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Resumen

Introduccion. La interaccion entre factores genéti-
cos y ambientales desempefa un papel crucial en
el desarrollo del proceso autoinmunitario en pacien-
tes con diabetes de tipo 1 (DM1), y se han identifi-
cado numerosos alelos de riesgo. Asi, la mitad del
riesgo genético de padecer DM1 se ha atribuido a
variantes HLA de clase Il y del gen de la insulina
(INS). No obstante, poco se conoce sobre la contri-
bucién funcional de variantes localizadas en la re-
gion codificante no HLA y su posible influencia en la
heterogeneidad y evolucion clinica de dicha enti-
dad, que pueden llegar a ser potenciales marcado-
res para terapias dirigidas.

Objetivos. 1) Caracterizar cinco alelos no HLA de
riesgo localizados en regiones codificantes y dos
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variantes intrénicas de los genes de insulina (INS) y
receptor de la interleucina 2 (IL2R) en una cohorte
de pacientes pediatricos con diagnostico de DM1,
y 2) analizar su posible asociacion con parametros
clinicos y otras comorbilidades autoinmunitarias —ti-
roiditis y enfermedad celiaca (EC)-.

Pacientes y métodos. Se recluté a 194 pacientes pe-
diatricos (<18 afios) con DM1. La extraccion de
ADN se realizé mediante QlAamp® DNA Mini Kit
(Qiagen). Las variantes se analizaron utilizando seis
sondas Tagman predisefiadas para los genes
PTPN22 (C__16021387_20), CTLA4
(C_2415786_20), CD226 (C___1464836_20),
SH2B3 (C___2981072_10), INS (C___1223317_10),
IL2R (C___16095542_10) y una sonda de disefio
customizado (ANWDEJA) de Thermofisher en un
equipo de gPCR Step One Plus (Applied Biosys-
tems). Los datos clinicos se recogieron de la histo-
ria clinica electronica. La frecuencia poblacional se
obtuvo de la base de datos Reference SNP Re-
port (National Institutes of Health) para raza cauca-
sica y 50 controles sanos.

Resultados. Se analiz6 a 194 pacientes con DM1
(edad media en el inicio de 7,82 + 3,93 afos; 95 mu-
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jeres); 19 de ellos asociaron EC, y 115, EC sin DM1
(edad media: 7,52 + 3,6 afios; 63 mujeres). Describi-
mos las frecuencias alélicas encontradas en los dis-
tintos grupos analizados, asi como las diferencias
estadisticamente significativas en la expresion de
algunas de las variantes; fundamentalmente en el
gende lainsulina(p < 0,001)y de CD226(p =0,017).
En los pacientes que asociaban DM1 y EC observa-
mos sobrerrepresentacion de las variantes de los ge-
nes PTPN22, CTLA4y CD226 (p < 0,05).

Conclusiones. 1. La sobreexpresion de determina-
das variantes de riesgo no HLA analizadas (INS,
PTPN22, CD226) en pacientes pediatricos con
DM1, apoya el caracter poligénico de la enferme-
dad, sefialando posibles dianas terapéuticas que
modulen el proceso autoinmunitario. 2. La asocia-
cion detectada entre algunas variantes de riesgo no
HLA y determinados perfiles clinicos y autoinmuni-
tarios, asi como la edad en el inicio, podrian ayudar
a identificar a pacientes de riesgo y a guiar su se-
guimiento clinico. 3. La sobreexpresion diferencial
de algunas variantes (CD226) en pacientes con
mas de una patologia autoinmunitaria (DM1 y EC)
podria sefialar un perfil de susceptibilidad distintivo
en un subgrupo de pacientes.

Palabras clave: diabetes de tipo 1, variantes genéti-
cas de riesgo no HLA, dianas moleculares, terapia
dirigida.

Abstract

Introduction. In patients with type 1 diabetes (T1D),
the interaction between genetic and environmental
factors plays a critical role in the development of the
autoimmune process, with several risk alleles
identified. Half of the genetic risk of suffering from
T1D has been attributed to major histocompatibility
complex (MHC) class Il and insulin gene (INS)
variants. However, little is known about the functional
contribution of variants located in the non-HLA
coding region and their possible influence on the
heterogeneity and clinical evolution of T1D, which
could also become potential markers for targeted
therapies.

