previos
sugerian claramente la implicacién de NKG2D vy sus ligandos en la patogenia de la
enfermedad celiaca, nos propusimos analizar, como siguiente paso de este trabajo, la
expresion de los genes MICA, MICB, NKG2D y de la citocina IL- 15 por RT-PCR y de la
proteina  MICA mediante inmunohistoquimica, en biopsias de pacientes con
enfermedad celiaca activa, con la intencion de evaluar una posible asociacién con la

gravedad de la lesion y por lo tanto de la enfermedad.

3.2.PACIENTES

Para analizar la expresion de NKG2D, IL-15, MICA y MICB en la enfermedad
celiaca se seleccionaron biopsias de 20 pacientes que habian sido diagnosticados
previamente como celiacos. El diagndstico de la enfermedad se establecio de acuerdo

con los parametros habituales ya comentados.
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Dano leve de la Dafo severo de la
Controles sanos
mucosa mucosa =5
n=10 n=10

Edad (Media * DE) 17+13 11+10 16+12
Anti-TG2 10 (100%) 10 (100%) -
HLA-DQ2 9 (90%) 10 (100%) 1(20%)
HLA-DQS8 1 (10%) 2 (20%) 0
Sintomas digestivos 6 (60%) 9 (90%) -
Sintomas
extradigestivos

Anemia 9 (90%) 10 (100%) -

Dermatitis 0

herpetiforme 1(10%) i i
Otros 3 (30%) 2 (20%) -

Tabla 3.1. Caracteristicas clinicas y genéticas de los pacientes y de los controles sanos
incluidos en los estudios de expresion de MICA, MICB, NKG2D e IL15 en la enfermedad

celiaca.

En todos los casos se obtuvo una biopsia intestinal, y esta resulto compatible
con la presencia de la enfermedad. Todas las biopsias se obtuvieron de al menos tres
sitios diferentes en el duodeno proximal a distal, con un total de 72 muestras
analizadas. Todas fueron realizadas antes de que los pacientes iniciasen una dieta libre

de gluten.

Para garantizar un grupo homogéneo de muestras, todos los pacientes
seleccionados para la realizacidon de este estudio tenian el mismo tipo de lesién en
todas las biopsias recogidas. Muestras de mucosa intestinal obtenidas de cinco

individuos sin patologia digestiva se utilizaron como controles sanos.

Las biopsias de los pacientes se dividieron en dos grupos teniendo en cuenta la

clasificacion de MARSH:
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a. Dafio de la mucosa leve (Marsh |, Il y Illa; DLM).
b. Dafio de la mucosa severo (Marsh lllb y llic; DSM).

El Comité de Etica de la Investigacion del Principado de Asturias aprobd el
protocolo, y todos los pacientes y los controles sanos dieron su consentimiento

informado por escrito antes de ser enrolados en este estudio.

3.3.CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL

ESTUDIO.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se recogen en la tabla 3.1. De su

andlisis se dedujeron los siguientes resultados:

e La edad media del grupo de enfermos con dafio severo de la mucosa era
inferior (11 + 10 afios) en comparacion con la del grupo de pacientes con

dafio leve (17 + 13 afios).
e Todos los pacientes presentaban anticuerpos anti-transglutaminasa 2.

e Todos los pacientes incluidos en el estudio eran portadores de al menos

uno de los heterodimeros de susceptibilidad HLA-DQ2 o HLA-DQS.

e El 60% de los pacientes con dafio leve de la mucosa presentaban sintomas

digestivos, frente al 90% de los enfermos con dafio severo.

e La manifestacién extradigestiva mas frecuente ambos grupos de pacientes

fue la anemia.

3.4.ANALISIS POR RT-PCR A TIEMPO REAL DE LA EXPRESION DE MICA,
MICB, NKG2D EIL15 EN BIOPSIAS DE PACIENTES CON ENFERMEDAD

CELIiACA.

El siguiente objetivo del estudio fue analizar la expresién de NKG2D y sus ligandos
MICA y MICB en biopsias de pacientes con diagndstico de enfermedad celiaca por PCR

en tiempo real.

3.4.1. Expresion de MICA y MICB.
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En primer lugar, los pacientes en general mostraron claramente un aumento de
los niveles de expresion de MICA con respecto a los controles sanos (valor

medio 4,96 vs 0,16, p < 0,001).

El nivel de expresién de MICA en el grupo de pacientes con enfermedad celiaca
con dafio leve de la mucosa estaba marcadamente aumentado comparado con

los controles sanos (56 veces mayor; 9,04 vs 0,16, p < 0,0001) (Figura 3.2).

Cuando se analizaron los datos de los pacientes con dafio de la mucosa leve,
encontramos niveles medios de expresion de MICA notablemente mas altos

gue en aquellos pacientes que presentaban dafio severo en la biopsia (9,04 vs
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Figura 3.2. Niveles de RNA mensajero de MICA, MICB, NKG2D e IL-15 en la
mucosa intestinal de pacientes con enfermedad celiaca y en controles sanos.
MICA (A), MICB (B), NKG2D (C) e IL-15 (D). (MMD: Mild mucosal damage; SMD:
Severe Mucosal Damage).

0,34, p <0,001) (Figura 3.2).

En relacion con los niveles de expresion de MICB nos encontramos que el valor
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medio en los pacientes con daino leve fue de 3,22, mientras que en las biopsias
de los pacientes con dano severo fue de 0,14 (p < 0,001) (Figura 3.2.B). Esto
implica que el nivel de expresién de MICB es 27 veces superior en las muestras

obtenidas de pacientes con lesiones de la mucosa en fase temprana.

Encontramos también que la expresiéon de MICB era 46 veces mayor en
pacientes con dafio leve de la mucosa con respecto a los controles sanos (3,22

vs 0,07, p < 0,01) (Figura 3.2.B).

En los pacientes con dafio severo era sélo 2 veces mayor que en controles

sanos (0,14 vs 0,07, p = NS) (Figura 3.2.B).

3.4.2. Expresion de NKG2D.

3.4.3.

En el caso del receptor NKG2D, el nivel medio de expresion en el grupo de
pacientes con dafio leve de la mucosa fue ligeramente menor que el de los
pacientes con dafio severo (0,17 vs 0,34, p = NS) (Figura 3.2.C).

El nivel medio de expresién de NKG2D fue marcadamente superior en los
pacientes con dafio grave de la mucosa intestinal que en controles sanos (0,34
vs. 0,003, p < 0,05) (Figura 3.2).

También fue claramente superior en los pacientes con dafio leve de la mucosa
intestinal (0,17 vs. 0,003, p < 0,05) (Figura 3.2).

Estos resultados podrian reflejar el mayor nimero de linfocitos infiltrantes de
la mucosa en pacientes con EC que expresan NKG2D, pero no se pudo

establecer ninguna relacién con el nivel de dano.

Expresion de Interleucina 15.

Aunque se sabe que el nivel de secrecion de la citocina IL-15 es muy baja en

condiciones normales e incluso en condiciones patolégicas, hemos sido capaces de

medir los niveles de ARN mensajero por RT-PCR en biopsias de pacientes con

enfermedad celiaca (Figura 3.2.D).

Tanto el grupo con dano leve de la mucosa como el grupo con dafio severo
mostraron niveles medios de expresién similares con respecto a la IL-15.

En el grupo de pacientes con dano leve los niveles resultaron significativamente
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mas elevados que los obtenidos al analizar las biopsias de los controles sanos
(1,20 vs 0,07; p < 0,05) (Figura 3.2.D).
e Lo mismo sucedié al analizar las biopsias de los pacientes con dafio severo de la

mucosa (1,19 vs. 0,07; p < 0.05) (Figura 3.2.D).

3.5.EXPRESION DE MICA POR INMUNOHISTOQUIMICA EN BIOPSIAS DE

PACIENTES CON ENFERMEDAD CELIACA.

Después de analizar la expresion de estas moléculas a nivel de ARN mensajero, el

siguiente paso fue identificar la proteina MICA en biopsias de pacientes con

»
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Figura 3.3. Expresién de MICA en biopsias intestinales de pacientes con
enfermedad celiaca. A. MICA tincién de alta intensidad en una vellosidad intestinal
en un paciente con MMD. B. Detalle de un enterocito con expresién apical de
MICA. C. Mucosa con dafio severo. La tincidn es claramente menos intensa que en

los casos con MMD. D. Mucosa intestinal normal.
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enfermedad celiaca. El estudio se llevé a cabo mediante el uso de técnicas de tincidon
por inmunohistoquimica de las muestras utilizando un anticuerpo policlonal anti-MICA
desarrollado en nuestro laboratorio. Se realizaron las siguientes observaciones (Figura

3.3):

e En todos los pacientes se objetivd una tincion positiva epitelial, aunque no
hubo diferencias notables en la intensidad y el patrén de tincién entre los dos

grupos de muestras.

e Las biopsias de los pacientes con dano leve de la mucosa mostraron una
intensa expresion de MICA que se localizé principalmente en los enterocitos,

con distribucidn apical e intracelular.

e En las muestras del grupo de pacientes con dafio grave de la mucosa intestinal,
se observd que MICA presentaba una tincién menos intensa, distribuida

principalmente en el citoplasma de los enterocitos.

e También se pudo observar un marcaje positivo en células mononucleares de la

ldmina propia, en ambos grupos de muestras.

e Las muestras estudiadas de controles sanos mostraron una tincién débil de

MICA en el citoplasma de las células epiteliales.

Estos resultados son consistentes con el alto nivel de expresion de MICA
demostrado por RT-PCR en las muestras de los pacientes con daio leve de la mucosa, y
del mismo modo sugieren que la expresidén de esta proteina puede estar implicada en
el desarrollo de la enfermedad celiaca y especialmente relacionada con las fases

iniciales de la lesién intestinal.
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4. ANALISIS DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS ANTI-MICA EN LA

ENFERMEDAD CELIACA

4.1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

El dafo en los tejidos y el aumento de la expresidon en estos de determinadas
proteinas puede ser un inductor del desarrollo de autoanticuerpos. Previamente
hemos demostrado que MICA se sobre-expresa en la mucosa intestinal de los
pacientes con enfermedad celiaca lo cual puede inducir también en estos casos el
desarrollo de anticuerpos contra esta molécula. De hecho, autoanticuerpos frente a
MICA se han descrito en el lupus eritematoso sistémico de inicio temprano [ref].
Ademas, como ya hemos comentado, los anticuerpos frente a esta proteina han sido
implicados en el rechazo de drganos, tanto en el trasplante renal [19-21] como en el

cardiaco [22, 23].

Para probar la hipdtesis de que los cambios relacionados con la enfermedad en la
mucosa intestinal pueden estar asociados con el desarrollo de anticuerpos contra
MICA, nos propusimos, como siguiente objetivo de este estudio, analizar la presencia
de estos anticuerpos en sueros obtenidos de pacientes con enfermedad celiaca activa.
También consideramos la posibilidad de que estos anticuerpos jueguen un papel en el
desarrollo de otras enfermedades autoinmunes concomitantes, como la diabetes

mellitus tipo 1, habitualmente asociadas con la enfermedad celiaca [24].

4.2. PACIENTES.

Para la realizacién de este estudio se selecciond a un grupo de 383 pacientes
con diagndstico de enfermedad celiaca (241 mujeres, 142 hombres, con una edad
media al diagnodstico 22 + 21,96 afios). Para ello se contd con la colaboracion de los

Servicios de Gastroenterologia y de Pediatria del Hospital Universitario Central de

124




Resultados

Asturias y del Policlinico Sant'Orsola-Malpighi de Bolonia, y del Laboratorio de

Inmunologia de las Mucosas del Departamento de Pediatria e Inmunologia de la

Universidad de Valladolid. Todos los pacientes fueron reclutados entre los afios 2002 y

Pacientes Pacientes Controles
celiacos con EAI sanos
n =383 n =428 n =200
Genero (mujeres/hombres) 241/142 280/148 112/88
Edad media = DE 22 +£21,76 39+23,04 23+18.74
Biopsia
Marsh | 7 (1.8%) - -
Marsh Il 32 (8.3%) - -
Marsh llla 63 (16.4%) - -
Marsh Ilib 70 (18.3%) - -
Marsh llic 211 (55.1%) - -
HLA-DQ2-positivos 338 (89,2%)° 182 (42%) 44 (22%)
HLA-DQ8-positivos 42 (11%) 152 (35%) 18 (9%)
HLA-DQ2 y DQ8-negativo 14 (3,6%) (3?86%) 138 (69%)
Enfermedades autoinmunes 58 (15,1%) 428 -
(100%)
°p <0000.1; OR = 24,19; IC 95% = 15,81 — 36,99.

Tabla 4.1. Caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes y los controles

reclutados para el analisis de anticuerpos anti-MICA.

2012.

Ademads reunir las caracteristicas clinicas necesarias para establecer el
diagnostico de enfermedad celiaca, en todos los pacientes se detectaron anticuerpos
frente a la transglutaminasa tisular (tTG) y / o anticuerpos anti-endomisio (EMA).
Todos ellos presentaron también un grado variable de dafio de la mucosa intestinal
(grados Marsh | a Marsh llic). Todos estos parametros se establecieron antes de que

los pacientes comenzasen una dieta sin gluten (DSG).
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Una segunda muestra de suero se obtuvo de todos los pacientes después de al
menos un afio con dieta sin gluten. Esto se realizd con el fin de establecer el grado de

cumplimiento del tratamiento y para evaluar el efecto de este sobre los titulos de

Pacientes celiacos  Pacientes no celiacos
n=>58 n =428
Diabetes tipo | 22 (37.9%) 106 (24.8%)
Tiroiditis autoimmune 9 (15.5%) 47 (11.0%)
Lupus eritematoso sistémico 7 (12.1%) 92 (21.5%)
Artritis reumatoide 6 (10.3%) 51 (11.9%)
Anemia perniciosa 3 (5.2%) 22 (5.1%)
Cirrosis biliar primaria 3 (5.2%) 17 (4.0%)
Artritis idiopatica juvenis 1(1.7%) 4 (1.0%)
Hepatitis autoinmune 3 (5.2%) 15 (3.5%)
Enfermedad de Crohn 2 (3.4%) 40 (9.3%)
Colitis ulcerosa - 9(2.1%)
E(r)\:]eercrtnistodad mixta del tejido 1(1.7%) 1(0.2%)
Enfermedad de Addison - 3(0.7%)
Sindrome de Sjogren 1(1.7%) 21 (4.9%)

Tabla 4.2. Diferentes enfermedades autoimmunes diagnosticadas en pacientes

celiacos y en pacientes no celiacos.

anticuerpos anti-MICA.

Otro grupo de 428 pacientes afectados por otras enfermedades autoinmunes
pero sin enfermedad celiaca, se selecciond con el fin de establecer si la presencia de
anticuerpos anti-MICA se relacionaba especificamente con la celiaca o si era otro

marcador seroldgico de autoinmunidad. La composicidn de este grupo en relacién con
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las enfermedades autoinmunes representadas es similar a la del grupo de pacientes

celiacos con una enfermedad autoinmune asociada (Tabla 4.2).

Por ultimo, 200 individuos sanos emparejados por edad (23 afios + 18,74 afios, 108
mujeres y 92 hombres) fueron seleccionados como grupo de control para las diversas
comparaciones establecidas en este trabajo. Los individuos del grupo de control no
presentaron antecedentes de intolerancia al gluten o derivados, deficiencia de hierro,
anemia y alteraciones en los estudios bioquimicos y también fueron negativos para

anticuerpos anti-transglutaminasa.

4.3. CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se ilustran en la Tabla 4.1. Las
diversas enfermedades autoinmunes detectadas en los pacientes celiacos se

enumeran en la Tabla 4.2. Del andlisis de estos datos se dedujo lo siguiente:

e El 73% de los pacientes con enfermedad celiaca seleccionados para este
estudio presentaban dafo severo de la mucosa intestinal (grados Illb y llic

de Marsh).

e EI96,4 % de los pacientes con enfermedad celiaca fueron positivos para al
menos uno de los heterodimeros de susceptibilidad HLA-DQ2 y HLA-DQS8.
HLA-DQ2 estaba presente en

e La distribucion del heterodimero HLA-DQ2 entre los enfermos celiacos
estaba notablemente incrementada con respecto a los enfermos con otras
enfermedades autoinmunes (p<0,0001; OR=10,15; IC 95%=7,04-14,93) y
con respecto a los controles sanos (p<0,0001; OR=24,19; IC 95%=15,81-
36,99).

e La distribucion del heterodimero HLA-DQ2 entre los enfermos con otras
enfermedades autoinmunes estaba notablemente incrementada con

respecto a los controles sanos (p<0,0001; OR=2,62; IC 95%=1,78-3,86).

e El 15,1% de los pacientes con enfermedad celiaca presentd otra
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enfermedad autoinmune concomitante (Tabla 4.2).

e La patologia autoinmune asociada con mas frecuencia a celiaca en nuestro
grupo de pacientes fue la diabetes mellitus tipo 1, que se encontré en el
5,7% de los pacientes celiacos (37,9% de los pacientes con enfermedad
autoinmune asociada). El resto de las enfermedades se detallan en la tabla

4.2.

4.4. LOS ANTICUERPOS ANTI-MICA SON MAS FRECUENTES EN LOS PACIENTES CON

ENFERMEDAD CELIACA.

El siguiente objetivo de este trabajo fue analizar si la sobreexpresion de MICA en
el epitelio de la mucosa intestinal descrita previamente, era capaz de inducir la
generacién de anticuerpos anti-MICA. Para ello, se realizé la determinacién de éstos
anticuerpos en el suero de pacientes diagnosticados de EC antes de comenzar el
tratamiento y en sueros obtenidos de controles sanos. Una vez analizados los

resultados, nos encontramos los siguientes datos:

4.4.1. La presencia de anticuerpos anti-MICA se asociaba claramente con la

enfermedad celiaca.

Se detectaron anticuerpos anti-MICA en 159 de los 383 pacientes con
enfermedad celiaca estudiados (41,5%) en comparacion con el 3,5% (7 de 200)
de los controles sanos (p < 0,0001; OR = 19,57; IC 95% = 8,96 — 42,74) (Tabla
4.3). La probabilidad de que un individuo con enfermedad celiaca desarrolle
anticuerpos anti-MICA resulto ser 19 veces superior a la de los de controles

sanos.

4.4.2. La presencia de anticuerpos anti-MICA es una caracteristica tipica de la

enfermedad celiaca.
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Con el fin de establecer si los anticuerpos anti-MICA son un fenémeno
asociado con otras enfermedades autoinmunes, se comparé la frecuencia en la
gue aparecian estos anticuerpos en los pacientes con enfermedad celiaca y en
otro grupo de 428 pacientes diagnosticados con otra enfermedad autoinmune
diferente (Tabla 4.2). Nuestros resultados demostraron que estos anticuerpos
estaban claramente asociados a la enfermedad celiaca ya que sélo fueron
detectados en 35 pacientes con otras enfermedades autoinmunes (41,5% vs

8,2%, p <0,0001; OR =7,97; IC 95% = 5,38 — 11,90) (Tabla 4.3).

Pacientes con Pacientes con
enfermedad enfermedad Controles sanos
Anti-MICA , .
celiaca autoinmune n = 200
n =383 n=428
Positivos 159 (41.5%) 35 (8.2%)° 7 (3.5%)°
Negativos 224 (58.5%) 393 (91.8%) 193 (96.5%)

°p <0.0001; OR = 7,97; 1C 95% = 5,38 — 11,90.

® < 0.0001; OR = 19,57; IC 95% = 8,96 — 42,74.

Tabla 4.3. Prevalencia de los anticuerpos anti-MICA en el grupo de pacientes con
enfermedad celiaca, en el grupo con otra patologia autoinmune y en los controles

sanos. (IC: intervalo de confianza)

4.4.3. Los anticuerpos anti-MICA estdn relacionados con el gluten de la dieta.

Se analizé un suero adicional obtenido de los pacientes con enfermedad
celiaca tras un afio completo con dieta sin gluten. Se comprobd que los
anticuerpos anti-MICA ya no estaban presentes en el 75% de los pacientes
celiacos. En este segundo suero se detectaron anticuerpos anti-tTG en diez
pacientes (4,5%), de los cuales seis (60%) tenian también anticuerpos anti-

MICA.
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4.4.4. La mayor parte de los anticuerpos anti-MICA detectados son especificos

de MICA*027.

Se determinaron las especificidades de los anticuerpos anti-MICA
utilizando el kit LABScreen” MICA Single Antigen, detectando como antigeno
mas frecuente MICA * 027. Este alelo tiene una gran homologia con MICA* 008
y presenta como este el polimorfismo transmembrana MICA-A5.1 que, tal y
como hemos demostrado previamente, esta asociado a las formas atipicas de
la enfermedad. El kit utilizado para la determinacién no permite la deteccién

del alelo MICA*008.

4.4.5. Los anticuerpos anti-MICA son auto-anticuerpos.

En un grupo de 50 pacientes celiacos con anticuerpos se realizé ademas
el tipaje de MICA mediante el kit LABType® SSO MICA. Se comprobd que en
todos los casos estudiados los anticuerpos presentes reconocian antigenos

propios del individuo, lo cual confirmaba que se trataba de auto-anticuerpos.

Del total de pacientes con anticuerpos anti-MICA positivos, 22 (13,8%)
desarrollaron ademas anticuerpos frente a otros antigenos de MICA diferentes

a los propios.

LOS AUTO-ANTICUERPOS ANTI-MICA SE RELACIONAN CON LA EDAD AL

MOMENTO DEL DIAGNOSTICO.

Una vez identificada la presencia de anticuerpos anti-MICA en los pacientes

celiacos, y demostrada su asociacién con la enfermedad asi como su relacién con el

contenido de gluten en la dieta, procedimos a determinar si otros factores

previamente relacionados con la enfermedad habian influido en la aparicion de estos

autoanticuerpos.

De este andlisis se obtuvieron los siguientes resultados:
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e En primer lugar, se analizé la influencia de la edad de los pacientes al momento

del diagndstico en el desarrollo de anticuerpos (Tabla 4.4). Claramente, los auto-

anticuerpos anti-MICA fueron mas frecuentes a edades tempranas ya que se

encontrd que los individuos anti-MICA positivos tenian una edad media de 19,34

afios, mientras que la media para los sujetos anti-MICA negativos fue de 24,93

anos.
Grupos Anti-MICA n Media DE Meglan
Negativo 508 24.93 20.988 22.00 -
Todos
Positivo 172 19.34 21.302 10.00 <0.001
Negativo 193 22.75 18.390 19.00 -
Controles
5anos Positivo 7 41.86 20408  54.00 ;
. Negativo 217 25.41 22.413 24.00 -
Pacientes
con EC Positivo 156  17.92 20.537  8.00 ;
. Negativo 98 28.16 22.223 23.00 -
Pacientes
con EAl Positivo 9 2644 25991  12.00 ;

Tabla 4.4. Distribucion de los anticuerpos anti-MICA en los diferentes grupos de

individuos seleccionados, en relacién con la edad al diagnéstico.

Ademads, la mediana de la edad fue menor en las sujetos positivos que en los

negativos (10 vs. 22 afios, p < 0,001).

La tendencia de los anticuerpos a aparecer a una edad mas joven fue evidente

tanto en todos los pacientes como en el grupo control (Tabla 4.4).

No se encontré relacién entre la presencia de anticuerpos anti-MICA y el género.

No se encontré asociacion entre los anticuerpos anti-MICA y el grado de Marsh de

la lesion.
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4.6. EL RIESGO DE DESARROLLAR ENFERMEDADES AUTOINMUNES ADICIONALES

EN PACIENTES CON ENFERMEDAD CELIACA ESTA ASOCIADO CON LA

PRESENCIA DE AUTO-ANTICUERPOS ANTI-MICA.

Seguidamente procedimos a estudiar si la presencia de auto-anticuerpos anti-MICA
influia de alguna manera en el desarrollo de patologia autoinmune adicional en los

pacientes celiacos.

A partir del analisis de los datos obtenidos se dedujeron los siguientes resultados

Celiaca con patologia

Sdlo enfermedad celiaca .
autoimmune

n=313 N =60
Anti-MICA positivo 110 (35,1%) 46 (76,7%)
Anti-MICA negativo 203 (64,9%) 14 (23,3%)

p OR 95% IC
Anti-MICA <0.0001 5,09 2,75-9,42
Anti-MICA® <0.0001 9,03 4,42 - 18,45

® Ajustado por la edad al diagnéstico.
Tabla 4.5. Riesgo de desarrollar una enfermedad autoinmune concomitante en
pacientes con enfermedad celiaca en relacién con la presencia de anticuerpos anti-

MICA.

(Tabla 4.5):

e Los pacientes con enfermedad celiaca tuvieron una mayor incidencia de
enfermedades autoinmunes adicionales, especialmente diabetes mellitus tipo 1

(DM1).

e La prevalencia de patologia autoinmune asociada a enfermedad celiaca fue

relativamente alta en nuestra poblacién, ya que se encontré que 60 pacientes
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celiacos (16,1%) tenian ademas otra enfermedad autoinmune asociada (Tabla

4.1).

e Para identificar posibles factores de riesgo tales como la edad, el sexo, el indice
de masa corporal, el grado de Marsh de la lesidn intestinal y el tipaje HLA-DQ
relacionados con la enfermedad celiaca y que podrian estar involucrados en el
desarrollo de estas patologias, se realizé un andlisis multivariante en el que se
incluyeron todos estos factores. Este andlisis demostré que el género, HLA-DQ y
el grado de Marsh de la lesién de la mucosa no estaban asociados con el

desarrollo de patologia autoinmune adicional en estos pacientes.

e El grupo de pacientes que presentaban otra enfermedad autoinmune asociada
tenian una edad media mas alta que aquellos afectados solamente por la

enfermedad celiaca (edad media, 36 + 20,18 vs 18 + 20,33 afios, p < 0,001).

e La mayoria de los pacientes celiacos con enfermedades autoinmunes
concomitantes resultaron ser positivos para los auto-anticuerpos anti-MICA
(46/60, 76,7%), mientras que sélo el 35,1% (110/313) de los pacientes afectados

por EC presentaban estos anticuerpos (Tabla 4.5).

e Estos datos demostraron que el desarrollo de otras enfermedades autoinmunes
en los pacientes celiacos estaba claramente asociado con la presencia de auto-

anticuerpos anti-MICA (p < 0,0001, OR = 5,09, IC95% = 2,75 - 9,42).

e Cuando el andlisis se ajusté por la edad al diagndstico, el riesgo asociado con anti-

MICA se incrementd notablemente (p < 0,0001, OR =9,03, IC95% = 4,42 - 18,45).

