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Objetivo

La enfermedad celiaca esta estrechamente relacionada
con ciertos antigenos HLA. El objetivo de este estudio es
valorar el desequilibrio de linkage existente entre los di-
ferentes antigenos y las frecuencias de los haplotipos de
dos loci: HLA A/B, A/C, A/DR, A/DQ; HLA B/C, B/DR, B/DQ;
HIA C/DR, C/DQy HLA DR/DQ, en nifios con enferme-
dad celiaca y en poblacion control de la misma zona geo-
grafica.

Pacientes y métodos

Se han determinado y comparado el valor del desequili-
brio de linkage y frecuencias de los haplotipos de dos loci
en 38 nifios celiacos, de edades comprendidas al diagnos-
tico entre 5 meses y 18 afios y en la poblacion control de la
misma region geogrifica (Aragon, region del noreste de
Espaiia). Para su estudio se ha utilizado la técnica de mi-
crolinfocitotoxicidad. La frecuencia de cada haplotipo de
dos loci (H;) depende de la frecuencia génica de cada ale-
lo (p; ¥ pp) Y de un factor de correccion A, segiin la férmu-
la: Hy = Ay + (p; X pp-

La estimacion de la asociacion entre gametos se ha deter-
minado mediante tablas de contingencia 2 X 2, realizadas
independientemente para cada una de las combinaciones
fenotipicas entre especificidades de dos loci diferentes.

Resultados

En los enfermos celiacos, los haplotipos mais frecuentes
y significativos son: A1/BS, A9/B5, A19/B12, A28/B22,
A28/Cwl, A9/DQ3, B8/Cw?7, B18/Cw5, B22/Cwl, B5/DR5,
BS/DR3, B12/DR7, B5/DQ3, DR3/DQ2, DR4/DQ8 (3) y
DR5/DQ3. Entre los haplotipos A/DR no se ha encontrado
ninguno significativo. Los haplotipos B18/Cw?7, B12/DR3,
Cw4/DR3y DR3/DQ3 tienen un desequilibrio de linkage
negativo estadisticamente significativo.

Correspondencia: Dra. M*Y. Ruiz del Prado.

Conclusiones

Del estudio comparativo entre nifios celiacos y pobla-
cion se concluye que las asociaciones de los haplotipos
A1/B8, A19/B12, B8/DR3, B12/DR7y DR3/DQ2 son signi-
ficativamente mas frecuentes en los celiacos que en la po-
blacion control y su presencia puede predisponer al pa-
decimiento de dicha enfermedad.

Palabras clave:
Enfermedad celiaca. Sistema HLA. Desequilibrio de lin-
kage. Frecuencia baplotipica.

TWO LOCI HLA HAPLOTYPES IN CELIAC
CHILDREN AND HEALTHY SUBJECTS.
ESTIMATE OF LINKAGE DISEQUILIBRIUM
PARAMETERS AND HAPLOTYPE FREQUENCIES

Objective

Celiac disease is closely correlated with certain human
lymphocyte antigen (HLA) alleles. The aim of this study
was to compare linkage disequilibrium parameters and
the frequencies of the two loci haplotypes: HLA A/B, A/C,
A/DR, A/DQ; HLA B/C, B/DR, B/DQ; HLA C/DR, C/DQ and
HILA DR/DQ in children with celiac disease and in a con-
trol population within the same geographical area.

Methods

Thirty-eight children with celiac disease, aged 5 months
to 18 years at diagnosis, were HLA typed by microlym-
phocytotoxicity assay using T- and B-cells separated by mo-
noclonal antibody-labeled immunomagnetic particles. The
frequency of each haplotype of two loci (H;) depends on
the frequency of each allele (p; and p)) and on a correction
factor delta, according to the formula: Hy = Ay + (p; X p)-
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sequilibrium, was assessed by a chi-square test using
2 X 2 contingency tables for gametic association.

Results

Among children with celiac disease the most frequent
and significant haplotypes were A1/B8, A9/B5, A19/B12,
A28/B22, A28/Cwl, A9/DQ3, B8/Cw?7, B18/Cw5, B22/Cwl,
B5/DR5, B8/DR3, B12/DR7, B5/DQ3, DR3/DQ2, DR4/DQ8
(3) and DR5/DQ3, showing a positive linkage disequili-
brium. Negative linkage disequilibrium was found betwe-
en B18/Cw7, B12/DR3, Cw4/DR3 and DR3/DQ3.