Objectives. 1) Characterize 5 non-HLA risk alleles
located in coding regions and 2 intronic variants of
the Insulin gen (/INS) and Interleukin 2 receptor
(IL2R) genes, in a cohort of pediatric patients
diagnosed with T1D, and 2) Analyze its potential
association with clinical parameters, and other
autoimmune comorbidities (thyroiditis and celiac
disease -CD-).

Patients and methods. A total of 194 pediatric pa-
tients (<18 years) with T1D were recruited. DNA ex-
traction was performed using QlAamp® DNA Mini

Kit (Qiagen). Variants were analyzed (Thermofisher
on a Step One Plus gPCR) using 6 predesigned Ta-

gman probes for the genes: PTPN22
(C__16021387_20), CTLA4 (C___2415786_20),
CD226 (C__1464836_20), SH2B3

(C__2981072_10), INS (C___1223317_10), IL2R
(C___160955 42_10), and 1 custom designed pro-
be (ANWDEJA). Clinical data were collected from
the electronic medical record. The allelic frequency
in the general population was obtained from the Re-
ference SNP Report (NIH) database for Caucasian
individuals, and from 50 healthy controls.

Results. 194 patients with T1D (mean age at onset of
7.82 + 3.93 years; n= 95 women) were analyzed; 19
of them also had CD. We also studied 115 patients
with CD without T1D (mean age of 7. 52 + 3.60 years;
63 women) and 50 healthy controls. We describe the
allelic frequencies found in those three groups, as
well as the statistically significant differences found in
the expression of some of the variants, mainly in the
insulin gene (p< 0.001) and CD226 (p= 0.017). In
patients with associated T1D and CD, we observed
an over-representation of the PTPN22, CTLA4 and
CD226 gene variants (p< 0,05).

Conclusions. 1. The overexpression of certain non-
HLA risk variants analyzed (INS, PTPN22, CD226) in
pediatric patients with T1D suggests the polygenic
nature of the disease, and highlights possible
therapeutic targets that could modulate the
autoimmune process. 2. The association detected
between some non-HLA risk variants and certain
clinical and autoimmune profiles, as well as the age
at onset of T1D, could help identify patients at risk
and guide their clinical follow-up. 3. The differential
overexpression of some variants (CD226) in patients
with T1ID and CD could indicate a distinctive
susceptibility profile.

Key words: type 1 diabetes, non-HLA genetic risk
variants, molecular targets, targeted therapy.

Introduccion

La diabetes mellitus de tipo 1 (DM1) es la patologia
metabdlica cronica mas frecuente en la edad pe-
diatrica, con incidencia creciente en los Ultimos
afos, especialmente en nifios pequenos?. Se ca-
racteriza por la presencia de hiperglucemia secun-
daria a un déficit en la producciéon de insulina por
destruccion de las células B del pancreas, por lo
general, debido a mecanismo autoinmunitario
(DM1A), apareciendo anticuerpos frente a diversas
dianas de la célula B pancreaticas —antiinsulina
(IAA), antidescarboxilasa del acido glutamico 65
(GADA), antitirosina fosfatasa IA2 (IA2) y antiisofor-
ma 8 del transportador de cinc (ZnT8)—; en casos
minoritarios puede ser idiopéatica (DM1B)!2),
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La interaccion entre factores genéticos y ambienta-
les desempefia un papel crucial en el desarrollo del
proceso autoinmunitario en los pacientes con DM1,
y se han identificado numerosos alelos de riesgo.
Asi, la mitad del riesgo genético de padecer DM1
se ha atribuido a variantes HLA de clase Il y del gen
de lainsulina (INS), que parecen estar relacionados
con una desregulacion de la autoinmunidad media-
da por linfocitos T®. No obstante, poco se conoce
sobre la contribucion funcional de variantes locali-
zadas en la region codificante no HLA y su posible
influencia en la heterogeneidad y evolucion clinica
de dicha entidad, que pueden llegar a ser potencia-
les marcadores para terapias dirigidas.