.EL RIESGO DE DESARROLLAR ENFERMEDADES AUTOINMUNES ADICIONALES
RELACIONADO CON LA PRESENCIA DE AUTO-ANTICUERPOS ANTI-MICA ES MAS

IMPORTANTE EN PACIENTES PEDIATRICOS QUE EN ADULTOS.

Como se menciond anteriormente, la presencia de enfermedades autoinmunes
concomitantes resulté ser mds frecuente en los pacientes con EC diagnosticados a
edad adulta, mientras que los anticuerpos anti-MICA fueron mas frecuentes en

pacientes diagnosticados a edad pedidtrica. Por otra parte, dada la influencia bien
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Enfermedad celiaca Enfermedad celiaca con EAI

Grupos de edad Pediatrico Adultos Pediatrico Adultos

P (n = 176) (n = 137) (n = 15) (n = 45)
Anti-MICA-positivos 73 (41.5%) 27 (18%) 14 (93.3%) 32 (69.5%)
Anti-MICA- 103 (58.5%) 110 (82%) 1(6.7%) 13 (30.5%)
negativos
Anti-MICA p OR 95% ClI
Pediatrico <0.01 15.69 2.019-121.881
Adultos < 0.0001 7.97 3.790 - 16.766

Tabla 4.6. Riesgo de desarrollar enfermedades autoinmunes concomitantes asociado
a la presencia de anticuerpos anti-MICA en pacientes pedidtricos (< 14 afios) y en
adultos (> 14 afios).

establecida de la edad de diagndstico sobre el riesgo de desarrollar patologia
autoinmune asociada a causa de la presencia de anticuerpos anti-MICA, decidimos
investigar como influian estos auto-anticuerpos en los pacientes diagnosticados a edad
pedidtrica y en adultos. Los resultados de dicho andlisis fueron los siguientes (Tabla
24):

e Los autoanticuerpos anti-MICA estaban presentes en el 69,5% de los pacientes

celiacos adultos con una enfermedad autoinmune adicional (p < 0,0001).

e El riesgo de padecer una enfermedad autoinmune concomitante en adultos

asociado a los anticuerpos anti-MICA fue de 7,97.

e Estos anticuerpos de detectaron en el 93,3% de los pacientes pediatricos con
enfermedad celiaca diagnosticados con otra patologia autoinmune asociada (p

<0,01).
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e El riesgo relacionado con la presencia de anticuerpos anti-MICA de padecer
patologia autoinmune adicional en nifios fue de 15,69, notablemente mas alto

gue en los pacientes adultos.
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Aunque la asociacidn de la enfermedad celiaca con la expresidon del heterodimero
DQa1*05:01/05 DQB1*02:01/02 no puede ser puesta en duda, su elevada frecuencia
en la poblacion normal nos hace pensar en la existencia de factores adicionales
implicados en el desarrollo la enfermedad. Se han barajado numerosas hipdtesis sobre
la influencia del medio ambiente; dieta, infecciones, duracion de la lactancia materna,
han sido algunos de los factores que se han analizado sin que en realidad se pueda
afirmar hoy en dia que alguno de ellos influye de manera determinante en el
desarrollo de la enfermedad. Tal vez la Unica aportacién clara de todos estos estudios,
es el haber llegado a conocer que la introduccidn precoz del gluten en la dieta acelera
la aparicién de la enfermedad, e incluso parece aumentar su incidencia, mientras que
la prolongacién de la lactancia materna parece retrasarla®. Sin embargo la aparicién
de formas tardias de la enfermedad descarta este hecho como causa primaria de la
celiaca y lo relega a un factor adicional de cierta importancia pero no absolutamente
necesario. El enfrentamiento precoz al gluten de un sistema inmune inmaduro y
genéticamente predispuesto, podria explicar de algin modo la aparicion de la

enfermedad antes del primer afio de vida.

Esta pues bastante claro que la intolerancia al gluten es una patologia
condicionada genéticamente, aunque cabe suponer que no sélo DQ2, o en su defecto
DQ8, estan implicados en el desencadenamiento de la enfermedad. Otros genes
localizados en el MHC podrian contribuir también a la susceptibilidad a esta
enfermedad. Se han realizado numerosos trabajos con el fin de localizar esos genes
adicionales, sin que hasta ahora los resultados permitan establecer conclusiones
claras. Se ha querido implicar a algunos alelos de HLA-DPB1, pero en la totalidad de los
casos estas asociaciones son explicables por el desequilibrio de ligamiento existente
entre esos alelos implicados y HLA-DQ2. Otros genes de la zona, sobre todo los
relacionados con el procesamiento de antigenos como TAP-1 y TAP-2, tapasina, HLA-
DM, también ha sido estudiados, sin encontrar alguna asociacién significativa con el

desarrollo de la enfermedad.

Sin embargo, si ha habido algunos estudios que han aportado alguna luz a este
problema. Varios de estos estudios relacionan la presencia del genotipo DR5/DR7 en

individuos DQ2 con mayor riesgo de desarrollar la enfermedad que aquellos que son
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portadores de genotipos DR3/DRX, siempre y cuando X sea distinto de DR7 y DR3*%
Estos mismos estudios parecen confirmar que el riesgo de padecer enfermedad celiaca
es también mayor en presencia del genotipo DR3/DR7 que en portadores de
DR3/DR3. Algunos autores han sugerido la posibilidad de que exista un gen de
susceptibilidad adicional a DQ2 que forme parte del haplotipo DR7/DQ2, aunque
también se ha apuntado que la existencia de un gen en el haplotipo DR3/DQ2 que

posea algun alelo con una cierta capacidad protectora, podria tener el mismo efecto®.

Partiendo de estos trabajos anteriores, planeamos la realizacion de un estudio en
el que decidimos plantearnos una nueva premisa: ¢Qué sucede en realidad con
aquellas personas que presentan formas leves de la enfermedad? ¢Tienen diferencias
genéticas con los enfermos con formas cldsicas o mas severas de la enfermedad? ¢éSon

portadores de alglin gen con un cierto efecto protector?

A la vista de los resultados obtenidos en nuestro estudio, podemos afirmar que
en ambos grupos el heterodimero codificado por los genes DQA1*05:01/05 y
DQB1*02:01/02 se encuentra asociado con igual fuerza, descartando que sea la
presencia o la ausencia de DQ2 la responsable de las diferencias clinicas existentes. En
todos ellos se produciria la presentacion de péptidos derivados del gluten por parte de
DQ2 a linfocitos CD4+ en la |[dmina propia del ID, desencadenando la liberacion de

citocinas capaces de producir el dafio en la mucosa.

Es interesante resaltar que siendo esta la base patogénica de la enfermedad, es
posible que diferencias en los niveles de secrecién de estas citocinas entre ambos
grupos estén relacionados con la gravedad del cuadro clinico, planteamiento que

ampliaremos mas adelante.

Los genes DQA1*05:01/05 y DQB1*02:01/02 codifican como ya habiamos visto
para las cadenas a y 3 del heterodimero asociado a la enfermedad celiaca. Esto genes
pueden formar parte del haplotipo DR3/DQ2, heredandose en este caso en “cis”, es
decir en el mismo cromosoma. Existe también la posibilidad de que se hereden en
distintos cromosomas (en “trans”) dentro de los haplotipos DR7/DQ2 y DR5/DQ7
(DQA1*05:05, DQB1*02:02). El resultado en ambos casos es el mismo, la formacién de

un heterodimero DQ2 asociado de igual manera a la enfermedad.
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Como ya habiamos comentado, algunos trabajos sugieren que el genotipo que
codifica el heterodimero en “trans” (DR5/DR7) parece estar asociado a una mayor
incidencia de la enfermedad. Con el fin de confirmar o desmentir esta posible
asociacién, analizamos su presencia el conjunto de los pacientes y de los controles,
encontrando que su frecuencia estaba significativamente incrementada en los
primeros. Estos pacientes sin embargo, son minoritarios si los comparamos con

aquellos en los que el heterodimero estd codificado en “cis”.

Cuando procedimos a comparar ambos grupos de enfermos comprobamos una
clara tendencia de este genotipo a presentarse en los pacientes con formas clasicas de
la enfermedad, sin alcanzar significacion estadistica, posiblemente a causa del limitado
tamafiio de la muestra. Esto podria inducir a pensar que este genotipo es marcador de
este grupo de pacientes. Descartando de antemano que cualquiera de estas dos
moléculas HLA-DR confiera mayor susceptibilidad a padecer formas mas graves de la
enfermedad, nos planteamos la posibilidad ya apuntada por otros autores, de que en
los haplotipos DR7/DQ2 o DR5/DQ7 exista algun gen adicional que si esté asociado a
celiaca, ya que esto explicaria la clara tendencia existente. El analisis de los datos
revela que DR5/DQ7 aparece con la misma frecuencia en ambos grupos de pacientes,
por lo que podemos descartar este haplotipo. Sin embargo, al observar la distribucién
de DR7/DQ2 nos encontramos con que existen diferencias notables entre ambos
grupos, sin que lleguen a alcanzar grado de significacidon estadistica (tabla 3 de
resultados). Podemos pensar que esto apoya la hipdtesis que sugiere la existencia de
un gen que forma parte de este haplotipo, y que condiciona una susceptibilidad
adicional a DQ2. Si extendemos el haplotipo hacia la regidén de clase | no encontramos
ninguna asociacién clara con ningun alelo de los genes estudiados, con la salvedad de
gue en la mayoria de los casos el alelo del promotor del gen TNFA asociado era G
(datos no mostrados). Esto nos sugiere que, en el caso de que exista este gen
adicional, deberiamos situarlo en la regién comprendida entre TNFA y HLA-DQ
descartando en principio la posibilidad apuntada por algunos autores de que este se
encuentre entre TNFA y HLA-B*3. La resolucién de este problema se plantea como

objetivo para futuros trabajos.
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Los resultados comentados anteriormente parecen apuntar la presencia de un gen
adicional a DQ2 dentro del haplotipo DR7/DQ2, que confiere mayor susceptibilidad a
las formas graves de la enfermedad. Sin embargo algunos autores apuntan la
posibilidad de que exista un alelo que de algin modo proteja de la enfermedad dentro
del haplotipo DR3DQ2%*. Para probar esta hipdtesis comparamos la frecuencia de este
haplotipo en ambos grupos de enfermos, comprobando que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre ellos, aunque nos encontramos un ligero
incremento dentro del grupo de pacientes con formas leves. Sin embargo, si
extendemos el haplotipo hasta HLA de clase |, nos encontramos que las diferencias
existentes entre la frecuencia del haplotipo B8-DR3-DQ2, conocido como 8.1 AH, y
clasicamente asociado a enfermedades autoinmunes, en enfermos con formas leves y
celiacos clasicos, aumentan hasta alcanzar significacion estadistica. Este haplotipo esta
aumentado también en enfermos cldsicos si lo comparamos con los controles sanos,
debido al desequilibrio de ligamiento existente entre HLA-DR3 y HLA-B8. Esto no
permite desligarlo de la enfermedad celiaca, pero las diferencias existentes entre los
dos grupos sugieren la presencia de un factor o factores adicionales en este haplotipo
incapaz de impedir el desarrollo de la enfermedad, pero que de algin modo, hace que
la frecuencia de formas graves entre los pacientes portadores sea considerablemente

menor que entre los que no lo poseen.

La considerable cantidad de enfermedades autoinmunes asociadas al haplotipo
8.1 han motivado la existencia de numerosos estudios que han intentado explicar el
porqué de esta asociacidn. Su elevada frecuencia en centroeuropa donde hasta un
10% de la poblacion conserva todos los alelos comprendidos entre HLA-B8 y HLA-DQ2
sugiere la existencia de un ancestro comun. Como se puede apreciar en las tablas
correspondientes en el capitulo de resultados, en los controles analizados en este

estudio encontramos también una notable frecuencia de este segmento del haplotipo.

Sin embargo, la mayor parte de los trabajos realizados sobre este haplotipo, son
estudios de genética de poblaciones, habiendo pocos relacionados con las
implicaciones funcionales de este. Entre estos trabajos se encuentran algunos que
demuestran una disminucidn de la respuesta proliferativa de las células T “in vitro” a

mitégenos®’, interesante de cara a nuestro trabajo, ya que podria reflejar una
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inhibicién semejante “in vivo”. Una disminucién de la capacidad proliferativa de células
T, podria implicar que el incremento de IELs tipico de la enfermedad celiaca, sea
menor en portadores del 8.1 AH. La posible implicacion patogénica de este fendmeno,
caso de que sea real, entra dentro de los planes para una futura ampliacién de este

trabajo.

Otra caracteristica definitoria de la funcionalidad de este haplotipo estd
relacionada con una produccion alterada de ciertas citocinas®. Abraham et al
demostraron en 1993 incrementos en la produccién de TNF-a en lineas celulares
portadoras del 8.1 AH, que podrian traducirse “in vivo” en incrementos de los niveles
de esta citocina con elevada actividad proinflamatoria. Paralelamente, algunos
trabajos han pretendido demostrar la existencia de una asociacion entre este gen vy la
enfermedad celiaca que es independiente de DQ2. Como pequeiio aporte de cara a
descubrir la veracidad de este planteamiento, decidimos realizar el genotipaje de uno
de los numerosos polimorfismos del promotor del gen TNFA. El polimorfismo —308
analizado en nuestro estudio tiene como particularidad que uno de sus alelos esta
asociado a notables incrementos en la produccion de esta citocina. Concretamente se
sabe que los portadores del genotipo AA presentan una produccion de TNF-a 10 veces
superior al de los que presentan el genotipo GG. Se ha demostrado que los individuos
homocigotos presentan también aumento de la produccion. Como ya apuntamos en la
introduccidon de este trabajo, la produccion de esta citocina esta incrementada en la
[dmina propia de la mucosa del ID de estos enfermos, por lo que la posibilidad de que
existiesen diferencias genéticas entre los dos grupos a estudio resultaba muy
interesante. Sin embargo, los resultados de nuestro trabajo, aunque muestran una
clara asociacién de este polimorfismo con la enfermedad, demuestran también que el
alelo A forma parte del haplotipo 8.1 AH, estando ausente en los enfermos no
portadores de este, lo que sugiere, como ya habian apuntado otros autores, que esta
asociacién no es independiente de DQ2. Ademas podemos también descartar que las
formas clinicas mas graves de la enfermedad se deban a un aumento en la produccién
de TNF-a. mediado por este polimorfismo, ya que su frecuencia es incluso mayor en
aquellos enfermos con formas clinicas leves, debido al mayor nimero de portadores

del haplotipo en cuestién. No podemos, sin embargo, dejar de lado la posibilidad de
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gue existan otros polimorfismos en este promotor capaces también de inducir niveles

altos de TNF-a, que si estén relacionados con las formas clasicas de la enfermedad

celiaca.

Pero de cara a explicar, de alguna manera, el posible efecto protector del 8.1 AH
en los pacientes con formas leves de intolerancia al gluten, resulta muy interesante la
notoria tendencia de los individuos portadores a producir una respuesta disminuida de
IL-2, incluyendo una disminucion de la expresion del receptor de esta citocina, y sobre
todo de IFN-yss. Si consideramos, como ya habiamos apuntado en varias ocasiones,
que el notable incremento de los niveles de IFN-y en la lamina propia del ID de estos
enfermos, es el eje central en torno al cual gira la patogenia de la celiaca, resulta obvio
que los efectos del 8.1 AH sobre la produccion de esta citocina estarian en consonancia
con la presencia de un mayor niumero de portadores de este haplotipo entre los

pacientes con formas leves de la enfermedad.

Otros fendmenos adicionales relacionados con el 8.1 AH que podrian influir sobre

la gravedad de la enfermedad celiaca se resumen en la tabla 1.

Funcidon inmunoldgica Efecto del 8.1 AH
Funcién de los macrofagos Disminuida
Produccion de anticuerpos Disminuida

Actividad NK y de células LAK Disminuida

Tabla 1.

En la introduccién de este trabajo comentamos de una manera mads extensa que

Ill

en el caso de otras moléculas HLA de clase | “no clasicas”, las especiales caracteristicas
de la familia MIC. Desde que en 1998 Veronika Groh y Thomas Spies demostraron que
MICA y MICB eran el ligando de los linfocitos Tyd que expresaban la cadena variable
del TCR V51 en el epitelio del intestino. Mds adelante se describié que actuaban

ademas como ligandos del receptor NKG2D, que se expresa de forma constitutiva en
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células NK y en linfocitos T CD8+. Estas moléculas se han convertido pues en firmes
candidatas a estar implicadas en la patogénia de la enfermedad celiaca. Ademas de su
particular patrén de expresidn tisular, sus peculiaridades estructurales y la anémala
distribucién del polimorfismo en la molécula, el hecho de que su expresidon aumente
considerablemente en las situaciones de estrés celular, nos da una idea de cuales
pueden ser algunas de sus funciones. En el trabajo mencionado anteriormente, los
autores demuestran la capacidad que tienen los linfocitos Tyo de lisar células
reconociendo selectivamente MICA y/o MICB™. Esta capacidad de reconocer antigenos
propios en situaciones muy particulares, casa muy bien con la idea que se tiene de
estas células como centinelas capaces de destruir de una manera inespecifica pero
selectiva, células infectadas por patdgenos, que han sufrido transformacion neoplasica
o que simplemente han sido blanco de algun tipo de agresién que las induce a

“hiperexpresar” en su membrana estas proteinas.

En el caso particular de la enfermedad celiaca es bien sabido que las poblaciones
de linfocitos Ta3 CD8+ y Tyd se encuentran expandidas en el epitelio de la mucosa del
intestino delgado. Este hecho y la particular capacidad que tienen los enterocitos de
expresar estas moléculas, sugiere que por mecanismos que poco a poco van siendo
conocidos y que pueden muy bien estar mediados por citocinas como la IL15, podria
producirse una situacién de estrés en estas células que implicaria el aumento de la
expresion en su membrana de MICA y MICB. Esto las convertiria en blanco de las
abundantes células T CD8+ y tal vez de las Y5 presentes, y provocaria la paulatina
destruccion del epitelio. Es posible que este sea un mecanismo patogénico adicional al
ya comentado y que depende de los linfocitos T CD4+ presentes en la lamina propia.
Incluso, y como veremos mas adelante, podria ser el fenédmeno inicial de lesién de la

mucosa.

Como también habiamos comentado anteriormente, el gen MICA presenta en la
region codificante del dominio transmembrana (exén 5) un microsatelite consistente
en repeticiones del triplete GCT. El andlisis de estos alelos en enfermedades
clasicamente ligadas a HLA de clase | ha encontrado claras asociaciones con algunos de
ellos, lo que sugiere una posible implicacién de MICA en la patogenia de estas

patologias. Nuestro grupo por ejemplo ha descrito la asociacién del alelo A9 de MICA
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con la artritis psoriatica, enfermedad claramente ligada a HLA de clase I. Por ello nos
planteamos la posibilidad de que alguno de estos alelos estuviese también asociado a
la celiaca. Sabiamos de antemano que el alelo A5.1, que posiblemente exprese una
forma truncada o soluble de la proteina, formaba parte del haplotipo 8.1 AH, lo que lo
convertia en una opcion interesante como factor candidato en el estudio que nos
habiamos planteado. Genotipamos con las técnicas descritas anteriormente un grupo
de controles y dos de enfermos y, como era de esperar, MICA A5.1 resultd estar
incrementado en ambos grupos de pacientes, pero especialmente entre los que
presentaban formas leves de la enfermedad. La diferencia resulté ser estadisticamente
significativa lo que apoyaba la asociacién del haplotipo 8.1 a este grupo. Sin embargo,
MICA 5.1 aparecia también en 7 de los 11 enfermos con formas leves de celiaca no

portadores del haplotipo 8.1 AH.

Es posible que, en vista de los datos aportados, MICA A5.1 disminuya de alguna
forma el riesgo de desarrollar formas mas graves de la enfermedad, y sea al menos
uno de esos posibles factores que parecen localizarse dentro del haplotipo 8.1. Una
posible explicaciéon de esta hipdtesis la encontrariamos si nos planteamos que A5.1
codifica para una molécula MICA truncada y posiblemente soluble. Es conocida desde
hace tiempo la existencia de otras moléculas de clase | solubles capaces de
interaccionar con el TCR de linfocitos T, cuya funcién, no del todo clara, parece ser la
de inducir un estado de anérgia en estas células. En base a esto podemos plantearnos
la posiblilidad de que la proteina codificada por MICA A5.1 sea pues soluble, capaz de
interaccionar con NKG2D o con el TCR de las células Yo y de inducirles un estado de
inactivacion, o que simplemente se limite a bloquear receptores impidiendo la
adecuada interaccidon entre estos linfocitos y las células sometidas a estrés. Si tal y
como ya hemos apuntado previamente, la activacion de los LIE CD8+ es independiente
del TCR y se produce por otros mecanismos como la interaccidon de MIC y NKG2D, es
posible que este mecanismo impida o al menos reduzca la destruccidon de enterocitos
en estos casos mas leves, aunque esta claro que la presencia de este alelo no impide,

en otros muchos casos, el desarrollo de formas graves de la enfermedad.

Otra posible explicacion de por qué este alelo podria favorecer el desarrollo de

formas leves de la enfermedad podriamos encontrarla si suponemos que, como
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sucede con otras moléculas HLA, la capacidad de MICA de activar linfocitos es
dependiente de los niveles de expresion de esta proteina en la membrana celular. En
el caso de los individuos portadores del alelo A5.1, es posible que la proteina que
codifica sea incapaz de anclarse en la membrana, disminuyendo el nimero de
moléculas capaces de ser reconocidas por el linfocito, especialmente si el individuo es
homocigoto, lo que redundaria en una menor capacidad de activacion de linfocitos T

CD8+ y por lo tanto la destruccion de estas células.

Aunque esta claramente establecido que la enfermedad celiaca esta fuertemente
asociada con el heterodimero DQ2.5 (DQA1*05:01/05, DQB1*02:01/02), este aparece
en menos 90% de los pacientes celiacos. El papel de esta molécula en el desarrollo de
la enfermedad es bien conocido, ya que la hendidura de unién de DQ2.5 es capaz de
presentar de forma muy selectiva péptidos deamidados derivados de la gliadina a las
células T CD4 + en la mucosa intestinal de los pacientes afectados. Mas de un 10% de
los pacientes celiacos son negativos para el heterodimero susceptibilidad DQ2.5.
Existen numerosos estudios que han asociado otros heterodimeros HLA-DQ que, en
mayor o en menor medida, estan asociados con incremento en la susceptibilidad para
la enfermedad en estos pacientes. La mas relevante de dichas asociaciones es la de
HLA-DQ8 (DQA1*03, DQB1*03:02). Mas recientemente se han descrito asociaciones
con los heterodimeros DQ2.2 (DQA1*02:01, DQB1*02:02) (Sollid y Lie 2005) y en
menor medida con DQ7.5 (DQA1*05, DQB1*03:01) (Karell et al., 2003). Es importante
resaltar que DQ2.5 comparte la B-cadena con DQ2.2 (con excepcidon de una diferencia
de un residuo en la posicién 135 en el dominio préximo a la membrana) y la a-cadena
con DQ7.5. Estas moléculas de HLA-DQ predispondrian a la enfermedad celiaca ya que
serian capaces de presentar péptidos de gluten a las células T CD4+ del mismo modo

gue HLA-DQ2.5 y DQ8 (Sollid et al. 2014).

Tal y como ya hemos descrito existe una asociacidn entre el polimorfismo MICA-
A5.1 y las formas atipicas de la enfermedad celiaca. Como ya hemos dicho, estos
pacientes se caracterizan por la ausencia o la presencia de sintomas digestivos
minimos. Estos resultados sugieren que este gen puede modular el desarrollo de

diversas formas clinicas de la enfermedad.
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Con el fin de establecer si los resultados que habiamos obtenido eran
independientes de HLA-DQ, decidimos replicar el estudio en un grupo de pacientes
celiacos de la poblacion espafiola negativos para el heterodimero DQ2.5. De
conformidad con las descripciones anteriores, la expresion casi exclusiva de MICA en el
epitelio gastrointestinal puede funcionar como un ligando reconocido por un
subconjunto de T 6 170 células en el compartimiento de linfocitos intraepiteliales
intestinales. De hecho, el expansidn intraepitelial de células T ydes un rasgo
caracteristico de la enfermedad celiaca. El alelo MICA-A5.1 lleva una insercion de un
nucledtido que resulta en un coddén de parada prematuro, que puede codificar una
forma secretada de la molécula MICA. La forma MICA-A5.1 soluble puede proteger al
inhibir el reconocimiento del tejido intestinal por t Edtd b c
podria ser particularmente importante en pacientes HLA-DQ2 positivos, en el que
hemos encontrado que MICA-A5.1 se asocid con formas atipicas de CD, y puede
posiblemente explicar el mayor riesgo de DR3/DR7 en comparacion con DR3/DR3, que
llevan el MICA-A5.1 alelo en forma homocigética. Una influencia modificadora por el
gen MICA podria ser un mecanismo general que puede estar relacionada con otras
enfermedades autoinmunes. De hecho, la enfermedad celiaca atipica se asocia
frecuentemente con otras enfermedades autoinmunes tales como la dermatitis
herpetiforme, diabetes mellitus tipo 1 y la enfermedad tiroidea autoinmune. Es
notable que en la enfermedad de Addison APS-II, la combinacién de alelo MICA-A5.1y
de alto riesgo haplotipos de clase Il se asocian con un mayor riesgo genético

(Gambelunghe et al. 1999).

En conclusion MICA-A5.1 podria ser de proteccidon o puede modular la expresiéon
fenotipica de CD tanto en los pacientes de CD-DQ2 positivos y negativos. El papel

funcional de MICA en la patogénesis de CD Queda por aclarar.