Conclusions

Our findings show that the frequency of A1/BS,
A19/B12, B§/DR3, B12/DR7 and DR3/DQ2 haplotypes is
higher in children with celiac disease than in the control
population and suggest that these two loci haplotypes con-
fer susceptibility to celiac disease.

Key words:
Celiac disease. Human lympbocyte antigen system. Ha-
plotype frequency. Linkage disequilibrium.

INTRODUCCION

La enfermedad celiaca es un claro ejemplo de interac-
cion entre factores genéticos y ambientales. Se acepta
que la susceptibilidad a presentarla estd asociada a los ge-
nes de clase II del sistema mayor de histocompatibilidad
(MHCO), en particular con los HLA DR3, DR7y DQ2'3. En
las poblaciones estudiadas, cerca del 95%, presentan la es-
pecificidad DQ2*®. E1 DR3 y DR7 se asocian, en desequili-
brio de linkage con DQ23%11. Un incremento de los HLA
DR5 'y DR7 en heterozigosis, DR5/DR7, se observa en los
celiacos de la zona mediterrdnea, pero no en otras pobla-
ciones caucdsicas®71215, La alta susceptibilidad a padecer
la enfermedad celiaca, viene dada por los genes DQAT*
0501 y DQB1* 0201 presentes en DQ2'1160.17,

Para caracterizar los alelos de clase II en una pobla-
cion celiaca espanola, se han estudiado las frecuencias y
desequilibrio de /inkage en los haplotipos HLA de dos
loci, y comparado con la poblacion normal de la misma
zona geografica.

MATERIAL Y METODOS

Se han estudiado 38 ninos con enfermedad celiaca en
el departamento de pediatria del Hospital Clinico Uni-
versitario Lozano Blesa de Zaragoza (Aragén). Las edades

TABLA 1. Asociacion gamética (tabla 2 x 2)

Primera serie
Frecuencia
i+ i—
Segunda serie
j+ Xjj Pj — Xj jof
j— Pi — Xjj 1= pi—pj+ x; 1-p;
Frecuencia Pi 1-p; 1
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estaban comprendidas entre 5 meses y 18 afos. El grupo
control estd constituido por 895 individuos sanos perte-
necientes a la poblacion aragonesa, estudiados genética-
mente en el Laboratorio de Inmunologia del mismo hos-
pital y referenciadas por Vallés et al'® en 1995.

La técnica utilizada para la tipificacion de estos antige-
nos ha sido la de microlinfocitotoxicidad de Lea et al'?,
descrita en 1985 a partir de las técnicas de Gorer y
O’Gorman?® y Terasaki y Mc Clelland?!. Consiste en la
separacion de células T y B utilizando particulas inmu-
nomagnéticas (IMB) marcadas con anticuerpos monoclo-
nales especificos que permiten obtener el tipaje de los
antigenos de clase Iy II. En todos los pacientes se han
determinado los antigenos pertenecientes a los loci HLA
A, B, C, DRy DQ. Las especificidades se han tipificado se-
gin la nomenclatura actual??.

En ambas poblaciones se han determinado y compara-
do los haplotipos de dos loci en desequilibrio de linkage
(delta) y las frecuencias haplotipicas. Se acepta que cuan-
do dos 0 mas genes se sittdan en el mismo cromosoma,
si existe una relacion de proximidad entre sus loci, se
muestra entre ellos un ligamiento o /inkage, realizindose
su transmision de forma conjunta. La frecuencia del ha-
plotipo formado depende de ese pardmetro de desequi-
librio de /linkage llamado delta (A).

La estimacion de la asociacion entre gametos se ha de-
terminado mediante tablas de contingencia 2 x 2, realiza-
das independientemente para cada una de las combina-
ciones fenotipicas entre especificidades de dos loci
diferentes. Considerando un sistema genético compuesto
por dos loci y dos alelos iy j, cuya frecuencia es res-
pectivamente p; y p;, la frecuencia del haplotipo, re-
sultante del /inkage en el mismo cromosoma de un alelo
i de un primer Jocus y de un alelo j de un segundo locus,
es Xj;.