En los ultimos afios, distintos estudios de asocia-
cién del genoma completo han permitido la identifi-
cacion de multiples variantes genéticas de riesgo
no HLA, que parecen estar relacionadas con la he-
terogeneidad clinica de la enfermedad®®. A pesar
de que muchas de estas variantes de riesgo se lo-
calizan en regiones intrénicas y, por lo tanto, no son
codificantes®, una reciente revisién de Shapiro et
al® ha analizado 13 variantes o polimorfismos de
nucledtido unico codificantes identificadas en 10
genes diferentes (PTPN22, IFIH1, SH2B3, CD226,
TYK2, FUT2, SIRPG, CTLA4, CTSH y UBASH3A).
Este articulo describe no sélo la relacion de estas
variantes con el riesgo de desarrollar DM1, sino que
incluye también sus potenciales implicaciones clini-
cas y terapéuticas dentro de la medicina de preci-
sion. Ademas, muchas de estas variantes se han
relacionado con otras patologias autoinmunitarias,
asociadas o no a la DM1.

Por otra parte, el desarrollo reciente de nuevas tera-
pias capaces de frenar, al menos temporalmente, la
progresion a fases clinicas de la enfermedad ha
puesto de manifiesto la necesidad de realizar un
diagndstico precoz y preciso mediante sistemas
de puntuacion de riesgo, que incluyan tanto las va-
riantes HLA como polimorfismos no HLA. Guiados
por esa necesidad de identificar tanto marcadores
de riesgo como posibles dianas terapéuticas para
la DM1, apoyados por la beca José Igea de la Fun-
dacion Espariola de Endocrinologia Pediatrica, he-
mos llevado a cabo la caracterizacion molecular de
algunas de las variantes genéticas no HLA descri-
tas en una cohorte pediatrica con DM1.

Objetivos

Principal

e Caracterizar cinco alelos no HLA de riesgo lo-
calizados en regiones codificantes y dos va-
riantes intronicas de los genes de insulina (INS)
y receptor de la interleucina 2 (IL2R) en una co-

horte de pacientes pediatricos diagnosticados
de DM1.

Secundarios

e Estimar la prevalencia de las variantes genéti-
cas analizadas en la poblacion de estudio,
comparandola con una poblacién general de
referencia.

e Analizar su posible asociacion con parametros
clinicos (edad de inicio) y otras comorbilidades
autoinmunitarias —tiroiditis y enfermedad celia-
ca (EC)-.

Pacientes y métodos

Se trata de un estudio observacional, retrospectivo,
analitico y transversal, basado en el analisis de va-
riantes genéticas no HLA de riesgo para DM1 en
una cohorte de pacientes pediatricos (<18 afos)
diagnosticados de esta patologia (n = 194; 95 mu-
jeres y 99 varones). Los participantes se seleccio-
naron en la consulta de endocrinologia y diabetes
pediatrica del Hospital Universitario Puerta de Hie-
rro-Majadahonda, Madrid, segun los criterios de in-
clusion y exclusion posteriormente descritos, y tu-
vieron que firmar el correspondiente consentimiento
informado. Dada la asociacion clinica entre DM1 y
EC, analizamos también la prevalencia de dichas
variantes en una serie de pacientes con EC sin DM1
(n=115; 63 mujeres y 52 varones), controlados en
la consulta de gastroenterologia pediétrica del mis-
mo centro, asi como en una poblacion pediatrica
control (n = 50). El estudio fue aprobado por el co-
mité de ética y ensayos clinicos de nuestro centro.
Se considero criterio de exclusion no disponer de
consentimiento informado, la imposibilidad de ve-
nopuncion o la muestra insuficiente para el estudio,
asf como el diagnéstico de cromosopatias (por
ejemplo, sindrome de Down o sindrome de Turner)
o poliendocrinopatias familiares.

Los autoanticuerpos se analizaron mediante la téc-
nica de ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima
(ELISA): antiinsulina —-IAA— (ESKULISA insulina;
AESKU Diagnostics), con una sensibilidad del 70%
y una especificidad del 98,5%; antitirosina fosfatasa
2 —anti-lA2— (ELISA RSR 1A2 V2), con una sensibili-
dad del 96% y una especificidad del 100%; y anti-
GADG65 (ELISA RSR GADab), con una sensibilidad
del 78% (IASP 2013) y del 90% (DSP 2010), y una
especificidad del 99% (IASP2012) y del 94% (DSP
2010).