Es bien sabido que la presentacidon clinica de la enteropatia sensible al gluten es
muy variable, y esta variabilidad puede atribuirse a diversos factores, incluidos los
genéticos y ambientales (10). El objetivo de este estudio fue investigar la implicacion
de la regién del MHC en la susceptibilidad a la CD y en el desarrollo de formas tipicas y
atipicas de la enfermedad en una poblaciéon occidental subsahariana. Los datos

obtenidos en nuestro estudio demuestran la importante funcion que la genética juega
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en el aumento del riesgo de EC en esta poblacién. Esto podria estar relacionado con el
aumento de la frecuencia del heterodimero HLA-DQ2 en saharaui. Como se menciond
anteriormente, este heterodimero se realizd en un 41% de los controles sanos

saharaui, una frecuencia notablemente mayor que en otras poblaciones estudiadas.

Ademads de los factores genéticos, los ambientales pueden jugar un papel
importante en el desarrollo del CD en esta poblacién. Uno de estos factores pueden
ser la alta prevalencia de infecciones parasitarias, como la amibiasis y giardiasis.
Nuestro grupo encontrd que casi el 10-15% de la poblacidn saharaui se ve afectada por
estos patégenos (datos no publicados). Otros estudios realizados en diversas
poblaciones sugieren que algunos factores ambientales que podrian aumentar la
susceptibilidad a la CD son la corta duracidon de la lactancia materna y la pronta
inclusion de gluten en la dieta de los nifios (19, 20, 21). Por el contrario nuestras
observaciones en saharaui sugieren que a pesar de la introduccidon temprana del
gluten en la alimentacion de nifios saharauis puede ser un factor de riesgo importante
(5), la considerable prolongacion de la lactancia materna no es de conformidad con la

muy elevada prevalencia de la EC en esta poblacién (datos no mostrados).

Nuestro andlisis de HLA ha confirmado la asociacion entre el HLA-DQ2
heterodimero y CD, resultado que concuerda con los datos reportados previamente en
la poblacion saharaui. Por otra parte, el heterodimero HLA-DQS8, informé como otro
factor de susceptibilidad en CD fue claramente mayor en los pacientes, pero las
diferencias no fueron significativas, posiblemente debido al tamano de la muestra.
Como se informd anteriormente, no se encontraron diferencias entre los grupos,
cuando se comparé la distribucion de los heterodimeros susceptibilidad HLA-DQ. Estos
resultados indican que las diferentes manifestaciones de CD no son modulados
directamente por HLA-DQ2 o DQ8 heterodimeros, y puede ser debido a otros
mecanismos diferentes a los que estan directamente relacionados con el CD. Por lo
tanto, los diferentes haplotipos portadores del heterodimero HLA-DQ2
(DQA1*05:01/05 y DQB1*02:01/02) tienen un efecto distinto sobre la susceptibilidad a
desarrollar la enfermedad. Nuestros resultados sugieren que, ademas de los HLA-DQ2
y DQ8 heterodimeros, otro gen posible presentes en clase | lado de la HLA-

DQ2/DR3/B8 haplotipo puede modular la enfermedad, condicionando asi el desarrollo
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de una progresién lenta y menos agresiva formas de CD, es decir, las denominadas

formas atipicas (Figura 1).

El gen MICA se encuentra cerca de HLA-B, y se expresa principalmente en las células
intestinales (22) y puede estar relacionado con la patogénesis de la CD. Nuestros
estudios previos en pacientes con EC espafiolas han demostrado que el polimorfismo
MICA-A5.1 transmembrana se asocia con el riesgo para CD atipica y su asociacion no es
el resultado del desequilibrio de ligamiento con el HLA-DQ2 y HLA-B8 (8). El hallazgo de
resultados muy similares en una poblacién con un fondo genético diferente parece

confirmar el papel de mica (o de otro gen cerca de este) en la modulacién de CD.

Como antes mencionado, CD atipica se asocia frecuentemente con otras
enfermedades autoinmunes. Se ha demostrado recientemente que un gen no
identificado en la clase | regidon modifica el riesgo de desarrollar la diabetes tanto de
tipo | y la enfermedad celiaca (10). Es de destacar que en la diabetes mellitus tipo | el
alelo MICA-A5.1 también se asocia con la latente o formas menos agresivas de esta
enfermedad (23). Por otra parte, esta forma de DMID es claramente predominante en
los adultos y también estd infradiagnosticada. Teniendo en cuenta estas
observaciones, es posible plantear la hipdtesis de que el factor genético determinar
DMID latente y la enfermedad celiaca oligosintomaticas o extradigestiva estan cerca de
MICA-A5.1 en desequilibrio de ligamiento con DR3/DQ2, y que esta combinacion
puede desempeiiar un papel en la modulacién de la sintomatologia de ambas
enfermedades. Ademas, otras enfermedades autoinmunes con afectacién intestinal se
han relacionado con los alelos MICA. Un estudio reciente ha informado de que las
formas sin afectacidn intestinal de la enfermedad de Bechet juvenil también se asocian
con MICA-A5.1 alelo (24), y que esto también estd aumentado en las formas distales o

menos agresivo de la colitis ulcerosa (25).

Estudios anteriores han sugerido que la molécula de MICA expresado en el epitelio
gastrointestinal puede funcionar como un ligando reconocido por un subconjunto de
células TCD8 + y TS 1 v 0 células en los linfocitos intraepiteliales intestinales (IEL)
compartimento (26). Otros estudios han proporcionado un apoyo directo a un papel

funcional del receptor NKG2D de MICA reconocimiento por T CD8
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El patrén de expresidon tisular MICA y la distribucion de estas células podria
correlacionar con las etapas iniciales de CD. De hecho, la contratacidn intraepitelial de
Ty & células CD8 + y es un rasgo caracteristico de estas etapas de CD (10). Hemos
observado en nuestros estudios actuales una alta expresion de la molécula de MICA en
algunas biopsias de pacientes con EC, especialmente en aquellos con menos dafio

estructural de la mucosa (datos no publicados).

Un estudio reciente sugiere que el alelo MICA-A5.1 podria codificar una forma alterada
de la proteina MICA sin la cola intracitoplasmatica de lo que podria ser expresada en la
zona apical de los enterocitos, mientras que los otros alelos MICA TM podrian
expresarse principalmente en baso-lateral region (27). Este patron de expresion en
particular puede afectar a la interaccion con IEL y esto puede proporcionar un efecto
protector en el epitelio intestinal, que podria explicar la ausencia de manifestaciones
intestinales en pacientes atipicos. Otros autores se refieren a la posibilidad de que el
alelo A5.1 puede codificar para una forma secretada de la molécula MICA (28).
Estudios recientes han demostrado que algunas formas solubles de mica estan
implicados en la evasién inmune de los tumores mediante el bloqueo el
reconocimiento de las células tumorales por los linfocitos NK (29). Este mecanismo
también puede proteger contra el desarrollo de los sintomas intestinales, mediante el
bloqueo o la inhibicién de reconocimiento enterocito y la destruccidn por IELs
activados en pacientes atipicos. A pesar de que MICA puede no ser un gen de
susceptibilidad para el CD, estos resultados apoyan el posible papel de esta molécula
en la patogénesis de CD y proporcionan una base para la investigacion adicional en la
posibilidad de que la expresion inducida de diferentes alelos podria afectar el

desarrollo de diversas formas de esta enfermedad.
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EXPRESION DE LIGANDOS DE NKG2D EN LA ENFERMEDAD CELIACA

Una vez establecido desde el punto de vista genético la asociacién existente entre

MICA y MICB y el desarrollo de diversas formas clinicas de la enfermedad, decidimos
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Figura XX. Posible implicacion de la IL-15 y de MICA en la patogenia de Ia

enfermedad celiaca.

investigar cuales podrian ser algunos de los mecanismos fisiopatoldgicos relacionados
con la interaccién de NKG2D y sus ligandos. Previamente se ha descrito que en la
enfermedad celiaca los linfocitos intraepiteliales intestinales (LIE) expresan altos
niveles de NKG2D y se expanden masivamente tras la exposicion a la IL-15 en el
compartimiento epitelial. La interleucina 15 se sobreexpresa en la mucosa de

pacientes con enfermedad celiaca activa, y su nivel de expresiéon parece
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correlacionarse con el grado de dafio en los tejidos, segun lo revelado por diversos
analisis. Tanto la expresidn de esta citocina como el dafio de la mucosa disminuyen
progresivamente tras la instauracion de una dieta libre de gluten. Los enterocitos y las
células mononucleares de la ldmina propia (LPM) son la principal fuente de esta
citocina. La IL-15 provoca entre otras cosas, una serie de cambios bioquimicos en la via
de sefializacion de NKG2D vy la conversién de las células T citotéxicas (CTL) en linfocitos
“killer” activados por linfocinas (LAK) que contribuyen al dafio tisular en pacientes
celiacos. Ademas, los ligandos de NKG2D, MICA y MICB igualmente se sobreexpresan
en la mucosa intestinal en respuesta a estos cambios inmunolégicos. Nuestro estudio
confirma también que los niveles de ARN mensajero de MICA y MICB son mas altos en
las biopsias de pacientes con enfermedad celiaca aunque, de forma sorprendente,
encontramos que estos niveles se correlacionaban inversamente con la severidad de la

lesion de la mucosa.

Habitualmente, la infiltracion intraepitelial por células T CD8 + se ha considerado
secundaria a la activacioén de las células T CD4 + en la lamina propia, ya que no se han
descrito linfocitos intraepiteliales restringidos por gliadina. Sin embargo, estos
infiltrados celulares no estan presentes en otros trastornos intestinales asociados con
fendmenos inflamatorios de la ldamina propia, tales como la enfermedad de Crohn y
otras enteropatias autoinmunes. Este hallazgo sugiere que la activacion de las células T
CD4+ de la lamina propia por la exposicion al gluten, no explica la expansiéon de los

linfocitos intraepiteliales en la enfermedad celiaca.

Aunque la respuesta inmune de las células T suele estar dirigida frente a péptidos
inmunogénicos a través de la interaccidn las moléculas HLA de clase | y el TCR, también
es posible que esta respuesta se produzca por el reconocimiento de células dafadas
que expresan moléculas inducidas por el estrés celular (MIC y HLA-E) e interferén-y.
Varios trabajos anteriores han sugerido que estas alteraciones pueden ocurrir en el
epitelio intestinal de los pacientes con enfermedad celiaca. MIC y HLA-E son
reconocidos por los receptores de las células NK, NKG2D y CD94-NKG2C presentes
ambos en los linfocitos intraepiteliales y cuya expresidn esta fuertemente inducida por
la IL-15. El dafio epitelial podria ser causado por la desregulacion de este sistema en

presencia de altas concentraciones de IL-15. La induccion de la activaciéon de estos
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receptores podria conducir a la activacién incontrolada de los linfocitos intraepiteliales
y, en ultima instancia, a la destruccion del epitelio y a la atrofia de las vellosidades. De
hecho, la IL-15 permite el desarrollo en CTLs de actividad killer mediada por NKG2D vy
coopera con NKG2D para inducir la activacion de la fosfolipasa citosdlica A(2) (cPLA2) y
la liberacién de 4acido araquiddnico, lo que conduce a la inflamacién del tejido.
Nuestros resultados sugieren que los niveles de IL-15, determinados por RT-PCR, no se
correlacionaron estrechamente con el grado de dafio de la mucosa, pero eran
claramente mas altos en enfermos que en los controles sanos. Ademas estos niveles se
mantuvieron elevados hasta las etapas finales del deterioro de la mucosa. La IL-15
puede ser liberada por los enterocitos como consecuencia de una protedlisis directa
durante el curso de la enfermedad. El bloqueo de la actividad de esta citocina podria

beneficiar a los pacientes celiacos, tal y como se ha demostrado en modelos animales.

En el presente estudio hemos analizado ademas la expresion de moléculas MIC en
muestras intestinales de pacientes con enfermedad celiaca con diferentes grados de
dafio en la mucosa. Encontramos que los niveles mas altos de MICA y MICB aparecian
en muestras con lesiones tipo Marsh I, Il y llla. El nivel de expresion fue
progresivamente menor en muestras con lesiones mas severas, es decir de grado
Marsh lllb y llIC. Estos hallazgos sugieren que el aumento de la expresion de MIC
podria ser un fenémeno inicial relacionado con la toxicidad del gluten y la aparicién de
dafio en la mucosa. De hecho, los cambios patoldgicos en los enterocitos y la extensidon
de la lesién estan inversamente correlacionados con los niveles de expresion de
ligandos de NKG2D. El incremento en el nivel de expresidon de las moléculas MIC en la
superficie de los enterocitos, probablemente inducido por IL15, durante la etapa inicial
de la enfermedad celiaca, actuaria como una diana para los linfocitos Ta. p CD8+ que
infiltran en el epitelio intestinal. El reconocimiento de MICA y MICB por el receptor
NKG2D, cuya expresidén también esta inducida por la IL15, actuaria como una sefial
para los LIE, induciendo su activacién lo cual conduciria al dafio de los enterocitos, y
finalmente, tras activar los mecanismos dependientes de la inmunidad adaptativa,
provocando la atrofia de la mucosa intestinal. La regulacién a la baja de la expresion de
MIC durante el curso de la lesion de la mucosa puede actuar como un mecanismo de

control para la activacion de los LIE, limitando en cierto modo un mayor dafio epitelial.
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Ademas, encontramos que MICA también se expresaba en las células mononucleares,
que se infiltran en la ldmina propia. Bajo estas circunstancias, la interaccidon
MICA/NKG2D podria actuar como una sefial coestimuladora adicional para células T
CD4+ NKG2D+. Aunque no hemos analizado la expresiéon de NKG2D en los linfocitos T
CD4+, estudios previos han demostrado que esta molécula que habitualmente no estd
presente en estas células, aparece en ellas en algunas enfermedades autoinmune y en

el envejecimiento.

En conclusion, es evidente que la interaccion entre NKG2D y MICA/B juega un
papel importante en la patogénesis de la enfermedad celiaca, y que este fendmeno es
probablemente mas importante en las fases iniciales de la enfermedad. El bloqueo de
la interaccién MIC/NKG2D durante las primeras etapas de la lesion de la mucosa
podria prevenir la progresién de dano en el tejido y el establecimiento de una

enfermedad celiaca clinicamente significativa.

LA INMUNIDAD HUMORAL EN LA ENFERMEDAD CELIACA.

Es bien sabido que la presencia de autoanticuerpos es una caracteristica
importante de todas las enfermedades autoinmunes y, a pesar de que en muchos
casos no se ha establecido cual es el papel que juegan en la patogenia de estas
enfermedades, su deteccién es muy util para establecer el diagndstico. Los anticuerpos
anti-tTG son probablemente uno de los marcadores mas importantes en el diagndstico
de la enfermedad celiaca, pero su presencia habitualmente ha sido considerada como
un epifendmeno. Sin embargo, algunos estudios recientes han sugerido que estos
anticuerpos pueden estan implicados directamente en la patogénesis de la
enfermedad celiaca. Zanoni y col. han demostrado el papel que juegan estos
anticuerpos en el dafio de la mucosa intestinal en pacientes celiacos. Este estudio
demuestra que son capaces de reconocer un epitopo comun a TG2 y al receptor Toll-
like 4 (TLR-4). Esta interaccion entre los anticuerpos y este receptor conduce a la
activacion de la via de TLR-4, un iniciador importante de la inmunidad innata. Otros
estudios han demostrado que los anticuerpos anti-tTG pueden desempefar un papel

importante como inductores de la proliferacidon de células epiteliales e que también
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pueden interferir con los mecanismos de adhesidn celular en el epitelio intestinal.
Ademas, estos autoanticuerpos son capaces de alterar la angiogénesis y de modular la
permeabilidad vascular in vitro. Tomadas en conjunto, estas observaciones sugieren
gue es necesario un nuevo enfoque en el estudio de la patogénesis de la enfermedad
celiaca, y que este nuevo enfoque debe tener muy en cuenta el papel de la inmunidad

humoral.

A pesar de que los elementos implicados en el dafio directo de la mucosa en la
enfermedad celiaca son conocidos, al menos en una pequeiia parte, los mecanismos
que llevan a la agresién autoinmune sistémica en estos pacientes siguen siendo un
misterio. Tal y como ya hemos apuntado previamente, existen un componente
genético comuUn a todas estas patologias que podria condicionar su desarrollo
conjunto. Es probable también que NKG2D vy sus ligandos puedan desempefiar un
papel importante en el desarrollo de estos fendmenos. De hecho, estas moléculas
estan implicadas en la patogénesis de algunas enfermedades que se asocian
comunmente con la celiaca, como la diabetes tipo 1 y la artritis reumatoide (AR). Por
ejemplo, el bloqueo de NKG2D en la etapa de pre-diabética en diabéticos ratones no
obesos (NOD) previene el desarrollo de la diabetes [33]. En la artritis reumatoide,
MICA/B se expresan de forma aberrante en el tejido patoldgico de las articulaciones
afectadas y podrian estar implicados en la continuacion del proceso de autorreactivo

[34].

En este estudio hemos encontrado que los anticuerpos anti-MICA estan
presente en la mitad de los pacientes con celiaca no tratada, pero en sdlo el 3,5% de
los controles sanos. Ademas, los anticuerpos anti-MICA estuvieron presentes en la
mayoria de los pacientes diagnosticados de enfermedad celiaca y que también habian
desarrollado otra enfermedad autoinmune concomitante. Estos anticuerpos eran in
embargo poco frecuentes en los pacientes que habian sido diagnosticados solamente
para una patologia autoinmune sin celiaca. Asimismo, los anticuerpos anti-MICA
desaparecieron de la mayoria de los pacientes celiacos después de un afio con una
dienta libre de gluten, de forma similar a lo que ocurre con los anticuerpos anti-tTG.
Estos resultados implican que, en general, la relacidn entre los anticuerpos anti-MICA y

las enfermedades autoinmunes se vincula directamente a la celiaca en lugar de ser un
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fenédmeno especificamente asociado con la autoinmunidad en general. Sin embargo,
tal y como ya se ha mencionado anteriormente, el lupus eritematoso sistémico de
aparicion temprana puede ser una excepcion a este patron, ya que estos anticuerpos

también se han descrito en esta enfermedad [18].

Tanto algunos estudios anteriores como el propio trabajo que estamos
presentando demuestran que la proteina MICA se sobreexpresa en enterocitos
obtenidos de la mucosa dafada de pacientes celiacos [13, 17]. Un alto nivel de
expresion de MICA parece promover el dafio de la mucosa mediante la infiltracion de
linfocitos intraepiteliales T CD8+, que expresan NKG2D, el receptor de MICA. De hecho,
otros autores han sugerido que la sobreexpresion de MICA podria ser un suceso
iniciador en la progresion de dafio de la mucosa [35, 36, 37]. En esta fase inicial del la
enfermedad, algunos péptidos derivados del gluten, que han sido caracterizados como
no inmunogénicos, estan directamente involucrados en el aumento de la expresidon de
MICA e IL-15. Estos péptidos "toxicos" activan la inmunidad innata través de una via
desconocida, que conduce a la destruccion de la mucosa intestinal [35]. Como se ha
demostrado en otros procesos inflamatorios, la destruccidn celular masiva parece
estar directamente implicada en el desarrollo de autoanticuerpos [38]. Por lo tanto en
la enfermedad celiaca, un nivel de expresién inicial muy elevado de MICA
directamente inducido por péptidos derivados del gluten estaria seguido de la
destruccion de los enterocitos por los IELs, lo cual podria desencadenar el desarrollo

posterior de anticuerpos frente a MICA en aquellos individuos que sean susceptibles.

El hecho de que menos de la mitad de los pacientes con celiaca desarrollen
anticuerpos anti-MICA impide su utilizacion como un marcador adicional para el
diagnéstico de la enfermedad. Sin embargo, la mayor prevalencia de estos
autoanticuerpos en pacientes con enfermedades autoinmunes adicionales que hemos
observado en nuestro estudio implica que estos anticuerpos podrian ser Utiles para
predecir el riesgo de desarrollar alguna de estas patologias concomitantes. Como
hemos visto, estas enfermedades se asocian frecuentemente con la enfermedad
celiaca. Varios estudios previos han encontrado una estrecha relacién entre un largo
periodo de exposicion al gluten [15, 39] y un fondo genético comun, aunque otros

trabajos no encontraron ninguna relacién entre el desarrollo de autoinmunidad y la
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ingesta de prolongada de gluten [40]. Hemos encontrado que el desarrollo de
autoinmunidad adicional en nuestro grupo de pacientes fue mas frecuente en los
adultos que en los nifos, aunque este fendmeno podria estar relacionado con el efecto
de la edad sobre la prevalencia de estas enfermedades claramente establecido por
numerosos estudios previos, mds que a un largo tiempo de exposicion al gluten. Por
otra parte, la asociaciéon de los autoanticuerpos anti-MICA con la presencia de
patologia autoinmune adicional se modifica sustancialmente segin la edad.
Sorprendentemente, a pesar de estas enfermedades son mas frecuentes en adultos
con celiaca, el riesgo de desarrollar enfermedad autoinmune concomitante asociado
con los anticuerpos anti-MICA es claramente mayor en la infancia, por lo que la
determinacion de estos autoanticuerpos puede ser muy util en la practica clinica para
establecer el riesgo en nifos. De hecho, en nuestro estudio, sélo un paciente
pediatrico con autoinmunidad adicional fue negativo para los autoanticuerpos anti-
MICA. En los nifios, tanto la celiaca como otras enfermedades autoinmunes son
generalmente procesos mas agresivos que en los adultos. En el caso de la enfermedad
celiaca, esta mayor agresividad podria dar como resultado un incremento de la
expresion de moléculas MIC en los pacientes mds jovenes, lo que favoreceria la
generacion de autoanticuerpos. La presencia de anticuerpos anti-MICA podria
aumentar la destruccion del tejido y conducir al desarrollo temprano de otra patologia
autoinmune. Algo similar podria estar sucediendo en el LES de inicio juvenil, ya que,
tal y como se menciond anteriormente, se demostré la presencia de autoanticuerpos
anti-MICA en 27 pacientes con esta patologia [18]. En nuestro grupo de 428 pacientes
con patologia autoinmune adicional se incluyeron 92 enfermos diagnosticados con LES.
Seis de estos pacientes fueron clasificados como LES de inicio juvenil y en todos los
casos se encontragron anticuerpos anti-MICA (datos no mostrados). Aunque estos
anticuerpos no se han implicado directamente en la enfermedad, pueden ser un factor
de riesgo adicional en el desarrollo de LES y un biomarcador interesante en el

diagndstico de esta enfermedad en la infancia.

Como hemos mencionado anteriormente, los autoanticuerpos anti-MICA
estaban presentes en menos de la mitad de los pacientes con celiaca, lo cual los hace

menos Utiles como biomarcadores diagndsticos que otros autoanticuerpos, tales como
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los anti-tTG o los que se desarrollan frente a la gliadina desamidada. Ademas, todos los
pacientes incluidos en el estudio fueron positivos para anti-tTG aunque la ausencia de
estos autoanticuerpos no descarta el diagnéstico de la enfermedad celiaca,
especialmente en nifios. Seria por lo tanto de gran interés en un futuro préximo
analizar la presencia de anticuerpos anti-MICA en una poblaciéon de pacientes con
enfermedad celiaca pero sin autoanticuerpos anti-tTG. Otra limitacion de este estudio
es el pequeiio numero de pacientes con enfermedad celiaca que ademds han sido
diagnosticados con una enfermedad autoinmune concomitante especialmente en el

grupo de pacientes pediatricos.

En conclusién, hemos demostrado en este trabajo que el desarrollo de
anticuerpos anti-MICA en pacientes celiacos se asocia con la presencia de gluten en la
dieta. Ademas, los anticuerpos anti-MICA aparentemente estan relacionados con el
desarrollo de enfermedades autoinmunes, especialmente en los pacientes mas
joévenes, aunque el numero de individuos en este grupo de estudio era pequefio. La
determinacién de estos autoanticuerpos podria ser menos util que la de otros para el
diagndstico de la enfermedad, pero podria ser muy ventajosa en la prdctica clinica
diaria para predecir el desarrollo de enfermedades autoinmunes asociadas en

pacientes celiacos, especialmente en los nifos.

El mecanismo por el cual estos anticuerpos podrian influir en el desarrollo de la
autoinmunidad podria estar relacionado con el dafo tisular directo mediante la
activacion del complemento, la activacién de la inmunidad celular u otro mecanismo
similar a lo que se ha demostrado para los anticuerpos anti-tTG en otros estudios [8-
12]. Es necesario seguir trabajando para establecer el papel y la importancia de estos
autoanticuerpos en la enfermedad celiaca y, posiblemente, en otras enfermedades
autoinmunes como el LES, especialmente en pacientes con una edad de inicio

temprana.
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La frecuencia de portadores del heterodimero de susceptibilidad HLA-DQ2 en
las formas clasicas y en las formas atipicas de la enfermedad celiaca es la
misma. Por lo tanto se descarta la implicacién del heterodimero en el

desarrollo de las diversas formas clinicas de esta.

Al analizar las frecuencias del genotipo DRB1*07,11 en ambos grupos de
enfermos, resultd evidente la fuerte tendencia existente en el grupo de
enfermos con formas clasicas de la enfermedad (16,45%) a ser portadores de

este genotipo en comparacion con el grupo de enfermos atipicos (3,70%).

Las diferencias en la distribucion del haplotipo AH8.1 en enfermos atipicos con
respecto a las formas clasicas resultaron ser estadisticamente significativas. De
esto se deduce que puede existir un gen dentro de este haplotipo que

favorezca el desarrollo de formas extradigestivas de la enfermedad.

Las diferencias existentes entre las frecuencias del alelo MICA A5.1 en
enfermos con formas atipicas y clasicas de la enfermedad resultaron ser
estadisticamente significativas. Este alelo forma parte del haplotipo AH8.1 por
lo que puede inferirse que tal vez sea responsable del desarrollo de formas

atipicas de la enfermedad.