La tabla de contingencia para probar la asociacion ga-
mética, seglin Mattiuz et al?® toma la forma expresada
en la tabla 1. En ella se indica la presencia o ausencia de
especificidades y las posibles combinaciones. Las fre-
cuencias génicas se determinan segin la férmula de
Bernstein?:

p=1-V1-f

Donde fes la frecuencia fenotipica de cada antigeno y
depende del nimero de pacientes que lo poseen (1) y
del ntimero total de individuos estudiados (N):

f=n/N

Segin Svejgaard®, si no existe asociacion alguna entre
los genes iy j, la frecuencia (Hy) de que aparezcan uni-
dos en el mismo cromosoma serd equivalente al produc-
to de sus respectivas frecuencias génicas, es decir:

Hy=p; X pj



tencia de un desequilibrio de /inkage entre ambos ge-
nes, desvidndose la frecuencia del haplotipo, del pro-
ducto p; X pj esperado. Esta desviacion viene expresada
por el parimetro de desequilibrio de linkage, conocido
como valor delta (A), de tal modo que:

Hjj= Ay + (pi X pp

La cuantificacion de este parimetro se ha obtenido me-
diante la férmula de CeppelliniZ:

A=Vd/n-Vb+d/nx(c+d/n

partiendo de la misma tabla 2 x 2 utilizada para determi-
nar la asociacion entre genes iy j, correspondiendo por
tanto, los valores a, b, ¢, y d, a las respectivas frecuen-
cias de los fenotipos (+4), (= +), (+ -) y (=) (tabla 2).
El contraste de hipdtesis, determinado entre la hipote-
sis nula (Hy: Hj; = p; X pp contra la hipdtesis alternativa de
la existencia de desequilibrio de /inkage (H;: A # 0) ha
sido examinado a partir de un test de ji cuadrado (x?). El
valor del estadistico x? se ha modificado mediante la co-
rreccion de Yates. Con valores esperados inferiores a cin-
co se ha utilizado el test de Fisher. La probabilidad de re-
chazo de la hipédtesis nula ha sido fijada en un nivel
de significacion estadistica de p < 0,05, que para un gra-
do de libertad de uno corresponde a un valor critico en la
distribucion x? de 3,841. El parimetro de desequilibrio
de linkage o valor delta (A) se ha calculado en todas

Locus Locus 1 (+) Locus 1 (-) n
Locus 2 (+) a(++) b+ a+b
Locus 2 (=) c(+-o) d=- c+d

a+c b+d N

n = numero total de casos.

aquellas asociaciones entre alelos de dos loci que han ob-
tenido un nivel de significacion inferior a 0,05.

El estudio de las distintas asociaciones gaméticas entre
los loci HLA se ha realizado sobre los siguientes haploti-
pos compuestos por fenotipos de dos loci: HLA A/B, A/C,
A/DR, A/DQ; HLA B/C, B/DR, B/DQ; HLA C/DR, C/DQ 'y
HLA DR/DQ.

RESULTADOS

En la tabla 3 se detallan los haplotipos de dos loci mas
frecuentes, desequilibrio de /inkage A, frecuencias haplo-
tipicas y significacion (p). Las frecuencias de los haploti-
pos muestran la incidencia con que éstos aparecen en la
muestra y el grado de significacion del desequilibrio en
la poblacion celiaca.

En los enfermos celiacos, los haplotipos mas frecuentes
y significativos son: A1/B8, A9Y/B5, A19/B12, A28/B22,
A28/Cwi, AYDQ3, BS/Cw7, B18/Cw5, B22/Cwi, B5/DR5,
BS8/DR3, B12/DR7, B5/DQ3, DR3/DQ2, DR4/DQ8(3) y

TABLA 3. Haplotipos de dos loci en niiios con enfermedad celiaca. Frecuencia de los fenotipos (+ +), (— +), (+ —)
y (= —), desequilibrio de linkage (A) y frecuencia haplotipica