El ADN leucocitico se extrajo, una vez obtenido el
buffy coat mediante centrifugacion, utilizando un
sistema Maxwell® (Promega), para su posterior

Rev Esp Endocrinol Pediatr 2024 - Volumen 15. Numero 1

75



Purificacion Ros Pérez, Clara Pérez Barrios, Miriam Diez Blanco, ltziar Martinez-Badéas, Nuria Santiesteban Rodriguez, Maria Esmeralda
Colino Alcol, Ana Royuela Vicente, Francisco A. Bernabeu Andreu, Maria Encarnacién Donoso Navarro

cuantificacion en un espectrofotémetro NanoDrop™
(Thermo Scientific). Por Ultimo, las muestras de
ADN se almacenaron a —20 °C hasta su procesa-
miento. Se analizaron cinco alelos localizados en
regiones codificantes y dos variantes intrénicas de
los genes de insulina (INS) y receptor de la interleu-
cina 2 (IL2R). La identificacion de las variantes ana-
lizadas se llevé a cabo mediante amplificacion de la
region de interés, utilizando primers o cebadores
especificamente disefiados para ello, y posterior
secuenciacion Sanger. Las variantes se analizaron
utilizando seis sondas Tagman predisefiadas para
los genes PTPN22 (C__16021387_20), CTLA4
(C__2415786_20), CD226 (C___1464836_20),
SH2B3 (C___2981072_10), INS (C___1223317_10)
e IL2R (C___16095542_10), y 1 sonda de disefio
customizado (ANWDEJA) de Thermofisher en un
equipo de gPCR Step One Plus (Applied Biosys-
tems).

La frecuencia alélica se calculé segun la féormula
descrita[(n.° de homocigotos x 2) + heterocigotos)/n
total de poblacion de estudio], y se compar6 tanto
con una poblacién control de nuestro centro (n = 50
con edad < 18 afios) como con la frecuencia alélica
poblacional de la base de datos Reference SNP Re-
port (National Institutes of Health) para raza cauca-
sica, donde estaba incluida el 86,7% de nuestra
probacion de estudio. Los datos de las variantes
identificadas se relacionaron también con diversas
variables clinicas: edad de inicio de la enfermedad,
presencia/ausencia, tipo y nUmero de autoanticuer-
pos, asi como presencia de otras patologias autoin-
munitarias concomitantes, como EC v tiroiditis.

Para el estudio descriptivo y estadistico, las varia-
bles cuantitativas se expresaron como media =+
desviacion estandar o mediana (rango intercuartili-
€0) segun proceda. El andlisis estadistico se realizd
mediante el Stata v15.1 Software (StataCorp2017).
Las pruebas con un valor de p < 0,05 se considera-
ron estadisticamente significativas.

Resultados

Del grupo de pacientes con DM1 (n = 194; 95 muje-
res y 99 varones), la edad media en el inicio fue de
7,82 + 3,93 afios, y 19 de ellos (12 mujeres y 7 varo-
nes) asociaban EC, sin diferencias entre ambos
grupos en cuanto a edad (edad media de indivi-
duos con DM1 y EC: 7,85 + 3,97 afios). La edad
media de los pacientes con EC sin DM1 (n = 115;
63 mujeres y 52 varones) fue de 7,52 + 3,6 afios.

De los 188 pacientes de los que disponiamos de
datos de autoinmunidad pancreética (anti-GAD,
anti-lA2 e anti-lIAA), un 89% (n = 168) tuvo algun
anticuerpo positivo y 21 resultaron negativos para
los tres autoanticuerpos analizados. De los 178 pa-

cientes con datos de autoinmunidad tiroidea en el
momento del estudio, 30 tuvieron autoinmunidad ti-
roidea positiva (anti-TPO y/o antitiroglobulina), y sie-
te desarrollaron hipotiroidismo.

Las frecuencias alélicas encontradas en cada gru-
po quedan representadas en la figura 1. Encontra-
mos diferencias estadisticamente significativas en
la expresion de la variantes del gen de la insulina (p
< 0,001) y de CD226 (p = 0,017), que mostraba so-
breexpresion en los grupos con DM1 con o sin EC
asociada cuando se comparaba con las frecuen-
cias de los grupos de control. En los pacientes que
asociaban DM1 y EC observamos una sobrerrepre-
sentacion de las variantes de los ge-
nes PTPN22, CTLA4y CD226 (p < 0,05). Por otra
parte, encontramos que la variante del gen SH2B3,
descrita como posible protectora del desarrollo de
EC, estaba menos expresada en pacientes con EC
con o sin DM1 (Figura 1). No encontramos ninguna
diferencia estadisticamente significativa en las fre-
cuencias alélicas de las variantes de FUT2 e IL2R
en los distintos grupos analizados (Figura 1).