El alelo MICB*0106 también estaba incrementado pacientes con enfermedad
atipica en comparacién con aquellos afectados por formas clasicas de la celiaca.

Dicho alelo forma también parte del haplotipo AHS8.1.

Los resultados obtenidos en el grupo de pacientes general son perfectamente
extrapolables al grupo de pacientes seleccionado por no ser portadores del
haplotipo HLA-DQ2 en sus diferentes formas. En estos pacientes el haplotipo
EH8.1 y el alelo MICA A5.1 estaban también asociados al desarrollo de formas

atipicas de la enfermedad.

Los resultados anteriores se confirmaron en una cohorte de pacientes celiacos

saharauis procedentes de los campos de refugiados de Tindouf en Argelia.

MICA y MICB se sobre-expresan en la mucosa de los pacientes con daio leve de
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la mucosa intestinal (grados I, Il y llla de Marsh) con respecto a los que
presentan dafio severo (grados lllb y llic) y con respecto a controles sanos. La

expresion de 1115 esta incrementada en ambos grupos de pacientes.

Puede deducirse que el incremento de la expresion de MICA y MICB es un
proceso inicial en el desarrollo de la enfermedad celiaca, mientras que la
expresion de IL15 se mantiene elevada durante todas las fases de la

enfermedad.

Casi la mitad de los pacientes con enfermedad celiaca desarrollan anticuerpos
anti-MICA, lo cual no sucede en los controles sanos ni en un grupo de pacientes

con otras patologias autoinmunes.

La presencia de anticuerpos anti-MICA es mas frecuente en los pacientes

pediatricos que en los adultos.

La presencia de anticuerpos anti-MICA se relaciona con el desarrollo de
patologia autoinmune adicional, sobre todo diabetes mellitus tipo 1, en ambos
grupos de pacientes, aunque esta asociacion es especialmente relevante en los

ninos.
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El planteamiento inicial de esta tesis doctoral surgié al observar que, a pesar de
compartir la asociacién con HLA-DQ2 o HLA-DQS8 existen, desde el punto de vista
clinico, fenotipos diferentes de enfermedad celiaca que se diferencian simplemente
por el desarrollo o no de ciertas manifestaciones clinicas. Sin descartar una posible
influencia del entorno, el desarrollo de un estudio con el fin de establecer si existe un

condicionamiento genético de estas diferencias, nos parecid especialmente relevante.

Por ese motivo nos planteamos inicialmente analizar si las diferentes formas de
herencia del heterodimero HLA-DQ2 en el seno de diferentes haplotipos HLA,
condicionaba de algin modo el desarrollo de estas diferentes formas de la
enfermedad. Nos encontramos que las formas heredadas en trans, es decir el
heterodimero codificado por HLA-DQA1*05:05 y DQB1*02:02 estaba mas asociado a
las formas clasicas de la enfermedad, es decir, aquellas con sintomatologia

predominantemente digestiva.

A continuacién decidimos investigar si existian otros genes candidatos en la
region MHC que condicionen el desarrollo de las diferentes formas clinicas. Dentro de
los posibles genes candidatos, han cobrado especial importancia tanto por su situacién
en el genoma, como a su papel funcional en la respuesta inmune, los ligandos de
NKG2D, MICA y MICB. Estos ligandos y su receptor han sido implicados tanto en la
propia enfermedad celiaca como en el desarrollo de otras enfermedades autoinmunes,
por lo que decidimos investigar la posible implicacion de dichos genes. Nos
encontramos que el alelo transmembrana MICA A-5.1, que codifica para una proteina
truncada y posiblemente soluble, estaba asociado al desarrollo de formas atipicas
predominantemente extradigestivas de la enfermedad celiaca. En el caso de MICB
encontramos que el alelo asociado con estas formas de la enfermedad era
MICB*01:06. Ambas asociaciones resultaron ser independientes de HLA-DQ2. Estos
resultados se confirmaron en otra cohorte de pacientes y controles procedentes de los
campamentos saharauis en Tindouf (Argelia). Esta poblacién resulta especialmente
interesante ya que previamente se habia descrito que presenta la mayor prevalencia

descrita de la enfermedad celiaca.

Una vez que habiamos establecido la asociacién de genética de MICA y MICB

con las formas atipicas de la enfermedad celiaca, decidimos investigar si la expresion
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de ambas moléculas, asi como de su receptor NKG2D y de la citocina IL15, principal
inductor de su expresidon en la mucosa intestinal, estaban relacionadas con el
desarrollo de las diferentes formas clinicas. Nos encontramos que MICB y sobre todo
MICA se sobre-expresaba en la mucosa de los pacientes con dafo leve de la mucosa
intestinal (grados I, Il y llla de Marsh) con respecto a los que presentaban dafio severo
(grados lllb y llic) y con respecto a controles sanos. NKG2D sin embargo presentaba
mayores niveles de expresién en pacientes con dafio severo y la IL15 estaba
incrementada en ambos grupos de pacientes con respecto a los controles. Estos
resultados sugieren que el incremento de la expresidon de MICA y MICB es un proceso
inicial en el desarrollo de la patogenia de la enfermedad celiaca, mientras que la

expresion de IL15 se mantiene elevada durante todas las fases de la enfermedad.

Una vez que nuestro trabajo y el de otros autores demostré que la proteina
MICA estd sobre-expresada en la mucosa de los pacientes con enfermedad celiaca,
especialmente en aquellos que presentan estadios iniciales de la lesién, decidimos
investigar si esto inducia la formacién de anticuerpos anti-MICA, que ya habian sido
descritos el LES de inicio juvenil y en el rechazo del trasplante de érganos sélidos. Nos
encontramos con que casi la mitad de los pacientes con enfermedad celiaca
desarrollaban anticuerpos anti-MICA con respecto al 3% detectado en un grupo de
200 controles sanos y al 8% detectado en un grupo de 428 pacientes con otras
patologias autoinmunes. Nos encontramos también que estos anticuerpos eran mas
frecuentes en un grupo de pacientes pediatricos (>15 anos). Ademas su aparicidén se
relacionaba con el desarrollo de patologia autoinmune adicional, sobre todo diabetes
mellitus tipo 1, en ambos grupos de pacientes, aunque esta asociacién era

especialmente relevante en los nifios.
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The initial approach of this thesis arose from observations that, despite sharing
the association with HLA-DQ2 or HLA-DQS8, from a clinical point of view, there are
different phenotypes of celiac disease which differ in the development or not of some
clinical manifestations. Taking in account the possible influence of the environment,
we found particularly relevant the developing of a study to establish whether there is a

genetic conditioning of these clinical differences.

For this reason initially we investigate whether different forms of genetic
heredity of HLA-DQ2 heterodimer within different HLA haplotypes, somehow
conditioned the development of these different forms of the disease. We found that
the forms in trans such as the heterodimer encoded by HLA-DQA1*05:05 and
DQB1*02:02 was associated to classical forms of the disease, those forms with

predominantly gastrointestinal symptoms.

Then, we decided to investigate whether other candidate genes in the MHC
region influence in the progression of different clinical forms of celiac. Among the
candidate genes, NKG2D ligands MICA and MICB have become particularly important
both for its location in the genome, and its functional role in the immune response.
These ligands and their receptor have been implicated both in celiac disease itself and
in the development of other autoimmune diseases, so we decided to investigate the
possible influence of these genes in the clinical phenotype of celiac disease. We found
that MICA transmembrane allele A-5.1, which encodes a truncated and possibly
soluble protein, was associated with development of predominantly extradigestive
atypical celiac disease. For MICB we found that the allele MICB 01:06 was also
associated with these forms of the disease. Both associations were found to be
independent of HLA-DQ2. These results were confirmed in another cohort of patients
and controls from the Saharawi camps in Tindouf (Algeria). This population is
particularly interesting as previously described which has the highest reported

prevalence of celiac disease in world.

Once we had established the genetic association of MICA and MICB with
atypical forms of celiac disease, we decided to investigate whether the expression of

both molecules, its receptor NKG2D and IL15 cytokine, principal inducer of expression
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for both in the intestinal mucosa, were related to the development of different clinical
forms. We found that MICB and especially MICA is over-expressed in the mucosa of
patients with mild damage of the intestinal mucosa (grades I, Il and llla of Marsh)
relative to those with severe damage (grade lllb and llic) and with respect to healthy
controls. However, NKG2D showed higher expression levels in patients with severe
damage and IL15 was increased in both groups of patients with respect to healthy
controls. These results suggest that the increased expression of MICA and MICB is an
initial process in the development of the pathogenesis of celiac disease, whereas IL15

expression remains elevated during all phases of the disease.

Our work and other studies from some authors demonstrated that MICA
protein is over-expressed in the mucosa of patients with celiac disease, especially in
those with early stages of the injury, we decided to investigate whether this induced
the formation of antibodies against MICA, which had already been described in
juvenile-onset SLE and in rejection of solid organ transplantation. We found that nearly
half of patients with celiac disease developed anti-MICA antibodies, comparing with
the 3% detected in a group of 200 healthy controls and 8% detected in a group of 428
patients with other autoimmune diseases. We also found that these antibodies were
more frequent in a group of pediatric patients (> 15 years). Moreover, we also found
that the presence of these antibodies was related with the development of additional
autoimmune diseases, especially diabetes mellitus type 1, in both groups of patients,

although this association was especially important in children.
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Background and aims: Coeliac disease (CD) is an enteropathic disorder characterised by a strong
association with major histocompatibility complex (MHC) heterodimer HLA-DQ2. It has been suggested
that other HLA class | genes in combination with DQ may also contribute to CD susceptibility. The aim
of this study was to investigate whether other candidate genes modify the risk of developing different
clinical forms of CD.

Patients and methods: We studied 133 Spanish coeliac patients, divided according to their clinical
presentation into typical and atypical groups, and 116 healthy controls. All were typed by polymerase
chain reaction-sequence specific primers (PCR-SSP) at HLA-B, DRB1, DQA1, and DQB1 loci and for
exon 5 of the MHC class | chain related gene A (MICA).

Results: No differences were found in the frequency of the DQA1*0501/DQB1*0201 heterodimer
in either group. The risk of typical CD was significantly associated with the DR7/DQ2 haplotype
(p.=0.02, odds ratio (OR)=3.4, ethiological fraction (EF)=0.4). Extended haplotype (EH) 8.1
(B8/DR3/DQ2) was found to be overrepresented in the atypical form compared with the typical form
(p.=0.001, OR=4.19, EF=0.56). The trinucleotide repeat polymorphism MICA-A5.1 was found to be
increased in the atypical group of patients compared with the typical group (p,=0.00006, OR=8.63,
EF=0.81). This association was independent of linkage disequilibrium with EH8.1 as this was also
found to be increased in EH8.1 negative atypical patients compared with the typical group (p.=0.004,
OR=6.66, EF=0.56).

Conclusions: Our results showed that the risk of developing typical forms of CD was associated with
DR7/DQ2 haplotype, and the presence of B8/DR3/DQ2 was significantly increased in atypical
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modulate the development of CD.

gliadins and related prolamins of other cereals in

genetically susceptible individuals.' In these patients,
gluten induces an immune response in the small bowel
mucosa which causes villous atrophy and crypt hyperplasia.
Recent serological screening studies performed in the general
population of different countries have clearly shown that the
real prevalence of CD is higher than classical reports.*”

Pathological and clinical presentation of gluten sensitivity is
variable.® From a clinical point of view, coeliac patients may
present a clear digestive symptomatology and the so-called
“typical form” of the disease. However, in some cases CD may be
subclinical or oligosymptomatic and in other cases it can be
completely asymptomatic.” These latter types of clinical
presentation may be grouped together as “atypical forms” of CD
and are more common among subjects included in several risk
groups for CD, such as those represented by autoimmune dis-
cases and first degree relatives of coeliac patients.® Better
knowledge of the extradigestive manifestations of the disease
together with the performance of screening in risk groups
have largely increased the number of patients diagnosed with
CD in recent years.’

There is a strong association between CD and the major
histocompatibility complex (MHC). Previous studies have
shown that CD is associated with HLA class I molecule B8.
This association has been found to be secondary to the
stronger association to the DR3 bearing haplotype. In Cauca-
sians, DR3/DQ2 haplotypes carry the allele encoding B8 in
linkage disequilibrium (extended haplotype (EH) 8.1). It has

C oeliac disease (CD) is an enteropathy induced by wheat

www.gutinl.com

patients. In these, the MICA-A5.1 allele confers an additive effect to the DR3/DQ2 haplotype that may

been established that CD is strongly associated with the DQ2
heterodimer (DQA1*0501/DQB1%0201) that is encoded by
more than 90% of coeliac patients.” The DQAI1*0501 and
DQB1*0201 genes are carried in the cis position in the DR3
bearing haplotype and in the frans position in the DR5/DR7
genotype. It has been suggested that the DR5/DR7 genotype
confers a higher risk for developing the disease than the
DR3/X genotype." " These haplotypes are different outside the
HLA class II region. Another gene(s) in addition to class II
haplotypes encoding DQA1*0501/DQB1*0201 may also con-
tribute to the genetic predisposition to CD and can explain the
observed associations.'™ Additionally, other genes, in differ-
ent chromosomes, may play a role in the development of the
disease."

The pathogenesis of CD is relatively well known but some
important questions remain unanswered. The role of intraepi-
thelial TCRyd T cells, notably increased in coeliac patients, is
one of these unanswered questions." Recently, Groh and col-
leagues proved that a group of these T cells, expressing diverse
Voyd T cell receptors (TCR), recognise MHC class I chain
related molecules MICA and MICB,” two non-classic HLA

Abbreviations: MHC, major histocompatibility complex; HLA, human
leucocyte antigen; MIC, MHC class | chain related gene; CD, coeliac
disease; EH, extended haplotype; TCR, T cell receptor; PCR, polymerase
chain reaction; SSP, sequence specific primers; OR, odds ratio; EF,
ethiological fraction.
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Table 1

Distribution of the HLA-DQ2 heterodimer in patients with typical and
atypical coeliac diseas (CD) and healthy controls

Controls (n=116)

Atypical CD (n=54) Typical CD (n=79)

DQA1*0501/DQB1*0201

25 (21.55%)

47 (87%)* 68 (86%)1

*p.<107%, odds ratio=24.44, 95% confidence interval (9.87-59.73), ethiological fraction=0.83.
tp.<107¢, odds ratio=22.50, 95% confidence interval (10.48-47.94), ethiological fraction=0.82.

proteins mainly expressed by enterocytes under stressful
conditions." MICA is a polymorphic gene located 47 kb
centromeric to HLA-B."” The high degree of linkage disequilib-
rium between MICA and HLA-B, and the particular tissue
expression pattern of this molecule, are important in consid-
ering MICA as an additional gene in the development of
CD." ” In fact, recent studies show a clear relation between
MICA TM polymorphism and type I diabetes," autoimmune
Addison’s disease,"” and psoriatic arthritis.*

The aim of this study was to examine whether MICA
confers additional susceptibility to the classical DR/DQ haplo-
types in patients with typical and atypical CD.

METHODS

Subijects

A total of 133 coeliac patients were included in the study
(females 82, males 51; mean age 23.7 (18.2) years). All were
ambulatory patients, recruited consecutively over a two year
period (from January 1998 to December 1999) from two
Spanish hospitals. These patients were followed up yearly at
their respective adult and paediatric gastroenterology out-
patient clinics and represented 100% of the total number of
ambulatory coeliac patients followed up during this period.
The ethics committees of our hospitals approved the protocol
and all patients gave writen informed consent before enrolling
in the study.

Diagnosis of CD was made according to the revised
European Society for Paediatric Gastroenterology and Nutri-
tion (ESPGAN) criteria.®® All patients presented villous
atrophy of variable degrees, with crypt hyperplasia of the
small bowel mucosa, prior to commencement on a gluten free
diet. Mean time of the gluten suppression period was 5.8 (4.6)
years.

Coeliac patients were classified into typical and atypical,
according to their clinical manifestations.” “* Seventy nine of
the 133 patients (59.4%) had a clear digestive symptomatol-
ogy, consisting of diarrhoea, flatulence, weight loss, and
fatigue, and these patients were included in the typical form.
Fifty four patients (40.6%) had extraintestinal, atypical, single
predominant symptoms, or were symptomless, and were clas-
sified as atypical forms. The initial reason for consultation of
these patients was anaemia (17), herpetiformis dermatitis
(14), familial studies of coeliac patients (12), iron deficiency
alone (6), and hypertransaminasaemia of unknown origin
(5).

Mean age of the typical group was younger (18.2 (16.2)
years) compared with the atypical group (31.6 (18.2) years)
(p<0.001). Sex distribution in the typical group was 43
females and 34 males compared with 39 females and 17 males
in the atypical group, with a greater proportion of females in
the atypical group (NS). Mean age at the onset of symptoms
was lower in the typical group (8.9 (13.9) years), compared
with the atypical group (25.1 (18.1) years) (p<0.001). Age at
diagnosis in the typical group was lower (11.5 (16.1) years)
compared with the atypical group (29.4 (19.4) years)
(p<0.001). Mean time on a gluten free diet was longer in the
typical group (7.6 (6.7) years) than in the atypical group (3.2
(2.7) years) (p<0.001). Body mass index (BMI) was lower in
the typical group (19.8 (3.7)) compared with the atypical
group (22.4 (7.9)) (p<0.01).

No significant differences were found between the two
groups of patients for concentration of haemoglobin, iron lev-
els, serum ferritin, serum folic acid, aspartate aminotrans-
ferase and alanine aminotransferase, serum IgA, or positivity
of IgA antigliadin or antiendomysium antibodies, or in the
degree of villous atrophy found in duodenal biopsies.

A total of 116 random healthy blood donors from the Span-
ish population, not related to the patients and with no history
of intolerance to gluten or its derivatives, iron deficiency,
anaemia, or any abnormality in biochemical studies and who
were negative for antigliadin and antiendomysium antibodies,
were included in the study for genetic comparison (50 males
and 67 females; mean age 35.3 (12.4) years (range 18-62)).

Laboratory methods

HLA typing

Analysis for typing class I antigens was performed using
standard methods, and DNA polymerase chain reaction (PCR)
amplification with sequence specific primers (SSP) was used
to genotype the HLA-B allele” described as in linkage disequi-
librium with DR3 and DR7. HLA-DRBI, -DQAI, and -DQBI1
class II alleles were typed by PCR/SSP”** and by sequence
specific oligonucleotide probes (PCR/SSOP; INNO-LiPA, Inno-
genetics NV Ghent, Belgium).

MICA-TM allele typing

For analysis of microsatellite repeat polymorphism in the
MICA gene, PCR was carried out by the same procedure as
described by Ota and colleagues™ except for the use of the
primers flanking the TM region: sense MICA 5'-
ACATTCCATGTTTCTGCTGTTG (MICA located 33 bp 3'- of
exon 5) and the antisense primer 5'-TCACCTGG
ACCCTCTGCAG (MICA exon/intron 5 boundary region).” The
antisense primer was marked with Cy5'-amidite. Allele desig-
nation was based on the number of repeat units present in the
PCR products and was detected using an automatic sequencer
ALFexpress II (Amersham Pharmacia Biotech). Four distinct
alleles consisting of CGT repetitions were designated as A4
(104 bp), A5 (107 bp), A6 (110 bp), and A9 (119). One
additional A5 (A5.1) with one nucleotide insertion (G) was
also detected (108 bp).

Statistics
Descriptive analyses were used to characterise the study
population. The Fisher exact test was used to compare
dichotomous variables, and an unpaired ¢ test was used to
compare differences in the means of continuous variables.
Allelic and haplotypic frequencies were calculated by direct
counting and the significance of the association was
determined using the X test (with Yates’ correction).
Haplotypic distribution was derived from molecular typing of
HLA-B, HLA-DR, and the MICA gene. EHs were deduced
according to the previously reported linkage disequilibrium.*
The odds ratio (OR) was calculated by the cross product ratio.
Exact confidence intervals (CI) of 95% were obtained. The p
values were corrected (p.) by multiplying by the number of
comparisons: five for MICA TM alleles, 15 for MICA
genotypes, 26 for HLA-DR/DQ genotypes, 16 for HLA-DQA/
DQB haplotypes, and 26 for HLA-DQA/DQB/DRB haplotypes.
A p, value <0.05 was considered significant. The potential
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Table 2 Frequency of the diverse HLA haplotypes in patients with coeliac disease (CD) and in healthy controls

Typical versus atypical

Healthy controls Typical CD Atypical CD

(n=116) (n=79) (n=54) p. OR (95% CI) EF
DR7/DQB1*0201 28 (24.13%) 41 (51.89%)* 13 (24%) 0.02 3.4 (1.58-7.29) 0.40
B8/DR3/DQB1*0201 12 (10.34%) 32 (40,5%)1 40 (74%)F 0.001 4.19 (1.97-8.84) 0.56

OR, odds ratio; 95% Cl, 95% confidence interval; EF, ethiological fraction.

*p.=0.0026, OR=3.38, 95% Cl (1.84-6.11), EF=0.36 (typical CD v healthy controls).
tp.=0.00003, OR=5.78, 95% Cl (2.74-12.06), EF=0.33 (typical CD v healthy controls).
tp.<10%, OR=24.28, 95% Cl (10.27-56.26), EF=0.71 (atypical CD v healthy controls).

(CD) patients and controls

Table 3 Major histocompatibility complex class | chain related gene A (MICA) TM alleles in Spanish coeliac disease

Atypical versus typical

Allele genotype Atypical (n=54)  Typical (n=79) Controls (n=116) P OR (95% Cl) EF
5.1 49 (90.74%)* 42 (53%) 51 (44%) 0.00006 8.63 (3.11-23.94) 0.81
4 9 (16.66%) 19 (24%) 30 (25.86%) — — —
5 7 (13%) 20 (25%) 33 (28.44%) — — -
6 21 (39%) 42 (53%) 50 (43.1%) — — —
9 6(11.11%) 13 (16%) 35 (30.17%) — — —

OR, odds ratio; 95% Cl, 95% confidence interval; EF, ethiological fraction.

*p.<107, OR=12.5, 95% Cl (4.66-33.11), EF=0.84 (atypical v healthy controls).

impact for each marker was estimated by the ethiological
fraction (EF) which indicates the proportion of disease cases
among the total population that are attributable to one allele
when OR >1.

RESULTS

Distribution of DRB1/DQA1/DQB1 haplotypes in typical
and atypical forms of coeliac disease

The DQA1*0501/DQB1%0201 heterodimer was carried by 86%
of patients with the typical form and 87% with the atypical
form of CD (table 1). No differences were found between the
groups for distribution of the HLA-DR genotypes (data not
show). However, the distribution of haplotypes carrying the
heterodimer was different between the two groups (table 2).
EH8.1 (B8/DR3/DQB1*0201) encodes the DQAI1*0501/
DQB1*0201 heterodimer in the cis position. A strong associ-
ation of EH8.1 was found in atypical patients compared with
healthy controls (p.<10°, OR=24.28, EF=0.71). This haplo-
type was also significantly increased in typical patients
(p.=0.00003, OR=5.78, EF=0.33). However, when we com-
pared the frequencies of EH8.1 in both groups of patients, we
found that this haplotype was significantly increased in atypi-
cal forms compared with typical CD (p.=0.001, OR=4.19,
EF=0.56). The incidence of the DR5/DR7 genotype carrying
DQA1*0501/DQB1*0201 in the frans position was greater in
the typical than in the atypical form of CD (17% v 1.85%; NS).
The DR7/DQB1*0201 haplotype (encoding a  chain of the
heterodimer) was found in 51.8% of typical patients
(p.=0.0026, OR=3.38, EF=0.36) whereas it was carried by
only 24% of the atypical group (p,=0.02, OR=3.4, EF=04,
atypical v typical).

MICA-A5.1 allele is associated with atypical coeliac
disease

We also investigated whether the differences observed with
EHS8.1 could be secondary to HLA class I genes, particularly at
the MICA locus which has been suggested to be a candidate in
the development of CD. Analysis of microsatellite polymor-
phism in the TM region of MICA showed a strong association
between atypical forms and MICA-A5.1 (table 3). This allele
was found in 91% of atypical patients and was carried by 44%
of controls (p,<10°, OR=12.5, EF=0.84) and 53% of typical
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patients (this latter finding was not significantly different
from controls). Furthermore, significant differences were
found in the distribution of the MICA-A5.1 allele among
atypical and typical coeliac patients (p,=0.00006, OR=38.63,
EF=0.81). Analysis of the MICA genotypes showed that A5.1/
5.1 was present in 29% of atypical and in 13% of typical
patients whereas it was carried by only 7% of controls (data
not shown). Differences between atypical patients and
controls for the A5.1/5.1 genotype reached statistical signifi-
cance (p,=0.002, OR=5.68, EF=0.23).

Increase in MICA-A5.1 in atypical coeliac disease is
independent of B/DR/DQ linkage disequilibrium
Because MICA-A5.1 is associated with the EH8.1 haplotype,
stratification was necessary to estimate the contribution of
this allele independently of this linkage to susceptibility to the
atypical CD form. All subjects, both patients and controls, who
carried EH8.1 also carried the MICA-5.1 allele thus confirm-
ing the strong disequilibrium described between HLA-B and
MICA. We investigated the MICA-A5.1 allele in a group of
patients positive and negative for EH8.1 to establish whether
MICA-A5.1, which predisposes to atypical CD, is due to
linkage disequilibrium with EH8.1 (table 4). We examined 47
typical and 17 atypical patients not carrying the EH8.1 haplo-
type. The MICA-A5.1 allele was significantly increased in the
atypical form (64.28% v 21.27%; p=0.004, OR=6.66,

Table 4 Distribution of major histocompatibility
complex class | chain related gene A (MICA)-A5.1
allele in extended haplotype (EH) 8.1 positive and
negative coeliac disease (CD) patients

n MICA-A5.1
EH 8.1 positive
Typical 32 32 (100%)
Atypical 40 40 (100%)
EH 8.1 negative
Typical 47 10 (21.2%)
Atypical 14 9 (64.3%)*

*p=0.004, odds ratio=6.66, 95% confidence interval (1.82-24.36),
ethiological fraction=0.56.
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EF=0.56). This confirms that the increased frequency of A5.1
in atypical forms is independent of EH8.1 association.

DISCUSSION

It is well known that the clinical presentation of gluten sensi-
tive enteropathy is highly variable and this variability can be
attributed to diverse factors including genetic and environ-
mental influences. The aim of this study was to investigate the
involvement of the MHC region in the development of typical
and atypical forms of CD.

The abovementioned typical form is often encountered in
infants between 9 and 18 months of age. However, when CD
appears in childhood or in adults, other digestive or
extradigestive symptoms are more common. These patients
may be symptomless and diagnosed only because of a system-
atic search through family studies or other risk groups. All of
these late and frequently mild clinical forms of the disease
must be included in the so-called “atypical” forms of the dis-
ease. In our study, the characteristics of both coeliac patient
groups were in agreement with those previously described.
Patients with a typical clinical presentation were younger, had
a longer mean follow up time, and were on a gluten free diet
for longer than those patients in the atypical group. We
observed a more pronounced female predominance and a
higher body mass index among atypical patients.

Our analysis of HLA confirms the association between
DQA1%0501/DQB1*0201 and CD, a finding consistent with
previously data.” '* No differences were found between groups
for the distribution of the HLA-DR genotypes, as has been
reported previously in other studies.” However, differences
were found when we compared DR/DQ haplotype distribution.
DR7/DQB1*0201 was increased in typical patients and EH8.1
was strongly associated with atypical forms. Previous studies
have suggested that these haplotypes confer an increased risk
of developing CD."” Our results suggest that in addition to
DQA1*0501/DQB1*0201, another possible gene present in
EHS8.1 and/or DR7/DQB1%0201 haplotypes may modulate the
development of CD. It has been suggested that an additional
susceptibility gene(s) telomeric to class II contributes to CD
susceptibility." MICA is located 47 kb centromeric to HLA-B, is
expressed on intestinal cells, and can be tested as a candidate
gene in CD susceptibility. It has been reported that expression
of this molecule is likely to be stress induced by promoter ele-
ments similar to heat shock protein (HSP70)."” Our study
showed that MICA-A5.1 transmembrane polymorphism was
associated with a risk of atypical CD. This association could be
the result of linkage disequilibrium with EH8.1. However, CD
atypical patients carrying MICA-A5.1, but lacking EH8.1, were
also significantly overrepresented compared with the group of
typical patients. Thus the association found between MICA-
A5.1 and atypical CD cannot be attributed exclusively to link-
age disequilibrium with EH8.1.

Atypical CD is frequently associated with other auto-
immune and endocrine diseases such as dermatitis herpeti-
formis, type 1 diabetes mellitus, and autoimmune Addison’s
disease. It has recently been shown that an unidentified gene
in the class I region modifies the risk of developing both type
I diabetes and CD.* It is notable that in APS-II Addison’s dis-
ease and type I diabetes, a combination of MICA polymor-
phism and at risk class II haplotypes were associated with the
highest genetic risks." "” Furthermore, it has been described
that autoimmunity to transglutaminase is prevalent among
patients with type 1 diabetes expressing DQ2/DQ2 homo-
zygous genotypes.” This result suggests that this prevalence
probably corresponds with the predominance of DR3,3/DQ2,2
genotypes found in the atypical form. In addition, a significant
number of the relatives of patients with type 1 diabetes have
the silent form of CD associated with DRB1*03/DQA1*0501/
DQB1*0201.” Considering all of these observations, we
hypothesise that the genetic factors determining type 1
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diabetes and oligosymptomatic CD are closely linked with
MICA-A5.1 in linkage disequilibrium with DR3/DQ2, and that
this combination may play a role in the pathogenesis of both
diseases.

In accordance with previous descriptions, the almost exclu-
sive expression of MICA in gastrointestinal epithelium
suggests that it may function as a ligand recognised by a sub-
set of TOYd cells in the intestinal intraepithelial lymphocyte
compartment.” Several studies have provided direct support
for a functional role of the NKG2D receptor for MICA recogni-
tion on NK, Tyd, and recently, CD8+ T cells.”’ The pattern of
MICA tissue expression and the distribution of these cells cor-
relate with the stage of mucosal transformation. In fact,
intraepithelial recruitment of CD8+ and Tyd cells is a charac-
teristic feature of CD'" which could participate in the destruc-
tion of the mucosa. This could be related to induced expression
of MICA on intestinal epithelial cells that may be triggered by
cellular stress mechanisms, infection, or inflammation.
Recently, histological studies have demonstrated high expres-
sion of MICA molecule in biopsies of patients with active CD
(S Caillat-Zucman, personal communication). The MICA-A5.1
allele carries a nucleotide insertion resulting in a premature
stop codon which may encode a secreted form of the MICA
molecule . The MICA-AS5.1 soluble form may protect against
the development of typical CD by blocking or inhibiting ente-
rocyte recognition and destruction by Tdyd or CD8" activated
cells. This may be particularly important in patients DR3/DQ2
homozygous carrying the MICA-A5.1/5.1 genotype. In addi-
tion to DQ2 heterodimers, the presence of the MICA-A5.1
allele could explain the finding that DR3/DQ2 was found to be
associated with the atypical form, and that DR5/DR7 was
found to be prevalent in typical CD. These results provide a
basis for further functional investigation of the roles that
induced expression of MICA-A5.1 could play in the develop-
ment of CD.
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Abstract We selected 38 consecutive celiac disease (CD)
patients (from a group of 316 consecutive CD pa-
tients) and 91 healthy blood donors, all of whom were
HLA-DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201) negative, and in-
vestigated the presence of the classically associated al-
leles HLA-DQ8 and HLA-DRB4. We also studied the dis-
tribution of MICA transmembrane alleles in the two clin-
ical forms of the disease. For this reason, these 38 DQ2-
negative patients were subdivided into two groups. 18
typical CD patients and 20 atypical CD patients. No dif-
ferences were found in the distribution of the DRB4 al-
lele between DQ2-negative patients and controls. The
HLA-DQ8 heterodimer (DQA1*03xx/DQB1*0302) was
increased in CD patients (29%) compared with controls
(10%), but no statistical differences were found. No
differences were observed in the frequency of these al-
leles between either group of CD DQ2-negative patients.
MICA-A5.1 was increased in atypical CD patients when
compared with the typical forms of disease (P.=0.03)
and with healthy controls (P.=0.002). No other MICA
alele was found to be significantly increased in the
groups under study. The presence of MICA-A5.1 in
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atypical CD DQ2-negative patients may indicate a possi-
blerole of thisalelein the development of CD.

Keywords Celiac disease - DQ2-negative - HLA-DQ
aleles- MICA aleles

Celiac disease (CD) is one of the most frequent chronic
diseases found in Caucasians. It is characterized by di-
gestive manifestations (diarrhea, abdominal pain and dis-
tension) and an associated malabsorption syndrome. It
has been established that CD is strongly associated with
the DQ2 heterodimer (DQA 1*0501/DQB1*0201), which
is expressed by more than 90% of celiac patients. The
role of this molecule in development of the disease is
well known. HLA-DQ2 presents deaminated peptides
derived from gliadin to T CD4+ cells in the gut mucus of
affected patients. This results in an important mucosal
destruction that characterizes the clinical manifestations.
A small percentage of celiac patients are negative for
the susceptibility heterodimer. Several studies have
associated other HLA alleles, especialy HLA-DQ8 and
HLA-DRB4 (Clot et al. 1999), to disease susceptibility in
these patients, but these associations have not been ob-
served in other studies in different populations (Partanen
2000; Garrote et a 2000).

It has been suggested (Sollid 2000) that an additional
susceptibility gene(s) telomeric to class || may contrib-
ute to CD susceptibility. Recently, we have demonstrated
an association between an MICA5.1 polymorphism and
atypical forms of CD in patients carrying the HLA-DQ2
heterodimer (Lopez-Vazquez et a. 2002). These patients
are characterized by minimal or absence of digestive
symptoms. Our results suggest that this gene may modu-
late the development of diverse forms of CD. MICA is
located 47 kb centromeric to HLA-B and is expressed on
the surface of intestinal epithelium cells and can be
tested as a candidate gene in CD susceptibility (Sollid
2000). This stress molecule has been described as a
ligand for T-cell antigen receptor (TCR) yd lymphocytes
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Table 1 Differencesin distri-

bution of DQ8 heterodimer, CD DQ2-negative patients Healthy controls
DRB4 and relevant DRB1 a- (n=38) (n=91)
leles between CD patients and *
HLA-DQA1*0501 (one susceptibility chain) 13 (34%) 21 (23%)
HLA-DQB1*0201 (one susceptibility chain) 14 (37%) 27 (30%)
HLA-DRB1*0301 1(2.6%) 3(3.3%)
HLA-DRB1* 04xx 10 (26%) 23 (25%)
HLA-DRB1*0701 14 (37%) 26 (29%)
- 0, 0,
“P=0.01; P.=NS HLA-DRB4 22 (58%) 47 (52%)
Table 2 Distribution of MICA
transmemblrar:eglll desina MICA dlele Typical CD (n=18) Atypical CD (n=20) Healthy controls (n=91)
Spanish population of healthy .
controls and in both typical and ~ A5.1 7 (39%) 17 (85%) 37 (40.6%)
atypical forms of celiac disease A6 13 (72%) 10 (50%) 42 (46.1%)
(CD) A5 5 (27%) 4 (20%) 26 (28%)
Ad 3 (16.6%) 4(20%) 23 (25%)
A9 1(5.5%) 4 (20%) 27 (29.6%)

*P.=0.002, OR=8.27, 95%ClI (2.26-30.23), EF=0.75 (atypical versus healthy controls); **P.=0.03,
OR=8.9, 95%CI (1.89-41.94), EF=0.76 (atypical versustypical CD patients)

and the NK-G2D receptor (Groh et al. 1998), and may
explain therole of TCRyd T cellsin CD.

The aim of this work was to analyze the distribution
of diverse HLA alleles in a Spanish celiac DQ2-negative
population, and to investigate the influence of the MICA
gene polymorphism for genetic susceptibility to CD. We
selected a group of 38 unrelated DQ2-negative individu-
als from a group of 316 consecutive CD patients, diag-
nosed in our hospital as celiac patients according to the
ESPGAN criteria. They were divided into two groups
according to their clinical manifestations. typical CD
(n=18) and atypical CD (n=20). Ninety-one DQ2-nega-
tive unrelated blood donors were selected as healthy
controls. All of these were typed by PCR-SSO for
HLA-DQB1, HLA-DRB1, DRB3, DRB4, DRB5 and
HLA-B with RELIT™-SSO typing kits (Dynal, Nor-
way), and by PCR-SSP for HLA-DQAl and for
HLA-DQB1*0201/02 ambiguity according to a previous-
ly described method (Olerup et a. 1993). MICA trans-
membrane alleles were typed by PCR with labeled prim-
ers as previously described (Lopez-Vazquez et al. 2002).
Direct counting determined the phenotypic frequency,
and the significance of the association was determined
using the chi-squared test with Yate's correction. The P
values were corrected (P, by multiplying these by the
number of comparisons. A P, value <0.05 was consid-
ered significant. The odds ratio (OR) was calculated by
the cross-product ratio. Exact confidence intervals (Cl)
of 95% were obtained.

The average age at diagnosis in the typical group was
lower (9.88+6.65 years) compared to the atypical group
(20.05+10.60 years). This result reached statistical sig-
nificance (P<0.01). Therefore, these differences may be
due to nonspecific symptoms of atypical forms of CD,
which delay its diagnosis for several years.

No statistical significance was found when comparing
the frequency of HLA-DRB4 in DQ2-negative celiac pa-

tients with that of healthy controls in our study. This al-
lele was found in 52% of our control population and in
58% of our CD patients. The frequency of the HLA-DQ8
heterodimer (DQA1* 03xx, DQB1*0302) was clearly in-
creased in patients (29%) compared with controls (10%),
but this was not statistically significant (Table 1). No dif-
ferences were found on comparing the different forms of
the disease with each other. HLA-B8 was more frequent
in atypical that in typical patients (3 out of 20 versus O
out of 18), but the differences did not reach statistical
significance (data not shown). No differences were
found in the distribution of these and other HLA alleles,
between healthy controls and CD patients or between
either of the CD groups.

A strong association of the MICA-A5.1 allele with the
atypical CD group of patients was found. This allele was
found in 85% of the HLA-DQ2-negative atypical group,
in 40% of controls [P.=0.002, OR=8.27, etiologic frac-
tion (EF)=0.75], and in 39% of the typica group
(P.=0.03, OR=8.90, EF=0.76). The MICA-AG6 dllele was
increased in the typical group of patients and MICA-A9
was notably decreased, but the differences did not reach
statistical significance (Table 2).

MICA-A5.1 contributes to susceptibility in the atypi-
ca CD form independently of HLA-DRB1, -DRB4,
-DQA1, -DOB1 and HLA-B linkage disequilibrium (data
not shown).

In agreement with previous reports, the almost exclu-
sive expression of MICA in gastrointestinal epithelium
may suggest that it functions as a ligand recognized by a
subset of Tdl yd cells in the intestinal intraepithelial
lymphocyte compartment. In fact, intraepithelial recruit-
ment of Tyd cells is a characteristic feature of CD. The
MICA-A5.1 allele carries a nucleotide insertion, resulting
in a premature stop codon, that may encode a secreted
form of the MICA molecule. The MICA-A5.1 soluble
form may protect from CD by inhibiting the recognition



of intestinal tissue by Tdlyd or NK-activated cells. This
might be particularly important in HLA-DQ2-positive
patients, in which we found that MICA-A5.1 was associ-
ated with atypical forms of CD, and it may possibly ex-
plain the greater risk for patients with HLA-DR3/DR7
genotype as compared with DR3/DR3, who are homozy-
gous for the MICA-A5.1 alele. A modifying influence by
the MICA gene might be a general mechanism that can
be related to other autoimmune diseases. In fact, atypical
CD is frequently associated with other autoimmune dis-
eases such as dermatitis herpetiformis, type | diabetes
mellitus and autoimmune thyroid disease. It is notable
that in APS-I1 Addison’s disease, the combination of
MICA-AS.1 allele and high-risk class |1 haplotypesis as-
sociated with a higher genetic risk (Gambelunghe et al.
1999).

In conclusion, MICA-A5.1 may be protective or may
modulate the phenotypic expression of CD in both DQ2-
positive and -negative CD patients. The functiona role
of MICA in the pathogenesis of CD remains to be clari-
fied.
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OBJECTIVE:

The aim of this study was to investigate the association of MHC genes in the development of celiac

disease (CD) and its diverse clinical forms in a Saharawi population.

METHODS:

One hundred and twenty-five CD patients and 98 healthy controls were selected from the Saharawi

refugee camps in Tindouf. All were investigated for the presence of antitransglutaminase 2
antibodies. Patients were divided into two groups according to their clinical manifestations: 70
typical and 55 atypical. Patients and controls were typed for HLA-B, DRB1, DQB1, and DQA1, and

for MICA transmembrane polymorphism.

RESULTS:

The frequency of HLA-DQ2 in Saharawli controls was notably increased compared with other

populations. Mo differences in the distribution of DQ2 in either group of patients were found.
However, the haplotype B8/DR3/D0Q2 was notably overrepresented in atypical patients compared to
typical ones (p, = 0.001). The MICA-A5.1 allele was increased in atypical CD patients compared to
those with typical forms (p. = 0.0008). Finally, we found that the increased frequency of MICA-AS.1
in the atypical group was independent of the linkage disequilibrium with B8/DR3,/DQ2 haplotype

CONCLUSIONS:

The elevated prevalence of CD in Saharawi seems to be related to the high frequency of HLA-DQ2 in

this population. However, the development of atypical or typical forms of the disease may be due to
a gene or genes located in the class | side of the haplotype B8/DR3,/DQ2, especially MICA. This
appears not to be implicated in the susceptibility to CD but may play an important role in the
development of the different forms of the disease.

INTRODUCTION

Cehiac disease (CD) 15 one of the most prevalent enteropathies
in developed countries. This disease 15 induced by gluten
contained in wheat and other cereals, such as barley, rye,
and oats, in genetically susceptible individuals. The immune
system of the small bowel mucosa of these patients reacts
against gluten and induces an immune response that causes
villous atrophy and crypt hyperplasia. The pathogenesis of
CD seems to be directly related to an abnormal immune re-
sponse against glutamin-rich ghiadin-derived peptides, pre-
viously deamidated by tissue transglutaminase (1). This en-
zyme has been recognized as the target of antiendomysium
antibodies, the most characteristic serological marker of CD
{2). The interaction of the HLA-DQ2 heterodimer binding
these peptides with TCR of CD4+ T lymphocytes in the lam-

5 I'he contnbation to Uhs :;|I.||:|_1.- ol Antomo [_.l'lpl.:-.r-"r"i|:.:'|_||,.||.:.r amad Dobores Fueiles s
cgual and the order of authorship s arbitrary

ina propia of the small bowel mucosa induces secretion of in-
terferon ¢ (IFN-y) and other cytokines (1). This mechanism
may explain most of the pathological changes 1 mucosa, but
other important alterations remain unclear.

Recent screening studies performed in several populations
of different origin have shown that the real prevalence of CDas
higher than that reported in classical studies (3-6). However,
the real impact of this pathology in the underdeveloped world
15 not well studied, and CD could really be a serious health
problem in these countries. One exceptional case 15 that of the
Saharawi people of the Tindouf refugee camps in southwest
Algeria. These people are native to the former Spanish colony
of the Western Sahara and are of Arab and Berber origin,
and have previously been well studied by Catassi et al. Such
studies have demonstrated that the prevalence of CD in this
population {5.6% of the children are celiac) is the highest
described worldwide (7).

It 15 well known that CD 1s strongly associated with the
HLA-DQ2 heterodimer (DQA1T0501/DQB1*0201) that 15
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carried by more than 90% of the patients (8). Some patients
are DOQ2-nepative, and these are classically associated with
HLA-DQR*. However, some recent studies have suggested
that an additional susceptibility gene(s) telomeric to class
[ contribute(s) to CD susceptibility, especially the alleles
MICA-AS. 1, MICB-CA24, and MIB-350 all characteristic of
the B8-DR3 extended haplotype (9). We have also recently
demonstrated an association between MHC class 1 chain-
related gene A (MICA) allele 5.1 and anpical forms of CD
in both DO2 positive and negative patients (10, 11). Our re-
sults suggest that this gene may modulate the development
of diverse forms of CD, especially those without digestive
manifestations. This gene is located 47 Kb centromeric to
HLA-B locus and is in strong linkage disequilibrium with
it. MICA 1s expressed on intestinal epithelium cells and has
been suggested as a candidate gene in CD susceptibility (1,
12). This melecule acts as a natural ligand of NK. y4, and
e ff CD8+ T cells through the NKG2D receptor, and plays
an important role in immune surveillance against infections
and tumor transformation (13, 14).

The aim of this study was to investigate the distribution of
diverse HLA haplotypes and MICA-TM alleles in two groups
of celiac Saharawi patients and the possible relationship of
these with ncreased prevalence of CD in this population.
Moreover, we have investigated the possible association of
MICA-TM alleles with the development of atypical or typical
forms of celiac disease.

METHODS

Subjects

One hundred and twenty-five celiac patients were included
in the study. All patients were recruited by two members of
our group in the Tindouf refugee camps during a visit in
May 2002. Due to unexpected difficulties, we were unable
to obtain biopsies from each patient in order to establish a
diagnosis. However, 82 patients had been diagnosed previ-
ously by Catassi er al. (7) and the 43 new patients, of a total
of 630 studied, were classified as celiacs by their clinical fea-
tures and by the presence of IgA anti-TG2 autoantibodies,
prior to commencement on a gluten-free diet. Moreover, all
patients studied were screened for IgA deficiency, with the
aim of evaluating the presence of anti-TG2 IgG class anti-
bodies in those who were negative for lgA class. Only two
patients had IgA deficiency, but both were negative for IgG
anti-TG2 antibodies. The presence of a familial history of
CD was not taken into consideration in the screening of new
cases. All CD patients were classified into typical and atvp-
ical, according to their clinical manifestations. Sixty-seven
patients had a classical digestive symptomatology, consist-
ing of diarrhea, flatulence, weight loss, and fatigue. These
patients were classified as having typical forms of CD. Fifty-
seven had extraintestinal, single-predominant symptoms, or
were even symptomless (silent or latent CD), and were thus
classified as arvpical forms (4, 15, 16). Most of these patients

presented anemia as the predominant manifestation and were
diagnosed only by the presence of anti-TG2 antibodies.

Ninety-eight healthy controls from the Saharawi popula-
tion, all of whom were without direct familial relationship
with CD patients, without history of intolerance to gluten
and derivatives, without iron deficiency, anemia, or any ab-
normal finding in the biochemical studies, and with negativ-
ity for anti-TG2 antibodies, were included in the study for
genetic comparison.

Saharawi’s Tindouf Health Authorities granted permission
for the study, and all patients and controls gave imformed
consent before enrollment.

Laboratory Methods

DNA EXTRACTION. Two milliliters of peripheral blood
was obtained from each patient and control and was mixed
with 2 ml ethanol for storage until the specimens were pro-
cessed. Ethanol was removed by washing twice with PBS
{phosphate-buffered saline). Finally, genomic DNA was ob-
tained with MNucleospin Blood L™ kits from Macherey-
MNagel, Diiren, Germany.

DETERMINATION OF TRANSGLUTAMINASE 2 Al-
TOANTIBODIES. Five milliliters of blood serum were ob-
tained from each individual and anti-TG2 antibodies were
determined by ELISA (enzyme-linked immunoassay) with
Celikey™ kits (Pharmacia Diagnostics, Piscataway, NI).
Reference values were established between 5 U/ml and
8 U/ml; a measurement less than 5 U/ml was considered neg-
ative and one greater than 8 U/ml was considered as positive.
Values between these were not considered.

HLA TYPING. All patients and healthy controls were typed
by PCR-SSO for HLA-DQBI1, HLA-DRBI, HLA-DQBI,
and HLA-B with RELI™-S50 typing kits (Dynal, Norway),
and by PCR-55P for HLA-DQA1 and HLA-DQBI1*0201/02
ambiguity according to a previously described method (17).

MICA-TM ALLELE TYPING. Microsatellite repeat poly-
morphism in the transmembrane region of MICA gene was
analvzed by PCR with a method previously described (18).
Four distinct alleles consisting of CGT repetitions were desig-
nated as A4 (104 bp), A5 (107 bp), AG (110 bp), and A9 (119
bp). One additional A5 (AS5.1) with one nucleotide insertion
{(G) was also detected (108 bp).

STATISTICAL ANALY SIS, Descriptive analyses were used
to characterize the study population. The Fisher exact test was
used to compare dichotomous variables, and an unpaired -
test was used to compare differences in the means of the con-
tinuous variables. Allelic and haplotypic frequencies were
calculated by direct counting and the significance of the as-
sociation was determined using the x* test (with Yates’ cor-
rection). Haplotypic distribution was derived from molecular
typing of the HLA-B, HLA-DR, HLA-D(Q, and MICA gene.
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Table 1. Characteristics of both the Groups of CD Patients and
Healthy Controls Included in the Study

Atypical CD  Typical CD  Healthy Controls

n=3a57 n=~67 n=98

Ciender

Male 13 24 38

Female 44 43 fal}
Mean age 21.8 + 14.44 106+ 5 213+ 138
Familial history 32 (56%) 27 (40%)
Associated 9 (16%)" I {1.5%) -

autoinmune

diseases

*p= 000, OR = 1237, 95% CT(1.31-100.97).

Extended haplotypes (EH) were deduced according to the
previously reported linkage disequilibrium. The odds ratio
{OR) was calculated by the cross-product ratio. Exact con-
fidence intervals (CI) of 95% were obtained. The p-values
were corrected (p.) by multiplying these by the number of
comparisons: 20 for HLA-B alleles, 5 for MICA TM alleles,
and 16 for HLA-DQA/DQB haplotypes. A p. value less than
(.05 was considered significant.

RESULTS

The mean age of the atvpical group was greater than that of
the fvpical one (21.8 & 14.44 yr vs, 10.6 & 5 vy1). The age
of disease onset was not established because it is very diffi-
cult to estimate when CD appears in anvpical patients, espe-
cially in those presenting few symptoms or in asymptomatic
ones. A notably increased proportion of females was found
i this group (4:1), Moreover, patients with arypical forms
of CD had an increased frequency of associated autoimmune
diseases such as diabetes mellitus, dermatitis herpetiformis,
thyroiditis, etc. compared to the typical group (16% vs 1.5%,
p = 0L.006), and familiar aggregation was also more frequent
{60% vy 40%) (Table 1).

Our findings demonstrate that the DQA1°0501/DQBI1*
0201 heterodimer was clearly associated with CD in the
Saharawi population {p, <1077, OR = 10.63), as has been

previously described (18). In addition, the susceptibility het-
erodimer was increased in both forms of the disease when
these were compared with the healthy controls. HLA-DQ2
was carried by 86.5% (p. <107, OR = 9.34) of the patients
with a fypical form of the disease and by 91% (p. <1073,
OR = 15.08) with the arvpical form (Table 2). Furthermore,
we found that the number of healthy controls who carried
the HLA-DQ2 heterodimer was notably higher than that de-
scribed in our previous study in a Spanish population (8) (41%
ve 21 5% p. = 0.04) and in other studies in several Caucasian
populations (data not shown). The HLA-DQS heterodimer
was found in 41% of Saharawi CD patients and in only 12%
of the healthy controls but these differences did not achieve
statistical significance when p-correction was applied (p =
0.01, p. = NS). HLA-DQS was also increased in typical CD
patients (55.5%, p = 0.007, p. = NS) (Table 2).

HLA-DR alleles showed a similar distribution between the
oroups of patients. As expected, the DR3/D0Q2 haplotype was
clearly increased in typical patients (73%) and in atvpical
ones (89% ) when these were compared with healthy controls.
Mo other differences in the distribution of DR/DO) haplotypes
were found among the diverse groups studied.