La asociacion de las distintas variantes genéticas
analizadas con el perfil clinico queda resumida en
la tabla 1. Encontramos asociacion de las varian-
tes de CTLA4 y SH2B3 con una mayor edad en el
inicio, asf como de las variantes de
PTPN22y CTLA4 con la presencia de autoanticuer-
pos IA2 y GAD, respectivamente (Tabla 1). La va-
riante de FUTZ2 la encontramos asociada a un ma-
yor numero de autoanticuerpos pancreaticos en el
inicio.

Discusion

De forma global, y en linea con resultados de otros
estudios®® que describen determinadas variantes

o Frecuencias alélicas
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DM: pacientes con diabetes tipo 1; EC: pacientes
con enfermedad celiaca.

Figura 1. Frecuencias alélicas de las distintas va-
riantes genéticas (PTPN22, CTLA4, CD226, SH2B3,
FUT2, INSy IL2R) analizadas.
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Tabla 1. Asociacion entre las distintas variantes genéticas y el perfil clinico y autoinmune (edad, tipo y nimero de
auto-anticuerpos pancreaticos -AutoAc- al debut, asociacion de enfermedad celiaca- EC- y autoinmunidad tiroi-

dea- anti-TG y/o anti-TPO).

Autoinmunidad | N.° de autoanti- Anti-TG v/o
GEN | Identificacion rs Edad de positiva cuerpos E. Celiaca anti-TP)é)
inicio (GAD/IA2/IAA) (GAD/1A2/ -EC-(n =115) (n = 30)
(n=188) 1AA) B
Anti-1A2
PTPN22 | rs2476601 (G/A) NS (p = 0,026) NS NS NS
Anti-GAD
CTLA4 rs231775 (A/G) | p=0,010 (p = 0,005) NS p =0,05 NS
CD226 rs763361 (C/T) NS NS NS NS NS
SH2B3 | rs3184504 (C/T) | p =0,047 NS NS NS p =0,07
FUT2 rs601338 (G/A) NS NS p =0,02 NS NS
INS rs689 (A/T) NS NS NS NS NS

EC: enfermedad de Crohn; GAD: descarboxilasa del acido glutamico; IA2: tirosina fosfatasa IA2; IAA: antiinsulina; NS: no

significativo; Tg: tiroglobulina; TPO: peroxidasa tiroidea.

no HLA como de riesgo para el desarrollo de DM1,
hemos encontrado una sobreexpresion de algunas
de ellas (INS, PTPN22 y CD226) en pacientes pe-
diatricos con DM1. Asimismo, hemos observado
una expresion diferencial de algunas de estas va-
riantes en los distintos grupos de pacientes (DM1
con/sin EC; EC sin DM y poblacién control), tal y
como queda reflejado en la figura 1. Todo ello apo-
ya el caracter poligénico de la enfermedad, ade-
mas de sefialar posibles dianas terapéuticas que
modulen el proceso autoinmunitario. Ademas, la
sobrerrepresentacion de algunas variantes (CD226)
en pacientes con mas de una patologia autoinmuni-
taria (DM1y EC) podria sefialar un perfil de suscep-
tibilidad distintivo en un subgrupo de pacientes.

Asi, por ejemplo, la variante rs2476601 en el
gen PTPN22 que presenta una adenina (A) en lugar
del alelo mayoritario guanina (G), y que conlleva el
cambio p.Arg620Tryp, esta considerada el mayor
factor de riesgo para el desarrollo de DM1 después
del HLA-DR/DQ vy del gen INS, con una odds ratio
de 1,81®. En nuestra cohorte, hemos encontrado
dicha variante sobrerrepresentada en los pacientes
con DM1 frente a la poblacion control, al igual que
la variante del gen de la insulina (INS), bien descrita
en la bibliografia®®. Aunque la presencia de esta
variante en el gen PTPN22 parece estar relacionada
con la aparicion de anticuerpos antiinsulina en esta-
dios iniciales”, asi como con otras patologias auto-
inmunitarias (artritis reumatoide, enfermedad de
Crohn o enfermedad celiaca)®?, curiosamente en
nuestra cohorte hemos encontrado una asociacion
de dicha variante con la presencia de anticuerpos
|A2, descritos en estadios en los que ya hay des-
truccion de la célula B pancreética. Ello puede de-
berse a un distinto estadio evolutivo de nuestra co-
horte frente a las descritas, 0 bien a diferencias
poblacionales.