We then analyzed the distribution of HLA-B alleles among
the groups, As our previous study in a Spamish population
demonstrates, a strong association of the haplotype HLA-
DQ2/DR3/BS exists in afvpical patients compared to healthy
controls (p. = 1077, OR = 9.39). This haplotype was also
overrepresented in fypical patients (37%) but differences did
not reach statistical significance. However, its frequency was
significantly increased in anvpical forms compared with fip-
ical ones (p. = 0.001, OR = 4.59) (Table 2, Fig 1). No other
HLA haplotypes were found to be associated with CD or with
different forms of the disease,

We also investigated whether the differences observed
with this haplotype could be secondary to the MICA locus,
which has been suggested as a candidate gene in the devel-
opment of CD. Analysis of microsatellite polvmorphism in
the TM region of MICA showed a similar result. MICA-
A35.]1 was increased in the atypical forms of the disease
(Table 3). This allele was found in 86% of Saharawi atyp-
ical patients and was carried by only 47% of the controls

Table 2. Distribution of the Susceptibihty Heterodimers and Haplotypes in CD Patients and Healthy Controls

Typical CD Atypical CD Healthy

CD Patients Patients Patients Controls

n= 125 n=67 n=>57 n="48
HLA-DO2 110 (88%) 58 (86.5%) 52 (91%) 40 (41%)
HLA-DQS in 6 of 15 (40%) 5 of 9 (55.5%) 1 of 5 (20%%) T of 58 (12%)

DOZ negative
DR3/DO2 100 ( BO24) 49 (73%) 51 (89%) 36 (37%)
DRx/DG2 10 (7%) 9 (13%) 1 {2%) 4 (4%)

B&/DR3/DQ2 65 (52%) 24 (36%) 41 (72%) 21 {21%:)

o= 1005, OR = 10.63, 95% C1 (5.42-20.84) DO2 in CD vs healthy controls
fre = 1077 OR = 9.34, 95% CT (4. 16-20.99), DOQ2 in typical CD v healthy controls

e <1077, OR = 15.08, 95% CI{5.53-41.08). DO2 in atypical CD vs healthy controls.

o< 07, OR = 9,34, 95% C1 (4.43-19.94) BRDRIDOL in atypical CD v healthy controls,

g = O0E, OR =459, 95% CLH{2.14-2.85). BE'DRIDO2 in atypical v typical CD.
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Typical CD vs. atypical CD patients

HLA-DQ2 p=NS MICA-AS.1
H:\r L BRI AEERENNNEREN] {-H_
:=M5 HLA-DR3 p=0.0006 HLA-B8
OR=6.31
. DQ2/DR3/A5.1/B8 haplotype .

p:=0.001, OR=4.59, 85% CI (2.14-8.85)

Figure 1. Genetic map of HLA-BE/DR3I/DO2 haplotype in both groups of Saharawi CD patients, Arypical and fvpical forms of the disease
share the same class I region (DR/DQ) but are clearly different on the class [ side of the haplotype (MICA/HLA-B).

(e = 1077, OR = 6.92) and 49% of the typical patients. These
frequencies show a clear difference in the distribution of the
MICA-AS. | allele among atvpical and tvpical celiac patients
and such differences achieved statistical significance (p, =
0.0006, OR = 6.31). Nevertheless, when the distribution of
this allele in a group, which includes all CD patients inde-
pendently of the disease form, was compared with healthy
controls, the differences did not reach statistical significance
(Table 3).

Stratification was necessary to estimate whether the link-
age of this allele’s susceptibility to the anvpical CD form was
independent of HLA-DQ2/DR3/B8 haplotype, which habit-
ually included MICA-AS. 1. All subjects, both patients and
controls, who carried this haplotype. also carned the MICA-
5.1 allele. We investigated the MICA-AS.1 allele in a group
of patients positive and negative for HLA-DQ2/DR3/BS in
order to establish whether MICA-AS.1, which predisposes
for atypical CD, 15 due to linkage disequilibrium with this
haplotype (Table 4). We compared 42 rypical and 16 atyp-
fcal patients who did not carry the haplotype. The MICA-
A5.1 allele was significantly increased in the afvpical form
(30% vy 19%; p = 0.02, OR = 4.25). This confirms that
the increased frequency of AS.1 in atypical forms is inde-
pendent of the inclusion of this allele in the DQ2/DR3/BS
haplotype.

Finally, patients were classified according to the presence
of a family history of CD, In the first group, that is, those
with a family history, the MICA-AS.1 allele was increased in
patients who had atypical CD compared to those presenting
tpical CD (p = 0.007, OR = 5.81) (data not shown). A
similar distribution of this allele was found in the group of
patients with no affected family members (p = 0.004, OR =
7.33) (data not shown). As our results show, the association
of the MICA-AS.1 allele with atypical forms of the discase
was not related to the family history of CD,

DISCUSSION

Although the presentation of CD is very variable, it can be
classified into typical or classical CD and anpical CD, ac-
cording to the clinical point of view. The atvpical forms of
the disease could be considered very heterogeneous, but can
be characterized by a lack of gastrointestinal manifestations,
Our findings show a clear difference in mean age between
both groups of patients, but these differences may be due to
the considerable delay in diagnosing atypical patients, and is
therefore possibly not related to a late onset of the disease.
The variability of CD can be attributed to diverse factors,
including genetic and environmental ones (1). The aim of this
study was to investigate the involvement of the MHC region

Table 3. Distnbution of the MICA-TM Alleles in CD Patients and Healthy Controls

MICA Saharawi CDn = 125 Atypical CD n =57 Typical CD n = 67 Healthy Controls n = 98
4 18 (14%) 10 {18%) 8111%) 17 {16.5%:)

5 22 (18%) 6 (11%) 16 (23%) 22 (21%)

5.1 82 (66%) 49 (B6%)" 33 (49%) 46 (47%)

f 66 (53%) 22 (40%) 44 (63%) 57 (38%)

Y 24 (19%) 10 (18%4) 14 (20%) 29 (28%)

"o m= D06, OR

6,31, 95% CH2.6-15.33), MICA=AS 1 Atypical ws typeal CD patients
fpreo= (LO000L, OR = .92 95% CT (2.97-16 B4 ), MICA-A5 1 Atypical v healthy controls,
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Table 4. Distribution of MICA-A5.1 Allele in BE/DR3/DQ2 Posi-
tive and Negative Patients in Both Groups of CD Patients

n MICA-AS]
BE/DR3/DQ2 positive
Atypical 41 41 (100%,)
Typical 25 25 (100%)
BE/DR3I/DQ2 negative
Atvpical 16 8 (50%)*
Typical 42 8 (19%

*p=10.02 OR = 4.25; 05% CI{1.57-21L.3T).

in the susceptibility to CD and in the development of tvpi-
cal and atypical forms of the disease in a western Saharan
population. The data obtained in our study demonstrate the
considerable role that genetics plays in the increased risk of
CD in this population. This could be related to the elevated
frequency of the HLA-DQ2 heterodimer in Saharawi. As pre-
viously mentioned, this heterodimer was carried by 41% of
the Saharaw1 healthy controls.

Our analysis of HLA has confirmed the association be-
tween HLA-DQ2 heterodimer and CD, a finding consistent
with data previously reported in the Saharawi population ( 19).
Moreover, the HLA-DQR heterodimer, reported as another
susceptibility factor in CD, was clearly increased in patients,
but differences were not significant, possibly due to the size
of the sample. As reported above, no differences were found
between groups when the distribution of the HLA-DQ) sus-
ceptibility heterodimers was compared. These results indi-
cate that the different manifestations of CD are not modu-
lated directly by HLA-DQ2 or DQR heterodimers, and may
be due to other mechamisms different from those that are di-
rectly related with CD. Thus, the different haplotypes car-
rying DOA*0501/DQ1*0201 have a distinct effect on the
susceptibility to CD. This study suggests that, in addition
to the HLA-DQ2 and DQS8 heterodimers, another possible
gene present on the class 1 side of the HLA-DQ2/DR3/BS
haplotype may modulate the disease, thus conditioning the
development of a slow progression and less aggressive forms
of CD, that 15, the so-called atvpical forms (Fig. 1).

Owur previous studies on Spanish CD patients have demon-
strated that the MICA-AS. 1 transmembrane polymorphism is
associated with the risk for atvpical CID and its association is
not the result of linkage disequilibrium with HLA-DQ2 and
HLA-BS (10). The finding of very similar results in a popu-
lation with a different genetic background seems to confirm
the role of MICA (or another gene close to this) in the mod-
ulation of CD. A recent study has shown that an unidentified
gene in the class I region modifies the risk of developing both
type | diabetes and CD (20). It is notable that in type I dia-
betes mellitus the MICA-AS.1 allele is also associated with
latent or less aggressive forms of this disease (21). Moreover,
this form of IDDM is clearly predominant in adult-like atye-
ical CD forms, and is also underdiagnosed. Bearing in mind
these observations it 1s possible to hypothesize that the ge-
netic factor determining latent IDDM and oligosymptomatic

or extradigestive CD is close to MICA-AS.1 in linkage dis-
equilibrium with DR3/DQ2, and that this combination may
play a role in the modulation of the symptomatology of both
diseases. Moreover, a recent study has reported that the forms
without intestinal involvement of juvenile Bechet'’s disease
are also associated with the MICA-AS.1 allele (22), and that
this is also increased in the distal or less aggressive forms of
ulcerative colitis (23).

Previous studies have suggested that the MICA molecule
expressed in the gastrointestinal epithelium may function as
a ligand recognized by a subset of CD8+ T cells and T81 4
cells in the intestinal intraepithelial lymphocyte (IEL) com-
partment (24). Other studies have provided direct support for
the functional role of the NKG2D receptor for MICA recog-
nition on T CD84-, NK, and Ty 8 cells. The pattern of MICA
tissue expression and the distnbution of these cells could
correlate with the mitial stages of CD. In fact, intraepithelial
recruitment of CDB8+ and Ty é cells is a characteristic feature
of these stages of CD (1). We have observed in our current
studies a high expression of the MICA molecule in the biop-
sies of some patients with CD, especially in those with less
structural damage of the mucosa (unpublished data).

A recent study suggests that the MICA-AS5.1 allele could
encode an altered form of the MICA protein without the in-
tracytoplasmatic tail that could be expressed in the apical
zone of enterocytes, whereas the other MICA TM alleles
could be expressed mainly in the baso-lateral region (25).
This particular expression pattern may affect the interaction
with IELs and this may provide a protective effect in gut ep-
ithelium, which could explain the absence of intestinal mani-
festations in atvpical patients. Other authors refer to the pos-
gibility that the A5.1 allele may encode a secreted form of the
MICA molecule (26). Other studies in relation to the func-
tional role of these molecules have demonstrated that some
soluble forms of MICA are implicated in the immune eva-
sion of tumors by blocking the recognition of tumoral cells
by NK Iymphocytes (27). This mechanism may also protect
against the development of intestinal symptoms, by blocking
or inhibiting enterocyte recognition and destruction by acti-
vated [ELs in atypical patients. Additionally, Maiuri ef al.
(28) demonstrate that a nonimmunodominant gliadin frag-
ment can activate the innate immune system by inducting the
release of IL-15, a cytokine that can selectively upregulate the
production and the function of the NKG2D receptor (29). All
these results support the possible role of the MICA molecule
in the pathogenesis of CD, and provide a real basis for further
investigation into the possibility that the induced expression
of different alleles of MICA could affect the development of
diverse forms of this disease,
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BACKGROUND  Cellac disease (CO) 15 an enteropathlc disorder characterzed by strong association with HLA-DQ2,

SMND AlRS: Our aim was o investigate whether MICE, a gene located in the MHC class | region, may contribule
to G0 susceptibility.

PATIENTS Tatal of 133 CD patients, previously reported (o be associaled with MICA-A5.1, and 116 controls

AND METHODS: were initially analyzed. Twenty-sight additional DQ2-negative CD patients were also studied. MICE
was typed by PCR using sequence-specific primers. HLA-B, -DREL, D0AL, -DQBL, and MICA were
also typed.

The allele MICBOL0E was strongly associated with CD (g = 0000001, odds ratie (OR) = 5.6, 95%
confidence interval (CH = 3.1-10.1) and it was overrepresented in atyvpical patients compared with
typical ones (p. = 0.04, OR = 2.9, Cl = 1. 4-6.1). MICEQLOE was part of DR3-DO2 haplotype
[EBB-MICA-A5 1-MICBO1060R3-DQ2), and consequently a strong linkage disequilibrium betweesn
MICEOL0E with DOD2 (A5 1) and MICA-A51 (A5 0.55) was found. To analyze whather the
association of MICE s Independent of this haplotype, Its assocliation was also studied n
DO2-negative patients (n = 46). DO (28% vs 9%, p = OL08E, p; = N5 and MICBO104 (52% vs
I0%, p o 0.0L B NS)were Increassd In DO2-negative patlents, MICA-A5.1 was sipnificantly
increased In atypleal patients (p, = 0004, OR = &4, Cl = 2.2-18.4), and this association was
independent of Q2 and DQE (p. =002, OR = 2.6, Cl = 1.1-6.1).

RESLLTS:

COMCLUSIOMS:  The exprassion of MIC genas on enterocytas under stressful conditions and their function as ligands
of Intraeplthelial <& and COB T cells. together with the data presented here suggest a potential role

of MIC gznes In the pathogenssis of CO.

INTRODUCTION

Celiac disease (UL iz a chronic inflanmatory discase trig-
wered by intolerance to wheat gliadins and related prolamins
that result in villus atroplyy in the small intestine. CLY is one
of the most prevalent chronic discases found in Cancasians
(one 1 200400 mndveiduzals), bt aaly 200-50% of those af-
fected have subjeciive syenploms (1-33, CD pahients, who
have clear digestive symptomatalogy, such as diarrhen and
malabzorption, have been classificd as having the faical
forms of discase. Oligesymptomatic or completely asymp-
tornatic CT patients have been grouped together as afygioal
forrns (45, which wre more cormmion amaong, subjects mchsded
in several nsk growps for CD, such as those represented by
awtaimnminne discase and first degrec relatives (5, 00,

The etology of CD s multfscional and imvolves pe-
netie and eavironmental factors (=100, Many predispos-
ing genes, which may influcnce the immune responss to
wluten, are supposed to be mvolved in the pathogenesis

of CT, the HLA-linked genes being the most strongly as-
sociated (11, 12). The primary HLA asscciation is with
)2 (DA T 0501 DHIBIT0201 ), which is found in morc
than B5% of CD patients in our population {13, 14, DOE
LA TS0 -DOE L 0302 ) is also stronghy associated with
CI¥ in these paticnts who are DO2-pegative. D02 and proba-
Bly THE present desrminated pepiides denved from gliadin to
CTHE T cellsin the submuscoss ol alTecied paliends resultmg
in an important destruction of the mucosa, which friggers the
clinical manitzstations of the discasc (8).

It has been suggested that an additional susceptibility
penels) telomenc o MU class I region may contribute 1o
the development to CT susceptibihity, and the association of
saveral genes and polvmorphic markers located near to the
BT cliss T regiom wilh CTY sascepibility have also been de-
seribed (15-18), However, this type of study is particularly
dithicult in CLY due to the strong conscrvation of DES-LM)2
haplotvpes observed inthese patients and many associations
are smmply explained by linkage disequilibrivm with TR,



A new family of polymorphic senes, termed MIC, has been
described in the MHC class [ region (19). Twoe members of
this Garnaly, MICA el MICT, sre ainleresting camlilaies for
being suscepribility gones in CO. They are expressed in on-
terecyies wnder siressful conditions and are ligands For ine
irnepithelial 38 and CTEE T cells (20, 211 The MICA gens
i5 locoted 47 Kb centromenc to HLA-B in the MHC class [
region 199 Wi have recently reportcd that one MICA allele,
termed MICA-AS T (MICA*I0E) is indepondently associ-
adesd wath CT) somad rmay rroclulade the climical i festistion of
the disense, because it is strongly associnted with the suscep-
tibility to atypical forms of CO {13, 22). The MICB gene 15
also bocated inelose proximity to MICA 1% and it alse has the
samie structure, the same pattern of expression, and is a ligand
fior intracprthelial | cclls (20, 21 Thus, the role of MICA
in the pathogencsis of CL necds to be clarificd in association
with MICE in onder o draw definite conclusions aboui the
ritle ol MIC genes in the pathogenesis of the disease,

The aim of this study was to onabyze whather MICB con-
fiers additional susceptibility in a population of CLY Spanish
paticnts, which we ke reported to b associated with MICA-
AS {13k To avoud spunous association due to linkage dis-
eepuilthrivum with THD2, we hove also amalyzed the assocn-
tions of these genes in a matched population of DO 2-negative
paticnts.

METHODS

.?Jlﬁjm‘f.\'

One hundred and thirv-three reported CD patients were imi-
tially ineluded in this study (females: 32, males: 31; mean apre:
23T 182 wri(13) These represent all available CO patients
diagnosed in our hospital from January 1998 o December
1999 Patients were classified inio typacal wod alypacal forns
pecording to their clinieal presentation (1-21. Seventy-ning
(43 fomales, mean ape: 182 = 16.2 vl had a typical symp-
tomatology at the time of diagnoesis. Fifty-four paticnts {19
females, mean age: 316 + TR2 yr) had extraintestinal, siyp-
ical, single-prodominant symptoms, or Wers oven svimptom-
leas at diagnosis, and were classified as atypical forms.

Tor avewsiel ssprmios sessoctabions due o linkage diseguilib-
rivm with D2, we decided to also analyvee the as=ociation
of MICE in D)2-negatrve paticnts. Only 13 out of 133 pa-
ticnts analyzed were DO2-nogative. Thus, the population of
D 2-negative patients was further increased with 28 addi-
tiomal patienis, which represents all TR -negative patiends
from a larger population of 218 consecutive sdditional CD
paticnts diaggnosed from January 19599 to December 206002,
Thus, 46 D2 -pegative paticnts wers analyzed and were also
divided i typical {n = |9)and atypicol patients in = 27). All
paticnts were diagnosed aceording to the revised Buropean
Society for Pediatric Gastroenterolegy and Mutrtion (ESP-
CiAN) crtera (23 Al presented o villus atrophy of variahle
degres, with crypt hyperplasin of the small bowel mucosa,
prior to commencement on o gluten-free diet.
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O hundred and sixteen random matched Blood denors,
nod related to patients, withowt a histery of intolemnnce 1o
stluten ard derivichives, wilbigl Terropeni, anemia, orany ah-
norrsality in the biochemical studies, and with negativity for
anbig lidin and antiendomysiom antibodies, weare included in
this study, Ninety-one of these controls wene DO -negative.

LABORATORY METHODS

HLA and MIC Typing

MICE typing was performad by PR amplification with
sequence-specific primers (PCH-55P) as previously de-
serbed (240 Sixleen alleles were imalycsed in our popakistion
(2%} For the analysis of microssiellite repeat pelymorphism
inthe MICA pene, PCE was carcied out using primers labeled
at 5%-cnd with the flusrescent reagent Cy5 as previously de-
scribed (26]). Fragment sizes were determined automatically
wxang AT express [T CAmersdhan Pharmmiecin Riotech ),

High resclution HLA-B typing was made using RELI™ -
SR0O typing kit (TMAL Biotech, Oslo, Morway). HLA-
DREL, -DOAL and -DORI clss 1T alleles were byped
by sequence-specific eligonucleotide probes (PCRSSOPR
IMMO-LiPA | Innogenetics MY Ghent, Belgium).

Ktwtistical Analvsis

Allelic frogquencies were calenlated by dircet counting and
the significamce of the association was determined w=ing the
¥ =-lest Pwith Yales” correction k. The o values were corrected
(b by muliiphying these by the number of compansons,
The odds matio (DR) was caloulated by the cross-product ra-
tio. Exact confidence intervals (C1) of 95% were obiained.
The potential impact for each marker was estimated by the
eliclogizal fmchion (0, which imdhcates the proporiion ol
disense coses among the tofal population that are attnbutable
o one allele when DR = 1.

Haplotvpic distribution was derved from molecular ivp-
ing of HLA-B, HLA-DE, and MICA gene. Extended haplo-
types ( EHVyaere deduced according te the provicushy reported
linkage disequilibrivm (27). The extent of linkage disequi-
1'i|'|rimr| I"Ei“ﬂ!ll |.|'|E' L IiH.I i!'\- EKFTE‘!‘-!\-EL’ alk I.Ih‘;' |1|'|HET'|'E':|
disequilibrivm value (25], that 15, o properion of the theo-
retical maximum disequilibrivm value {3, ) achicvable for
this combination of allzles. The A5 were calculated wsing the
formula: is = LA = Pab — (Pa- PhyPail — Ph).

RESULTS

MECEAINE was Sirnngly Associabed with Celioe Disease

A tofal of 133 CDY patients, previously reported to be
associated with HLA-DM)Z and MICA-ASL, and 116
controls were initially included in this study (13} Sixteen
MICE alleles were analvzed by PCR using sequence-specific
primers, but only nine alleles were found in cur population
i Tabkle 1) The distribution of MICE alleles was clearsly dis-
sirnilar between pralients aml controls, A stong assocution
of MICTOI06 with CD waes found (pp o UO0000, OR

56, Cl = 351-10.1, EF = 047y The distnbution of MICE
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Table 1. 3ICE Destnbution m Coliae Discase Paticnls and Contrels

Conitral Celinc Typical Abypical

in LIGh dn 133 in 79 in 54
MICBOIO2T  8T(TA%) QB(aT%) 61 (77%F  29(31%)
MICBOLOZZ  13(11%)  A{3%)  3(3%) L (1%]
BICHOLIU3101 28 (24%) 25 {18%)  14{17%) 11 | 200
MICBOIO3102  B(6%) 13(9%) 10(12%)  3{5%)
MICBOLGE  32(27%) 18{13%)  9(11%)  9116%)
MICHO LUE Tiota) & (4% 3 3% 3 5%
MICBOII6 23 (18%) 76 (57%)° 37 (#6%)* 39 ({72%p
MICIIOZ Iy 6(5%)  403%) 1 {1%) 1%
MICTOGSH 2(1%) I{1%) I {1%) n

Ul pabienis were further grouped inbo pabienis with sypical ard atvpical manifestzhon
o e disease.

UL panls woemr COBITEHS: pp = (WIHEHIL, K = 56 rom 3.0 BETL EF =147,
= Tppicsil ealicifs verme conrads: g, = O3, OF = 3.7 (fem 150 T1), FF =
N

by pical vermns by pacl palicngs p, — 004, 08 20 (Tnean |4 oAy BF 0047
= Arvpical verms copteods g < SN0 O — | 1] Cfrem 5.2 60 2580 EF = 045,

wiks also amalyzed by grouping the patients in tvpacal and
alypical Torme, MICHOI06 wies sigmilamily merensed o
both fypical (pe = 00033, OR =37, Cl = 1.9-7.1, EF =
034} and atvpical paticots (pe - GUOOO000], OF = 11.1,
Cl = 5.2-23.6, EF = .63} However, MICBOI06 was also
significantly overrepresented in atvpical paticnts comparsd
with typical oncs (g, =0, OR =29 Cl=14-6.1,EF =
04T Analyzis of the segregation of MICA and MICE
alleles i osoene awailable Gamilies of these patients indweated
that MICBOIOA was part of the BR-DR3I-IN)? haplo-
tvpe (HLA-BAOS02-MICA-A5 [-MICEO00-DEB1*0301 -
DOATOSOL-DOBI*0201} (Fig 1), In  accordance. a
stromi linkage diseguilibrivm of MICBOTE with D02
(ks Dpamd MICA-AS ] (Ax (L35) was observed.

MICEIOE ad WICA-AST were Associafed

witl CIV i TMD2-Negrative Paticnis

T amalyze whether MICB is associated with CTY indepen.
clently of THIY we decuded e anlyee such in s populdion

MHC class Il

HLA-DGE

Table 2. HLA-DMPE (DA™ 080, LB IT0302), MI0CA-A5.1, and
MICE Alleles Distmbution in I¥)2-Megative Patients and Controls

Cinntred Celinc Typical Atypacal

(m==a0y in=46y (n=109 (n=2T)
HLA-L S Dl 13 (2t 31208 8 (249)
MICA-AZ ] AT (M) 29 (a3 T(3a%) 22 (81%)
MICEDNI02] (TR} 35 (76%) 17 [B9%5) 18 (66%%)
MICEUID22 12003%) 2% 0 200%0
MICEOIOAI0L 22 (245 6 (13%) 1 (5] 5(25%)
MICBOIOAIE 5 (5% 4 [Blo) I(I5%)  1(3%)
MICRENIN DR 2SI IDE2%) 14 (51%)
MR 05 5% (2%} 0 I (%)
MICER (0 2003 408%) %) 27D
MICEFI2 Dy 3 (3% 2% 0 2%
ML B 5 (1% i 0 ]

Thae pealicodz s Tulen peospeed inli palicnks il pacd sl alygo neisifisdagion
il lhe dlimenss

VIR i CTD mafients versws conlmls: p o< DIHEES, g, — NS,

PRICA-AS D in atrposal patienls vers conieols g — 0001, OF = 6.4 (from 2.2 o
IR AL FF — N AR

VAR A-AT | im alypinzl wernae Byl palionts p, — W06, OR — 7.5 o |5
264, EF =070

A IC B0 m OO patienis v conmols: @ — 0000, g — HS.

af TH)2-negative paalients. The allele distnbution m these pa-
tents (n = 461 was compared with DO2-negative controls
{n = 913 DO& (DA 1*03xx, DOB1*0302) was increased
in TR -negabive padienis, bul nod sigmificantly (28% v 9%,
/= I:I'I:IIJES. e = NS, 'DR = 3.5. Cl = l.q—g.l. E-F = 'U.E':"_:l
{lable 2). The distribution of L) was similar in typical and
atypical patients { 26% ve 2% ). Fourteen D)2 -negative pa-
tienits were TMORIO200 withaoet DA TF0500 {30%50, and 10
pa]:ienl.'a: heaael DICEA #0500 alome (3 %50,

MICA-AS T was alzo increosed in DO2-negative C0 po-
ticnts (63% we 40% of the controls, p = 0017, B, = Nb)
{Table 2). Howewver, the distribution of MICA-AS51 was dis-
."-ilrll.IH.T IF:'I.'A'EEI'I I:I.I I-I-EIETI[ |-|.|rr||:-. |.11-rn. MIFI“I.—I‘“ i I Wl LHREr=
repreacinted in atvpical paticnts compared with both contrals
{p. = 0001, OR = &4, C1 = 2.2-18.4, FF = 0.68) and
Lypaca] patienls { g e, OR TA 1 % 289,

MHC class |

MICE*010&

Figure 1, Map of the MEC shoswing the ditferent allzles and the two differenmt HLA haplonmpes which are associabed with celiac dissase in

our population,



EF =0.700 MICBUTM was also increased in CLY patients, but
not significantly (52% ve 30%, p = 001, p. = NE)L Analysis
ol hinkiagee shisegulibrigm among, MICH, BMICA, anmld TIT.A-
Dy indicated that MICBOITO4 was in linkage dizequilibrium
with MICA-AS.1 (A5 — 0.21} and DOR (As — 0.23) (Fig. 1}.
Heorwever, the association of MICA-AS, | was ivdependent of
HLA-DO), since it was also significantly asscciated in DO2-
and D-negative paticnts { p, = 0.02, OB =26, Cl = 1.1—
6.1, EF = 0.37).

DISCUSSION

Several associations beraeen different polymorphic markers
lisgiated in the %ITIC region e CTF have been reported {15
I 8} However, many of these associations can be expluined
by linkoge disequilibrium with D2, Thus, it is still an open
guestion whether thene 15 amolher gene(s] im the MIC ne-
gion, which may confribute to CD susceptibility, The com-
parison of the distribution of DO kaplotypes (B3-LIE3-1402
and BIE-DR2-DH)Z} in our population clearly suggoests that
a gene(s) in the MHC region is involved in the pathogene-
sizm ol CTL Forly-four percent of D02 healthy individuals an
our population were BR and 28% were B1E, whereas among
the atvpical paticnts B7% were BE and only 1% were B1E,
which clearly suggests that cnly the BE-DR3-DO2 haplo-
Lepe is associated 0 CTL Both haplotypes are identical in
Lhe DQ-DH: n:ﬂin:rn. I1|:I'A'E"¢'I."F|I'IE':|I are |.||.|'i|.-|: dizsamilar oulside
the WIHC clags 1 region (270, suggesting that an additional
Huuel:'.h.':l Lia TT[..-"L-n":l 1= amsocialed with the rlilllli)u_l.l_r_'l'lltﬂih il
CD Furthermore, in spite of the fact that there 1s no differ-
ence in DX distnbotion betacen typical and atypical pa-
ticnts (H&% vy BT, the hapletype BE-DRE3I-IM)Z was gig-
mificantly associated with the atypical ones, suggesting that
Phi= putadive addsimal gens(s) may modulade the develop-
ment of the disease rother than the overall susceptibility to
L

A pew family of genes located in the MHC class | region,
termed MIC, are interesting candidate genes for CI suseep.
tikilicy {8 They arc mainly cxpressed on cnteroovics in the
grsall imbestine (199 and their expression is upregulated under
hiliically stressiul comditions In agreement MTCA 15, ol
[emst, highly expressed in the mucosa of CT potients (Caillat-
Zucman. personal communication). MICA and MICB arc
recognized by pd and COE intracpithelial | eclls {20, 21,
which are expanded in CD patients, and this recognition may
condribule Lo the destruction of enlerccyles (71 Cne MICA
allele, MICA-AS |, 15 particularly inferesting simee 18 1= part
of the BE-LIE2A-1H)2 haplotype and carrics an inscriton i the
transmembrans region resulting in a premature stop codon,
which denies the molecule of its 42-pa cyvtoplosmic tail and
induces the aborrant transport of this malcculs to the api-
cal surface, in spite of the basolateral surface where MICA
can conbizcl with the intraepithelal T cells (28 The Lck of
recognition MICA-AS. | by imtraepithelial T cells may limitor
protect CD patients from the destrsction of the mucosa. This
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can ¢xplain the strong asseciation of MICA-A5.1 with those
aligosymptomatic or completely asymptomatic CO patiems
srrupeld lgeether s advical Tormes ol CTY (49, This associa-
tion of MICA-A51 with CL has also been recently confirmed
in Gumily =tuclies (209,

MICH shares an identical siruciure, patiern of exprassion,
and a redundant tunction with MICA (20, 211 However. noth-
ing is knowmn about its asseciation with €LY or its cxpression
and function in the mucesa of CO paticnts. MICH may alae
induce the destruction of enterccyies independently of the
shsence of MICA-AS. 1 expression, Thus, o consider MICA
as a candidote for CD susceptibility, if 15 also particulardy
important fo consider it together with the role of MICB. The
distribution of MICH alleles in CD patients showed a strong
association of MLOCBOTDG with CLY susceptibility. Analysis
af the haplotypic distribution in these patients indicated that
MICBO (W s part of BR-DRI-D2 extended haplotype (B3-
MICTN Ga-MICA-AS, | -DRI-D02 Thus, the assocuslion
of MICBO106 15 in agreement with the stronger association of
MICA-A5 1-DES-DO haplotype with atypical forms of dis-
case (130 Due to the strong linkage disequilibriwm of MICB
seith THO2 Call MICROI0A individuals were alzo DO2), a0 was
ned pssible b elucidale whetber MICT 15 independent by as-
sociated with CD in these patients. To analvee whether the
aszociation of MLICH iz independent of the haplotypic context.
it was alse studied in o populstion of DO2-negative patients,
Chur resules clearly confirmed that MICA-A5 1 was indepen-
dently agsociated with CLY and it may modulate the clinical
mikitifeatation of the disease. MICBO104 was also found to
b overrepresented in T2 -nepative CTF pabients, bt due 1o
the sirong linkage disequilibroum between MICBOI04 and
MICA-A5 1, it would be ditficult to clucidate whether MICEB
may also contribute or modulate CLY susceptibility indepen-
dently of MICA. However, a potential role of MICR in the
paslhienesis of O ean be sugpested. Lile = known abaasi
the potential functienality of MICB vanants, nevertheless,
the majority of pobymorphisms of MICE arc nonsvnony-
mous, suggesting the influence of selechion pressure, Thus, o
functional significance of MICE alleles can be assumed, and
might imvolve, for cxample, o quantitative influence on the re-
ceplonligand interaction. It would be expected that a normal
inciwidisal expresses both MICA and MTCR, wnad MTCTS iy
il s contribute to incresss or limit the domage of the musosa
mediated by MICA. Thus, it is necessary to anabyze whether
SMICBO S or MICBIO have any particular charactcristic,
which for example may contribute together with MICA-AS]
tor hienil the cytotosm activily ol mitmepithelal T cells. Thus,
the hypothetical presence i the TH)2 haplotype of MICA-
AT and MICBOI0A, which potentsally gy sl or protect
the cytedomicily medided by intmepithebhal T cells, may jus-
tifyy the nssociation of this haplotype to stypical forms of CD
Dz to the strong linkage discguilibrium of MICE weith D0}
and MICA, it is quite difficult to clucidate whether MICB
miry play & rale i CTY susceptibility msbepemdent of or addi-
fomal to MTCA, Thus, we beleve that i 15 also necessary jo
anplvze the expression and function of MICE 10 the mucosa
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of C1 paticnts in order to drowr definite conclusions about its
role in CTL
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ABSTRACT

Introduction: The activating MICA/NKG2D interaction is involved in the response of intraep-
ithelial lymphocytes (IELs) in coeliac disease (CD). The aim of this study was to investigate
the expression of NKG2D ligands (MICA, MICB), IL-15 and NKG2D receptor in gut mucosa of
CD patients, and the correlation with the severity of histological damage.
Patients and methods: Intestinal biopsies from 20 CD patients and five healthy controls were
selected. All patients were positive for anti-transglutaminase 2 antibodies and for DQ2 or
DQ8. Patients were divided into two groups according to their grade of mucosal impair-
ment: ten each with mild and severe mucosal damage (MMD and SMD, respectively). The
expression of proposed genes was determined at mRNA level. MICA expression was also
determined by immunohistochemistry.
Results: Overexpression of MICA and MICB was observed in biopsies from coeliac patients
compared to healthy controls (P<0.001). Nevertheless, the expression was considerably
higher in the group of patients with MMD (P <0.0001) than in those with SMD. The levels of
NKG2D receptor and IL-15 were also higher in patients than in controls, but no relationship
with the severity of the mucosal lesion was found.
Conclusions: Our results suggest that NKG2D ligands may play an important role during the
onset of the inflammatory process in the early stages of the development of coeliac disease.
© 2013 Sociedad Espaiiola de Inmunologia. Published by Elsevier Espaiia, S.L. All rights
reserved.

Patrones de expression de los ligandos de NKG2D en la mucosa intestinal
de pacientes con enfermedad celiaca

RESUMEN

Introduccién: La interaccién de MIC/NKG2D participa en la respuesta de los linfocitos
intraepiteliales (LIE) en la enfermedad celiaca (EC). El objetivo de este estudio fue inves-
tigar la expresién, en la mucosa intestinal de pacientes con EC, de los ligandos de NKG2D
(MICA, MICB), de la IL-15 y del receptor NKG2D, y relacionarla con la severidad del dafo.

E-mail address: inmuno@hca.es (C. Lopez-Larrea).
0213-9626/$ - see front matter © 2013 Sociedad Espafiola de Inmunologia. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.
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Pacientes y métodos: Seleccionamos biopsias intestinales de 20 pacientes con EC y de
cinco controles sanos. Todos los pacientes resultaron positivos para anticuerpos anti-
transglutaminasa 2 y para HLA-DQ2 o HLA-DQ8. Los pacientes fueron divididos en dos
grupos segun el grado de deterioro de la mucosa: diez con dano leve y otros 10 con dano
grave (denominados MMD y SMD, respectivamente). En todos ellos se analiz6 la expresiéon
de MICA, MICB, NKG2D y IL-15 a nivel de ARN mensajero, y en el caso de MICA se completd
el estudio analizando su expresién por inmunohistoquimica.

Resultados: Se observd sobreexpresiéon de MICA y MICB en biopsias de pacientes celiacos
en relacién con los controles sanos (p <0.001). Sin embargo, la expresién fue notablemente
mayor en el grupo de pacientes MMD que en aquellos del grupo SMD (p <0.001). Los niveles
de receptor NKG2D y IL-15 también fueron mayores en pacientes que en controles, pero no
se encontr6 relacién con la gravedad de la lesién de la mucosa.

Conclusiones: Nuestros resultados sugieren que los ligandos de NKG2D pueden desempenar
un papel importante durante el inicio del proceso inflamatorio en las primeras etapas del

desarrollo de la enfermedad celiaca.
© 2013 Sociedad Espaiiola de Inmunologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los

derechos reservados.

Introduction

For a long time coeliac disease was thought to be a relatively
rare pathology that only appeared in childhood. Now, however,
it is recognized as being a very common disease that can be
diagnosed at any age.? Among the most typical characteris-
tics of the disease are a strong genetic association with the
HLA alleles DQ2 and DQ8 and its onset being precipitated by
an environmental factor, namely, gluten.? Gliadin, the alcohol-
soluble fraction of the protein, has been identified as the cause
of this intolerance, but the great majority of gluten proteins are
also probably toxic in coeliac disease.*” These proteins induce
an inflammatory process in the intestine, although the pro-
cess regresses when they are removed from the diet, thereby
restoring the proper structure and function of the mucosa.®

The intraepithelial infiltration by lymphocytes is the first
stage in the pathogenic process of CD. In the epithelium of
an exposed coeliac patient, the populations of CD8+ T cells
and yd+ T cells become more numerous, and both express
markers of cellular proliferation and activation. When treat-
ment with a gluten-free diet is instigated, the number of
CD8+ lymphocytes returns to normality, whereas intraepithe-
liallymphocytes (IELs) y3+ remain permanently increased. The
role of such populations is one of the main unresolved matters
in the pathogenesis of the CD.’

MHC class I chain-related molecules A and B (MICA and
MICB) are homologous with classical HLA-class I but have no
role in antigen presentation.? These are cell surface glyco-
proteins that are mainly expressed in endothelial, epithelial
cells, fibroblasts and activated monocytes. MICA expression is
induced by stress situations and is upregulated in infection
and tumour transformation. This protein is a ligand for the
NKG2D-activating receptor, which is mainly expressed in Nat-
ural Killer (NK) and CD8+ T cells. In NK cells, the interaction
between MICA and NKG2D induces the cytolytic capacity of
these cells, while in CD8+ it acts as a costimulatory signal that
complements antigen recognition by T cell receptor (TCR).?

MICA and MICB are both polymorphic, and some variants
are associated with coeliac disease. The transmembrane vari-
ant MICA 5.1, equivalent to the MICA 008 allele, is associated

with atypical forms of CD'? independently of the presence of
HLA-DQ2.1! Additionally, the MICB allele 0106 is also overrep-
resented in patients with atypical forms of CD.1?

These ligands are largely unexpressed in most healthy
tissues. However, aberrant expression of NKG2DL has been
detected in some autoimmune diseases, for example in the
prediabetic pancreas islet of NOD mice®® and the synovio-
cytes of rheumatoid arthritis patients.'* Furthermore, MICA
is constitutively expressed at low levels in normal intestinal
epithelial cells (IECs). MIC is induced at very high levels on the
surface and in the crypts of the small bowel of CD patients.™
It has also been reported that the gliadin-derived peptide
31-49 upregulates MICA expression in epithelial cells as a
consequence of IL-15 induction.’® Another study has demon-
strated the direct involvement of the MICA-NKG2D interaction
in the activation of intraepithelial lymphocytes in response to
the direct toxic effect of gluten.'” This activation damages
the enterocytes, and could be the initial event that ultimately
leads to villous atrophy.

The aim of this study was to investigate the expression of
MICA, MICB, NKG2D and IL-15 by RT-PCR and immunochem-
istry in biopsies of patients with active CD, and to evaluate the
association with the severity of the lesion.

Materials and methods

Patients

The levels expression of NKG2D, IL-15, MICA and MICB were
measured in biopsies from 20 patients diagnosed with coeliac
disease. All biopsies were obtained from at least three different
sites in the proximal-to-distal duodenum, yielding 72 sam-
ples in total. All biopsies were obtained before a gluten-free
diet was initiated (Table 1). To ensure a homogeneous group
of samples, the patients selected for this study had the same
lesion type in all the biopsies collected. Five samples from
individuals with no digestive pathology were used as healthy
controls.

Biopsies from patients were divided into two groups on the
basis of the MARSH classification: those with minimal or mild
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Table 1 - Clinical and genetic features of coeliac patients and healthy controls.

Slight to mild mucosal

Severe mucosal damage Healthy controls

damage n=10 n=10 n=>5

Age (Mean =+ SD) 17 +13 11+£10 16+12
Anti-TG2 10 (100%) 10 (100%) -
HLA-DQ2 9 (90%) 10 (100%) 1(20%)
HLA-DQ8 1(10%) 2 (20%) 0
Digestive symptoms 6(60%) 9 (90%) =
Extradigestive symptoms

Anaemia 9(90%) 10(100%) =

Dermatitis herpetiformis 1(10%) = =

Other 3(30%) 2(20%) -

mucosal damage (Marsh I, II and IIla; MMD) and those with
severe mucosal damage (Marsh IIIb and IlIc; SMD). Addition-
ally, all patients and controls were typed for HLA-DQ using the
PROTRANS Domino System HLA Celiac Disease kit (PROTRANS
GmbH, Ketsch, Germany).

All patients and controls gave informed consent and the
study was approved by ethics committee of our Hospital.

Real-time RT-PCR

Total RNA was derived from tissue samples using NucleoSpin
RNA II from Macherey-Nagel (Dliren, Germany) and reverse-
transcribed using the First Strand cDNA Synthesis kit for
RT-PCR (AMV) from Roche Diagnostics, GmbH (Mannheim,
Germany), following the manufacturer’s instructions. The
resulting cDNA was amplified with specific primer pairs
(Table 2) in duplicate (40 cycles: 95°C for 15s and 60°C for
1min), monitoring the amplification using SYBRGreen chem-
istry with the ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
(Applied Biosystems, Weiterstadt, Germany). Primers, listed in
Table 2, were selected to flank introns whenever possible. Data
were analysed using the AACT method for relative quantifi-
cation. Briefly, threshold cycles (CTs) for GAPDH, MICA-MICB,
NKG2D and IL-15 were determined in duplicate. We chose arbi-
trary values for healthy donor 1 (HD1) as standard values and
calculated the relative increase (rI) in copy number in relation
to this standard values according to the formula:

1l = 2 — [(CT Sample — CT Reference) — (CT Standard Sample

— CT Standard Reference)].

Similar amplification efficacy for MICA, MICB, NKG2D,
IL-15 and GAPDH was determined by analyzing serial cDNA

Table 2 - Real-time PCR primers.

Primers Sequence

GADPH 5 5'-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TC-3

GADPH 3/ 5 -ATTCATATTGGAACATGTAAACCATGTAG-3
MICA/B 5 5'-CACCTGCTACATGGAACACAGC-3’

MICA 3’ 5'-TATGGAAAGTCTGTCCGTTGACTCT-3'
MICB 3 5'-ACATGGAATGTCTGCCAATGATC-3
NKG2D 5 5'-GAGGTCTCGACACAGCTGG-3

NKG2D 3’ 5'-GCAGCAGAAAAAAAATGGAGATG-3

IL-15 5 5'-CGGCTACCACATCCAAGGAA-3

IL-15 3 5'-GCTGGAATTACCGCGGCT-3

dilutions with values of the slope of the log of the amount of
c¢DNA compared with a CT of <0.1. Amplicons were examined
on 3% agarose gels to ensure they were of the correct size.

Immunohistochemistry

A polyclonal serum against the a2 domain of the MICA
molecule was generated by immunising rabbits with a syn-
thetic peptide of the 140-160 (MNVRNFLKEDAMKTKTHYHAM)
translated sequence of MICA, as described previously.’® This
serum, known as s8p, was purified on an AFFI-T gel affin-
ity column (KE-MEN-TEC, Copenhagen, Denmark), following
the manufacturer’s instructions, and then tested in paral-
lel with a negative control of preimmune rabbit serum. For
immunohistochemistry staining, 5-um-thick sections of small
gut biopsies from paraffin blocks were cut and mounted on
polylysine-coated slides. Deparaffinised samples were blocked
with 10% normal human serum in PBS for 30min at room
temperature to eliminate non-specific bindings. Sections were
incubated with polyclonal serum anti-MICA s8p, for 1h at
room temperature in a humid chamber. Antibody binding was
detected using the peroxidase EnVision System (Dako, CA,
USA). In negative controls, the primary antibody was omitted
or replaced by a preimmune rabbit serum at the same dilution.

Statistical analysis

Univariate analyses were used to describe the characteristics
of the study sample. Student’s t test was used to compare
differences between the means of continuous variables, sta-
tistical significance being concluded for values of p <0.05.

Results

The primary aim of our study was to analyse the expression of
MICA in biopsies of patients diagnosed with CD by real-time
PCR. First, patients clearly showed increased expression lev-
els than healthy controls (mean value 4.96 vs. 0.16; p <0.001).
When we analysed data from CD patients with mild mucosal
damage, we found higher mean levels of MICA than those
with severe damage (9.04 vs. 0.34; p<0.001). MMD group had
increased expression level of MICA mRNA comparing healthy
controls (56 times greater; 9.04 vs. 0.16; p<0.0001) (Fig. 1A).
Similarly, the level of expression of MICB was also higher in
the same group of biopsies. The average value in MMD patients
was 3.22 while the biopsies of SMD patients had a mean value
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Fig. 1 - Levels of mRNA of MICA, MICB, NKG2D and IL-15 in gut mucosa of CD patients and healthy controls.
Footnote: Expression of MICA (A), MICB (B), NKG2D (C) and IL-15 (D) by RT-PCR in biopsies of celiac patients and healthy

controls.

(MMD: Mild mucosal damage; SMD: Severe Mucosal Damage).

of 0.14 (p<0.001). This implies that the expression level of
MICB is 27 times that of samples obtained from CD patients
with early-stage lesions. We also found that the expression of
MICB was 46 times that in MMD (3.22 us. 0.07; p <0.01) and only
2 times that in the SMD group (0.14 vs. 0.07; p=NS) compared
with healthy control group in both cases (Fig. 1B).

Nevertheless, in the case of NKG2D, the mean level of
expression in the MMD group of biopsies was slightly lower
than that of the SMD patients (0.17 vs. 0.34; p=NS), although
the mean level of expression of this receptor was clearly
stronger in both groups of patients than in healthy controls
(0.003; p <0.05) (Fig. 1C). These results could reflect the greater
number of lymphocytes expressing NKG2D, which infiltrate
the mucosa in CD patients, but it is nevertheless clear that
there were no associations with the degree of damage.

Although IL-15 is known to be a poorly secreted cytokine,
we were able to measure mRNA levels by RT-PCR from CD
patients (Fig. 1). Both MMD and SMD groups showed simi-
lar mean levels of IL-15 expression; these were significantly
higher on average than in healthy controls (MMD=1.20,
SMD =1.19, HC =0.07; p <0.05) (Fig. 1D).

After analysing the expression of these molecules at the
mRNA level, the next step was to identify the MICA protein
in biopsies of CD patients. The immunohistochemical anal-
ysis of the samples showed a positive epithelial stain in all
patients, although there were striking differences in the inten-
sity and pattern of staining between the two groups of samples
(Fig. 2). First, biopsies from the MMD group showed an intense
expression of MICA that was mainly localised in enterocytes,
with apical and intracellular distribution. In samples from the
SMD group, less intense MICA staining, mainly distributed

in the cytoplasm, was observed. Moreover, there was a pos-
itive stain of mononuclear cells within the lamina propia in
both groups of samples. Healthy control samples exhibited
weak MICA staining in the cytoplasm of the epithelial cells.
These results are consistent with the high level of expression
of MICA revealed by RT-PCR in samples from patients with
mild mucosal damage, and suggest that the expression of this
protein may be associated with the initial phases of the lesion.

Discussion

It has previously been reported that, in coeliac disease (CD),
intraepithelial intestinal lymphocytes (IELs) express high lev-
els of NKG2D and expand massively under strong exposure
to IL-15 in the epithelial compartment.’ IL-15 is overex-
pressed in active CD mucosa, where its level is correlated
with the degree of tissue damage, as revealed by morpho-
metric analysis, and progressively decreased upon instigation
of a gluten-free diet.?° Enterocytes and lamina propia mono-
nuclear (LPM) cells are the main source of this cytokine. IL-15
elicits a series of biochemical changes in the NKG2D signalling
pathway, converting cytotoxic T cells (CTL) into lymphocyte
activating killer (LAK) cells that contribute to tissue damage
in coeliac patients.?! Additionally, the NKG2D ligands MICA
and MICB are overexpressed in gut mucosa in response to
these immunological changes, in accordance with previous
reports.’1” Our study also confirms that levels of MICA and
MICB mRNA are higher in biopsies of CD patients, although,
unexpectedly, we found that the levels were inversely corre-
lated with the severity of mucosal damage.
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Fig. 2 - Expression of MICA in gut biopsies of CD patients.

Footnote: A. MICA high-intensity stain in an intestinal villus from a patient with mild mucosal damage. B. Detailed image of
enterocytes with an apical MICA expression pattern. C. Gut mucosa with severe damage. The level of expression of MICA is
clearly lower than that in the MMD image. D. Normal gut mucosa.

Customarily, intraepithelial infiltration by T CD8+ cells has
been considered to be secondary to the activation of T CD4+
cells in the lamina propia because no intraepithelial lym-
phocytes are restricted by gliadin.” However, these infiltrates
are not present in other intestinal disorders associated with
inflammation of the lamina propia, such as Crohn’s disease
and other autoimmune enteropathies. This finding suggests
that the activation of the CD4+ T cells of the lamina propia
does not explain the expansion of intraepithelial lymphocytes
in coeliac disease.” The immune response of the T cells may be
directed not only against peptides, but possibly also towards
recognising damaged cells that express molecules induced by
cellular stress (MIC and HLA-E) and gamma-interferon.® It has
been suggested that these alterations of the intestinal epithe-
lium can occur in coeliac disease. MIC and HLA-E are recog-
nised by the NK cell receptors NKG2D and CD94 present in the
intraepithelial lymphocytes and whose expression is strongly
induced by IL-15.8° Epithelial damage could be caused by the
deregulation of this system in the presence of high concen-
trations of IL-15. The induction of these activating receptors
could lead to the uncontrolled activation of the intraepithelial
lymphocytes and, ultimately, to villous atrophy.?! In fact, IL-
15, which enables NKG2D-mediated lymphokine killer activity
in CTLs, cooperates with NKG2D to induce cytosolic phospho-
lipase A(2) (cPLA2) activation and arachidonic acid release,
which leads to tissue inflammation.?? Our results suggest
that the levels of IL-15, determined by RT-PCR, were not
closely correlated with the degree of mucosal damage, but
were clearly higher than in healthy controls, and were main-
tained at this high level until the final stages of mucosal
impairment. IL-15 may be released by enterocytes as a

consequence of proteolytic shedding during the course of
CD.?% The blockade of the activity of this cytokine could ben-
efit coeliac patients, as has been demonstrated in animal
models.?

In the present study we have analysed the expression of
MIC molecules in samples from the mucosa of CD patients
with varying degrees of damage. We found the highest lev-
els of MICA and MICB in samples with Marsh I, II and Illa.
The corresponding level of expression was progressively lower
in samples with Marsh IIIb and Illc type lesions. These find-
ings suggest that the increased expression of MIC could be
an initial phenomenon related to gluten toxicity and the
onset of mucosal damage. In fact, the pathological changes
in the enterocytes and the extent of the lesion are inversely
correlated with the levels of expression of NKG2D ligands.
The increases in the level of expression of MIC molecules
on the surface of the enterocytes during the initial stage of
coeliac disease make them a target for Tap/CD8+ lympho-
cytes, which infiltrate the epithelium. The recognition of MICA
and MICB by the NKG2D receptor, whose expression is induced
by IL-15, acts as a signal for IELs, inducing its activation and
leading to damage of enterocytes, thereby causing villous
atrophy. The downregulation of MIC expression during the
course of mucosal damage may act as a control mechanism
for IEL activation, which is involved in the epithelial dam-
age. Additionally, we found that MICA was also expressed in
mononuclear cells, which infiltrate the lamina propia. Under
these circumstances, the MICA/NKG2D interaction could act
as an additional costimulatory signal for NKG2D-positive CD4
T cells. Although we have not analysed the expression of
NKG2D in CD4 T lymphocytes, previous studies have shown
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this molecule to be habitually present in these cells in some
autoimmune diseases?>?% and in ageing people?’.