La asociacion detectada entre la variante CTLA4y la
presencia de anti-GAD y mayor edad en el inicio
coincide con lo descrito por otros autores®'". Segun
Balic et al, la variante rs231775 en el gen CTLA4, en
la que el cambio A por G genera una sustitucion p.
Thri17Ala (odds ratio: 1,2), parece estar relacionada
con la presencia de anticuerpos anti-GAD y con la
aparicion tardia de la enfermedad(?. La implicacion
de este receptor CTLA-4 en la regulacion de las célu-
las T ha favorecido el interés en el uso del farmaco
abatacept, una proteina de fusion CTLA4-IgG1, para
retrasar la pérdida de funcién de las células 83 en pa-
cientes recién diagnosticados de DM1(2, En este
sentido, existen en la actualidad varios ensayos clini-
cos que pretenden evaluar la utilidad de esta molé-
cula sola o en combinacién con rituximab (anti-
CD20) para prevenir o retrasar la progresion de la
DM1 en estadios iniciales("®.

La interleucina 2 y su receptor (ILR2) desempefian
una funcién critica en la homeostasis de las células
T reguladoras, y contribuyen a la diferenciacion de
células T colaboradoras y citotéxicas, asi como de
linfocitos T de memoria y tolerancia inmunolégica.
Aunque la frecuencia alélica de la variante de ILR2
analizada parece ser superior en la poblacién ge-
neral que en el resto de los grupos estudiados (DM1
con/sin EC y EC sin DM1), lo cual podria sugerir un
efecto ‘protector’, no se alcanzaron diferencias es-
tadisticamente significativas en ninguno de los gru-
pos. Por otra parte, algunos autores han descrito
una asociacion significativa entre determinadas va-
riantes del gen ILR2 (rs12251307) y el riesgo de pa-
decer DM10%. No obstante, en nuestra serie no en-
contramos asociacion del polimorfismo analizado
con ninguna de la variables estudiadas.

Es importante destacar que la identificacion de los
genes que presentan variantes de riesgo puede
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ayudarnos a orientar la terapia mas adecuada al
perfil de cada paciente, incluyendo también pun-
tuaciones de riesgo!">". Tal y como sugieren Sha-
piro et al®, los pacientes portadores de variantes
de riesgo en los genes IFIH1y TYKZ podrian bene-
ficiarse con terapias dirigidas frente a la respuesta
mediada por interferon de tipo 1, mientras que los
que sean portadores de variantes de riesgo en los
genes PTPN22, CD226, CTLA4, UBASH3A y SIR-
PG podrian hacerlo con farmacos moduladores de
la coestimulacion de células T. De forma similar, los
pacientes con variantes de riesgo en PTPN22 y
CTLA4, por su propension a desarrollar anticuer-
pos IAA y GAD, respectivamente, podrian benefi-
ciarse de terapias de tolerancia especifica del anti-
geno,

Conclusiones

La sobreexpresion de determinadas variantes de
riesgo no HLA analizadas (INS, PTPN22 e CD226),
en pacientes pediatricos con DM1, apoya el caréac-
ter poligénico de la enfermedad y sefiala posibles
dianas terapéuticas que modulen el proceso auto-
inmunitario.

La asociacion detectada entre algunas variantes de
riesgo no HLA y determinados perfiles clinicos y au-
toinmunitarios, asi como la edad en el inicio, po-
drfan ayudar a identificar a pacientes de riesgo y
guiar su seguimiento clinico.

La sobreexpresion diferencial de algunas variantes
(CD226) en pacientes con mas de una patologia
autoinmunitaria (DM1 y EC) podria sefalar un perfil
de susceptibilidad distintivo en un subgrupo de pa-
cientes.

Futuros estudios

En cuanto a la ampliacion del estudio, continuamos
incrementando el tamano muestral de pacientes y
tenemos en marcha el andlisis de otras variantes no
HLA de genes implicados en el desarrollo de la
DM1 y de la patologia autoinmunitaria en general,
asi como el profundizar en el perfil alélico y autoin-
munitario de los hermanos de pacientes con DM1
con/sin EC asociada.
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