In conclusion, it is clear that the interaction between
NKG2D and MICA/B plays an important role in the pathogene-
sis of CD, and that this is probably more important in the initial
phases of the disease. Blockade of the MIC/NKG2D interaction
during the early stages of mucosal injury may prevent the pro-
gression of tissue damage and the establishment of clinically
significant coeliac disease.
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Abstract

Background: Overexpression of autologous proteins can lead to the formation of autoantibodies and autoimmune
diseases. MHC class | polypeptide-related sequence A (MICA) is highly expressed in the enterocytes of patients with
celiac disease, which arises in response to gluten. The aim of this study was to investigate anti-MICA antibody
formation in patients with celiac disease and its association with other autoimmune processes.

Methods: We tested serum samples from 383 patients with celiac disease, obtained before they took up a
gluten-free diet, 428 patients with diverse autoimmune diseases, and 200 controls for anti-MICA antibodies. All
samples were also tested for anti-endomysium and anti-transglutaminase antibodies.

Results: Antibodies against MICA were detected in samples from 41.7% of patients with celiac disease but in only
3.5% of those from controls (P <0.0001) and 8.2% from patients with autoimmune disease (P <0.0001). These
antibodies disappeared after the instauration of a gluten-free diet. Anti-MICA antibodies were significantly prevalent
in younger patients (P <0.01). Fifty-eight patients with celiac disease (15.1%) presented a concomitant autoimmune
disease. Anti-MICA-positive patients had a higher risk of autoimmune disease than MICA antibody-negative patients
(P <0.0001; odds ratio =6.11). The risk was even higher when we also controlled for age (odds ratio = 11.69). Finally,
we found that the associated risk of developing additional autoimmune diseases was 16 and 10 times as high in
pediatric patients and adults with anti-MICA, respectively, as in those without.

Conclusions: The development of anti-MICA antibodies could be related to a gluten-containing diet, and seems to
be involved in the development of autoimmune diseases in patients with celiac disease, especially younger ones.

Keywords: Autoantibodies, Autoimmune diseases, Celiac disease, MICA, NKG2D, Type 1 diabetes mellitus

Background

Celiac disease (CD) was previously considered a relatively
rare pathology that appeared only in childhood, but is now
recognized as being a very common disease that can be di-
agnosed at any age [1,2]. Its most typical characteristics
are a strong genetic association with the human leukocyte
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antigen (HLA) alleles DQ2 and DQ8 [3,4] and its triggering
by an environmental factor, the intake of gluten. The
soluble fraction of gliadin has been identified as the
cause of this intolerance, but many other gluten proteins
can be toxic in CD [5]. These proteins induce an inflamma-
tory process in the intestine of susceptible people, but in-
flammation regresses after elimination of gluten-containing
foods from the diet, leading to the recovery of the structure
and function of the mucosa [3].

Autoantibodies, especially those directed against the tis-
sue transglutaminase (tT'G) enzyme, commonly appear in

© 2014 Lopez-Vazquez et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
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CD [6]. These antibodies are very important in the diagno-
sis of CD, but their role in the pathogenesis of the disease
remains controversial [7]. Several studies have suggested
that these antibodies are directly involved in the pathogen-
esis of CD. Zanoni et al. demonstrated the role of anti-TG2
antibodies in gut mucosal damage in patients with CD
[8]. Their study showed that these antibodies are able to
recognize an epitope that is common to TG2 and the
Toll-like receptor 4. This interaction leads to the activation
of the Toll-like receptor 4 pathway, an important initiator
of innate immunity. Other studies have shown that anti-
tTG antibodies may play an important role in epithelial cell
proliferation [9] and interfere with intestinal epithelial cell
adhesion [10]. Additionally, these autoantibodies disturb
angiogenesis and modulate vascular permeability in vitro
[11,12]. Taken together, these observations suggest that
future approaches to the study of CD should take the
role of humoral immunity into account.

Other mechanisms, such as the MHC class I polypeptide-
related sequence A (MICA)- Natural killer group 2, member
D (NKG2D) interaction, are directly involved in the
pathogenesis of the disease [13]. MICA and MICB show
homology with classical HLA-class I, but have no role in
antigen presentation. MICA and MICB are cell surface gly-
coproteins that are constitutively expressed in enterocytes
[14]. These proteins are ligands for the killer cell lectin-like
receptor subfamily K member 1, also known as NKG2D,
which is an activating receptor that is mainly expressed in
natural killer, CD8+ and y8T cells [15]. The MICA-NKG2D
interaction in natural killer cells induces their cytolytic cap-
acity, while in CD8+ T cells it acts as a co-stimulatory signal
and complements antigen recognition by the T cell receptor
[16]. MICA is strongly expressed in the enterocytes of
patients with CD in response to the indirect toxic effect
of gluten [17]. Furthermore, MICA binds the NKG2D
receptor expressed on CD8+ intraepithelial lymphocytes
and activates these T cells. This activation causes damage
to the enterocytes, and could be the initiating event that
ultimately leads to villous atrophy.

The tissue damage and increased expression of MICA
may also induce the development of antibodies against
this molecule. In fact, anti-MICA autoantibodies have been
described in early-onset systemic lupus erythematosus
(SLE) [18]. Moreover, these antibodies have been implicated
in organ rejection in patients with renal [19-21] and cardiac
transplants [22,23].

To test the hypothesis that the CD-related changes in
gut mucosa may be associated with the development of
antibodies against MICA, we investigated the presence
of these antibodies in sera obtained from patients with
active CD. We also considered the possibility that
these antibodies play a role in the development of the
additional autoimmune diseases (ADs) customarily as-
sociated with CD [24].

Page 2 of 8

Methods

Study participants

A group of 383 patients diagnosed with CD (241 females,
142 males; mean age at diagnosis 22 +21.96 years) by
the Gastroenterology and Paediatric Departments of two
Spanish and one Italian hospital between 2002 and 2012
were selected for this study. The diagnosis of CD was made
in accordance with the revised criteria of the European
Society for Paediatric Gastroenterology, Hepatology and
Nutrition [25,26] and World Gastroenterology Organisation
guidelines [27,28] In addition to clinical features, all patients
were positive for anti- tTG and/or anti-endomysium
antibodies. They also presented with a variable degree
of intestinal mucosal damage (Marsh I to Marsh Illc),
before starting a gluten-free diet (GFD). A second serum
sample was obtained from all patients after at least one
year on a GFD. These samples were analyzed to establish
treatment compliance and to assess the influence of a
GED on titers of anti-MICA antibodies.

All patients were typed for HLA-DQA1* and HLA-
DQBI1* alleles. Similar to the prevalence noted in Caucasian
populations [29], 88% of the patients were HLA-DQ2+ and
11% were HLA-DQ8+. The clinical features of the patients
are illustrated in Table 1. Additionally, the various ADs
detected in these patients are listed in Table 2.

Another group of 428 patients (mean age 39 + 3.04 years,
65.4% females) diagnosed for several ADs but without CD
were selected to establish whether the presence of anti-
MICA antibodies is related to CD or if they are another
serological marker of autoimmunity. The composition of
this group with respect to represented ADs is similar to
that for patients with CD and ADs (Table 2).

Table 1 Clinical and analytical features of patients and
healthy controls

Patients with Patients with Healthy
celiac disease autoimmune controls
disease n=200
n=383 n=428
Gender (female/male) 241/142 280/148 112/88
Mean age (SD) 22 (21.76) 39 (23.04) 23 (18.74)
Biopsy
Marsh | 7 (1.8%) - -
Marsh Il 32 (8.3%) - -
Marsh llla 63 (16.4%) - -
Marsh lllb 70 (18.3%) - -
Marsh llic 211 (55.1%) - -
HLA-DQ2-positive? 338 (89.2%)° 182 (42%) 44 (22%)
HLA-DQ8-positive® 42 (11.0%) 152 (35%) 18 (9%)
HLA-DQ2 and DQ8-negative 14 (3.6%) 136 (31.8%) 138 (69%)
Autoimmune diseases 58 (15.1%) 428 (100%) -

2Includes DQ2-DQ8-positive patients; °P <0000.1; odds ratio = 24.19; 95%
confidence interval = 15.815, 36.997.
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Table 2 Autoimmune diseases in patients with and
without celiac disease

With celiac Without celiac

disease disease

n=>58 n=428
Type 1 diabetes 22 (37.9%) 106 (24.8%)
Autoimmune thyroiditis 9 (15.5%) 47 (11.0%)
Systemic lupus erythematosus 7 (12.1%) 92 (21.5%)
Rheumatoid arthritis 6 (10.3%) 51 (11.9%)
Pernicious anemia 3 (5.2%) 22 (5.1%)
Primary biliary cirrhosis 3 (5.2%) 17 (4.0%)
Juvenile idiopathic arthritis 1 (1.7%) 4 (1.0%)
Autoimmune hepatitis 3 (5.2%) 15 (3.5%)
Crohn'’s disease 2 (3.4%) 40 (9.3%)
Ulcerative colitis - 9 (2.1%)
Mixed connective tissue disease 1 (1.7%) 1 (0.2%)
Addison’s disease - 3 (0.7%)
Sjégren’s syndrome 1 (1.7%) 21 (4.9%)

Finally, 200 healthy individuals matched by age (mean age
23 +18.74 years, 54% females) were selected for comparison
to patients with CD. Control individuals had no history
of intolerance to gluten or derivatives, iron deficiency,
anemia, or abnormalities in biochemical studies, and
were negative for anti-TG antibodies. To match healthy
controls and patients with CD by age, the proportion of
individuals aged <14 years was similar in both groups
(47% versus 52%). Children used as healthy controls were
selected from those with suspected allergic reactions who
were studied in the Allergology Department of Hospital
Universitario Central de Asturias.

The study was approved by the Ethics Committee of
each hospital (Regional Ethics Committee of Clinical
Research of Principado de Asturias; Ethical Committee of
S. Orsola Malpighi Hospital, University of Bologna; Ethical
Committee of Clinical Research from the Clinic Hospital,
University of Valladolid; Cantabria Ethics Committee for
Biomedical Research). All patients and controls or their
parents gave written informed consent.

Determining anti-endomysium and anti-transglutaminase
autoantibodies

Anti-endomysium antibodies were detected by indirect
immunofluorescence using tissue sections from monkey
esophagus (Biosystems, Barcelona, Spain). A titer of 1:10
or more was considered positive. Anti-tTG autoanti-
bodies were detected using an ELISA kit from Orgentec
(Mannheim, Germany). A value greater than 10 units
was considered positive. Patients’ sera were tested for
total immunoglobulins (Ig) to detect IgA deficiency. In
participants with IgA deficiencies, IgG equivalents of the
above tests were used.
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HLA and MICA typing

Genomic DNA from all patients was isolated and typed
for the HLA-DQ allele using DNA PCR amplification
with sequence-specific primers with the PROTRANS™
Domino System HLA Celiac Disease kit (Protrans, Ketsch,
Germany). Additionally, MICA gene polymorphisms from
100 patients were typed with a LABType® SSO MICA
typing kit (One-Lambda, Los Angeles, CA, USA). All de-
terminations were done in accordance with the manufac-
turers’ protocols.

Anti-MICA antibody detection

MICA antibodies were identified by LABScreen® assays
(One-Lambda) using Luminex xMAP technology (Luminex
Corp., Austin, TX, USA), following the manufacturer’s
specifications. Serum samples from patient with CD and
controls were tested against MICA alleles using the
LABScreen® Mixed kit for general screening. Positive sera
were re-tested using LABScreen® MICA Single Antigen to
measure the specificity of the antibodies. The fluorescent
signal for each MICA allele-coated bead was measured
using LABScan 100™ Flow Cytometry and analyzed by
HLA-Fusion™ software (One-Lambda). Antibodies against
MICA alleles were considered positive when the mean
fluorescent intensity (MFI) of each bead was above a
cut-off value of 500 in LABScreen® Mixed and 2000 in
LABScreen® MICA Single Antigen, as suggested by the
manufacturer. In all cases, anti-MICA antibodies detected
by this technique were of the IgG isotype.

Statistics

Descriptive analyses were used to characterize the study
population. The chi-square contingency test was used
to compare dichotomous variables and the unpaired t-test
was used to compare group differences of continuous
variables. Multivariate logistic regression was used to
model the variables that were significant in univariate
analyses or that were of clinical relevance. All analyses were
done using SPSS v.15.0. Values of P <0.05 were considered
significant in all cases.

Results

Anti-MICA autoantibodies are more prevalent in patients
with celiac disease

Our initial aim was to analyze anti-MICA antibodies in
sera obtained from patients diagnosed with CD and from
healthy controls. We found that their presence was clearly
associated with CD. Anti-MICA antibodies were detected
in 159 of 383 patients with CD (41.5%) compared with
3.5% of the healthy controls (P <0.0001; Table 3). In other
words, the odds of individuals with CD presenting anti-
MICA antibodies were 19 times those of healthy controls.
Next, to establish whether anti-MICA autoantibodies are
a characteristic of CD but not a frequent feature of other
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Table 3 Prevalence of anti-MICA autoantibodies in
patients and healthy controls

Anti-MICA Patients with Patients with Healthy
celiac disease ~ autoimmune disease  controls
n=383 n=428 n=200

Positive 159 (41.5%) 35 (8.2%)° 7 (345%)b

Negative 224 (58.5%) 393 (91.8%) 193 (96.5%)

2P <0.0001; odds ratio = 7.97; 95% Cl =5.38, 11.90. °P <0.0001; odds
ratio = 19.57; 95% confidence interval = 8.96, 42.74.

ADs, we compared their frequency in patients with CD
with the group who were diagnosed only with ADs. Our
results demonstrated that these autoantibodies were asso-
ciated with CD (41.5% in the CD group versus 8.2% in the
AD group; P <0.0001; odds ratio =7.97; 95% confidence
interval: 5.38, 11.90). Anti-MICA antibodies were no
longer present in the additional sample of 75% of the
patients with CD who had been on a GFD for at least
one year. The second serum was positive for anti-tTG
antibodies in ten patients, six of whom had anti-MICA
antibodies (data not shown).

We compared the maximum MFI of anti-MICA auto-
antibodies with the values of anti-tTG ones, but found no
correlation between them (Additional file 1: Figure S1). The
distribution of maximum MFI among the different groups
of patients was also analysed, but revealed no statistically
significant differences (Additional file 1: Figure S2).

The specificities of the anti-MICA antibodies were
determined in 50 randomly selected patients, combining
Luminex single antigen analysis with MICA genotyping.
In all cases, the antibodies recognized self-MICA alleles.
Moreover, 22 patients also developed antibodies against
other MICA variants. The most frequent MICA antigen
detected was MICA*027, which corresponds to the MICA
A5.1 transmembrane polymorphism, which has previously
been associated with CD [29-31]. The allele was present in
74% of patients (data not shown).

Anti-MICA autoantibodies are related to age at diagnosis
Having identified the presence of anti-MICA antibodies,
we investigated whether other factors related to CD had
influenced their induction. First, we analyzed the influence
of patient age at diagnosis on the development of anti-
bodies (Table 4). Clearly, anti-MICA autoantibodies were
more prevalent at early ages: the mean age of people posi-
tive for anti-MICA was 21.03 years compared to 31.60 years
for people negative for anti-MICA; and the median age
was significantly lower in positive compared to negative
individuals (12 versus 31 years; P <0.01). The tendency of
antibodies to appear at a younger age was apparent in all
patient and control groups (Table 4).

No relationship was found between the presence of
anti-MICA antibodies and gender or the degree of the
Marsh lesion (see Additional file 1: Tables S1 and S2).
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Table 4 Distribution of anti-MICA autoantibodies in
different patient groups included in the study by age
at diagnosis

Groups Anti-MICA n Mean SD Median P
All Negative 810 3160 2314 31 -
Positive 201 2103 2189 12 <001
Healthy controls  Negative 193 2275 18390 19 -
Positive 7 4186 20408 54 -
Patients with Negative 224 2485 22320 23 -
celiacdisease  pogive 150 1774 20309 7 -
Patients with Negative 393 3981 2283 41 -
gf;:aigm“”e Positve 35 3186 2385 26 -

The risk of developing additional autoimmune diseases in
patients with celiac disease is associated with anti-MICA
autoantibodies

Patients with CD had a higher incidence of additional
ADs, mainly type 1 diabetes [22,24,32]. The prevalence of
these diseases was relatively high in our population; 58
patients with CD (15.1%) were found to have concomitant
disease (Table 1). To identify possible risk factors related
to CD that could be involved in the development of these
pathologies, a multivariate analysis was performed. This
indicated that gender, HLA-DQ and Marsh type were not
associated with the presence of ADs in these patients.
However, patients with an additional autoimmune path-
ology were older, on average, than those who were affected
by CD alone (mean age, 36 +20.18 versus 18 +20.62 years,
P <0.001; data not shown).

We investigated the possible influence of anti-MICA
autoantibodies on the development of additional ADs
(Table 5). The majority of patients with CD and ADs were
positive for anti-MICA antibodies (79.3%; 46 out of 58),
whereas only 34.8% (113 out of 325) of patients affected
by CD alone had anti-MICA (Table 5), demonstrating that
the development of ADs in patients with CD was clearly
associated with the presence of anti-MICA autoantibodies
(P <0.0001; odds ratio = 6.11; 95% confidence interval:

Table 5 Risk of developing concomitant autoimmune
diseases in patients with celiac disease with respect to
the presence of anti-MICA autoantibodies

Celiac Celiac disease with
disease only autoimmune disease
n=325 n=>58
Anti-MICA-positive 113 (34.8%) 46 (79.3%)
Anti-MICA-negative 212 (65.2%) 12 (20.7%)
P Odds ratio  95% confidence interval
Anti-MICA <0.0001 6.11 3.22,11.59
Anti-MICA® <0.0001 11.69 549, 24.90

Risk associated with the presence of anti-MICA in all patients with CD.
®Adjusted by age at diagnosis.
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3.22, 11.59). When the analysis also adjusted for age,
the risk associated with anti-MICA was notably higher
(P <0.0001; odds ratio = 11.69; 95% confidence interval:
5.49, 24.90).

As previously mentioned, ADs were more prevalent in
patients diagnosed with CD as adults, whereas anti-MICA
autoantibodies were more frequent in those diagnosed with
CD at pediatric age. Given the well-established influence of
age at diagnosis on the risk of developing concomitant ADs
due to anti-MICA, we decided to investigate the influence
of these autoantibodies in pediatric and adult patients. The
distribution in the two groups indicated that autoantibodies
were present in 74.4% of adult patients with concomitant
ADs, with an associated risk of 10.03 (P <0.0001), whereas
93.3% of pediatric patients with CD and an additional
autoimmune pathology had anti-MICA antibodies (P <0.01).
The risk associated with anti-MICA in children was 16.28,
which was higher than that in adult patients (Table 6).

Discussion

The mechanisms leading to systemic autoimmune aggres-
sion in patients with CD remain unknown. NKG2D and
their ligands could play a significant role in the development
of autoimmunity. In fact, these molecules are involved
in the pathogenesis of some ADs that are commonly asso-
ciated with CD, such as type 1 diabetes and rheumatoid
arthritis. For example, blockage of NKG2D in the pre-
diabetic stage in non-obese diabetic mice prevents the
development of diabetes [33]. In rheumatoid arthritis,
MICA and MICB are aberrantly expressed in pathological
tissue from affected joints and could be involved in the
continuation of the autoreactive process [34].

We found anti-MICA antibodies to be present in half
of the patients with untreated CD but in only 3.5% of
healthy controls. Moreover, anti-MICA antibodies were
present in most patients diagnosed with CD plus other
ADs, but were rare in patients solely with ADs. Further-
more, anti-MICA antibodies disappeared from most pa-
tients after a year on a GFD, similar to what occurs with
anti-tTG antibodies. These results imply that, generally,
the relationship between anti-MICA and associated ADs
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is directly linked to CD rather than being a phenomenon
specifically associated with autoimmunity. However, as
previously mentioned, early-onset SLE may be an exception
to this pattern, since these antibodies have also been
described in this disease [18].

Previous studies of CD show that MICA protein is
overexpressed in enterocytes obtained from the damaged
mucosa of patients [13,17]. A high level of MICA expression
seems to promote mucosal damage by infiltrating intrae-
pithelial CD8+ T lymphocytes, which express the MICA
receptor, NKG2D. In fact, other authors have suggested
that overexpression of MICA could be an initiating event
in the progression of mucosal damage [35-37]. In the early
phase of CD, some gluten-derived peptides, which have
been characterized as non-immunogenic, are directly
involved in increasing expression of MICA and IL-15.
These ‘toxic’ peptides activate the innate immunity through
an unknown pathway, leading to the destruction of the gut
mucosa [35]. As has been demonstrated in other inflam-
matory processes, massive cellular destruction may be
involved in the development of autoantibodies [38]. In
CD, an initially higher level of expression of MICA due
to gluten-derived peptides followed by the destruction
of enterocytes by intraepithelial lymphocytes could trigger
the subsequent development of anti-MICA antibodies in
susceptible individuals.

The fact that fewer than half of patients with CD have
anti-MICA prevents the use of this antibody as a diagnos-
tic marker. However, the greater prevalence of these auto-
antibodies in patients with additional ADs observed in our
study implies that anti-MICA antibodies might be use-
ful for predicting the risk of AD development. ADs are
diseases that are frequently associated with CD. Several
studies have found a close association between a long
period of gluten exposure [15,39] and a common gen-
etic background, although others found no relationship
between ADs and prolonged gluten intake in CD [40].
We found that ADs in our group of patients were more
frequent in adults than in the young, but this could be
related to the established effect of age on the prevalence
of these diseases, rather than due to the duration of gluten

Table 6 Risk of developing concomitant autoimmune diseases in patients with celiac disease with respect to the
presence of anti-MICA autoantibodies, according to age at diagnosis

Celiac disease only

Celiac disease with autoimmune diseases

Age groups Pediatric Adult Pediatric Adult

(n=186) (n=139) (n=15) (n=43)
Anti-MICA-positive 76 (40.9%) 26 (18.7%) 14 (93.3%) 32 (74.4%)
Anti-MICA-negative 110 (59.1%) 113 (81.3%) 1 (6.7%) 11 (25.6%)
Anti-MICA P Odds ratio 95% confidence interval
Pediatric <0.01 16.28 210, 126.34
Adult <0.0001 10.03 4.64,21.66

Risk associated with the presence of anti-MICA in pediatric (<14 years) and adult (>14 years) groups.
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exposure. Moreover, the association of anti-MICA autoanti-
bodies with the presence of additional ADs is substantially
modified by age. Surprisingly, although ADs are more
frequent in adults with CD, the risk associated with anti-
MICA antibodies of developing concomitant AD is clearly
greater in childhood, so the determination of these
autoantibodies may be very useful in clinical practice
to establish the risk in children. In our study, only one
pediatric patient with ADs was negative for anti-MICA
autoantibodies. In children, CD and other ADs are usually
more aggressive processes than in adults. In CD, this could
result in increased expression of MIC molecules in younger
patients, which would favor the generation of autoanti-
bodies. The presence of anti-MICA autoantibodies could
augment tissue destruction and lead to the early develop-
ment of ADs. As mentioned previously, Dai et al. also
demonstrated the presence of anti-MICA autoantibodies
in 27 patients with juvenile-onset SLE [18]. Our group of
428 patients with AD included 92 diagnosed with SLE. Six
of these patients were classified as juvenile-onset SLE and
all had anti-MICA (data not shown). Although these anti-
bodies have not been directly implicated in the disease,
they might be an additional risk factor in the development
of SLE and an interesting biomarker in the diagnostic of
this disease in childhood.

Limitations
Anti-MICA autoantibodies were present in fewer than
half of patients with CD, which make them less useful
than other autoantibodies, such as anti-tTG or anti-
deamidated gliadin, as a diagnostic biomarker. More-
over, all patients included in the study were positive for
anti-tTG although the absence of these autoantibodies
does not discard the diagnosis of CD, especially in children.
Therefore, it would be of great interest to analyze anti-
MICA in a population of patients with CD patients who
do not have anti-tTG autoantibodies.

Another limitation of this study is the small number of
patients with CD and a concomitant AD, which is es-
pecially relevant in the group of pediatric patients.

Conclusions
We have shown here that the development of anti-MICA
antibodies is associated with a gluten-containing diet in
patients with CD. In addition, anti-MICA antibodies are
apparently related to the development of ADs, especially
in younger patients although the number of individuals
in this study group was small. The determination of these
autoantibodies might be less suitable than others for the
diagnosis of the disease, but it could be very useful in clin-
ical practice for predicting the development of associated
ADs in patients with CD.

The mechanism by which these antibodies could influ-
ence the development of autoimmunity might be related
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to direct tissue damage, the activation of cellular immunity,
or another mechanism similar to that demonstrated for
anti-tTG in other studies [8-12]. Further work is needed to
establish the role and significance of these autoantibodies
in CD and, possibly, in other ADs such as SLE, especially in
patients with a young age of onset.

Additional file

Additional file 1: Figure S1. Titration curves of anti-tTG autoantibodies
and anti-MICA autoantibodies in three representative patients with CD.
Figure S2. Dot box plot representing the distribution of maximum MFI
in the distinct groups of patients. No comparisons exhibited statistically
significant differences between the groups. Table S1. (A) Distribution of
MICA in patients with CD according to gender. (B) Distribution of genders
in patients with CD according to the presence or absence of anti-MICA
autoantibodies. Table S2. (A) Distribution of genders in patients with CD
according to the presence or absence of anti-MICA autoantibodies.

(B) Severity of mucosal lesion (Marsh classification) in patients with CD
according to the presence or absence of anti-MICA autoantibodies.
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