Haplotipo§ @ ) © @ A Frecue‘n?ia @

de dos loci ++) -+ +-) --) haplotipica

A1/B8 9 5 4 20 0,080873686 0,119649730 0,00478*
AY/B5 3 3 3 29 0,031483825 0,038263217 0,03870*
A19B12 12 4 8 14 0,083299380 0,157843867 0,02497*
A28/B22 2 2 32 0,022926093 0,025852330 0,04746*
A28/ Cwi 1 2 33 0,024091732 0,026270943 0,02466*
A9YDQ3 9 0 23 0,064057133 0,082337065 0,00181*
BS/Cw7 12 8 2 16 0,101922272 0,165919069 0,00252*
BI18/Cw5 2 3 26 0,077285621 0,095186029 0,00029*
BI18/Cw7 18 8 10 —0,07779883 —0,033653101 0,02652*
B22/Cwl 2 33 0,024091732 0,026270943 0,02466*
B5/DR5 4 4 2 28 0,043030160 0,052208823 0,01165*
BS8/DR3 14 15 0 0,099902720 0,205280586 0,01429*
B12/DR3 9 20 7 -0,14088025 —0,01813444 0,02017*
B12/DR7 14 B 2 19 0,141470327 0,202828929 0,00001*
B5/DQ3 5 10 1 22 0,046956438 0,065236370 0,02683*
Cw4/DR3 1 28 3 -0,06297860 —0,035209859 0,03471*
DR3/DQ2 29 0 0,117767295 0,513357370 0,04900*
DR4/DQ3 0 23 0,064056133 0,082337065 0,00181*
DR3/DQ3 7 22 1 -0,21639686 —0,102429447 0,00094*

*El test de Fisher se ha utilizado cuando las frecuencias estimadas eran menos de 5. Se consideran diferencias significativas un valor de p < 0,05.
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significativo. Los haplotipos B18/Cw7, B12/DR3, Cw4/DR3
y DR3/DQ3 tienen un desequilibrio de /inkage negativo,
estadisticamente significativo.

Para el haplotipo DR3/DQZ2 se ha encontrado un dese-
quilibrio de /inkage y una frecuencia haplotipica (0,5133)
positiva significativa (p = 0,049). El haplotipo DR4/DQS8(3)
presenta también un desequilibrio altamente significati-
vo (p =0,0002). Otros haplotipos en desequilibrio positi-
vo son DR4/DQ3 y DR5/DQ3.

En la figura 1 se detallan las frecuencias de los haploti-
pos de dos loci en desequilibrio de linkage de los ninos
celiacos y controles. Los haplotipos que han mostrado di-
ferencias significativas, entre ambas poblaciones, han
sido: A1/BS, A19/B12, BS/DR3, B12/DR7y DR3/DQ2.

DiscusioN

Los haplotipos de dos loci de una poblacion estin de-
terminados por la significacion de su desequilibrio (valor
de p) y por la incidencia con que aparecen en la muestra
analizada, determinada por la frecuencia haplotipica. Estas

cionan mas informacion que las frecuencias individuales.

La poblacion control de la zona geogrifica estudiada
por Vallés et al'® en 1995, confirman la elevada incidencia
de las especificidades caracteristicas de la raza caucisica.
Las asociaciones mas frecuentes han sido: A1/B8, A1/B17,
A2/B12, A25/B18, A26/B38, A29/B12, B35/Cw4, B27/C
w1, B40/Cw3, B7/DR2, A1/DR1, B35/DR1, BS/DR3 y
Cw7/DR2. Asi mismo, los haplotipos A9/B35, AY/B21,
A1/DR3 y B13/DR7, confirman el caricter mediterrineo
de esta poblacion.

En los enfermos celiacos, los haplotipos mis frecuentes
y significativos son: A1/B8, A9Y/B5, A19/B12, A28/B22,
A28/Cwi, AYDQ3, BS/Cw7, B18/Cw5, B22/Cwi, B5/DR5,
B8/DR3, B12/DR7, B5/DQ3, DR3/DQ2, DR4/DOS(3) y
DR5/DQ3. Entre los A/DR no se ha encontrado ninguno
significativo. Los haplotipos B18/Cw?7, B12/DR3, Cw4/DR3
y DR3/DQ3 tienen un desequilibrio de /inkage negativo,
estadisticamente significativo.

El desequilibrio entre los antigenos que forman los ha-
plotipos A1/BS, A19/B12, BS/Cw7, BS/DR3, B12/DR7 y

A1/B8 P =0,0039°
A19/B12 p=0,0071

B8/Cw7 p = 0,00001

B8/DR3 p= 0,0000002*
B12/DR7 p = 0,0001

DR3/DQ2 : p = 0,000000
T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
DR3/DQ2 B12/DR7 B8/DR3 B8/Cw7 A19/B12 A1/B8
[ celiacos 0,5133 0,2028 0,2052 0,1659 0,1578 0,1196
[] Controles 0,092 0,0588 0,048 0,0309 0,0571 0,0389

Figura 1. Frecuencia de los baplotipos de dos loci (p < 0,05) en ninos con enfermedad celiaca y pacientes control. El
desequilibrio de acoplamiento se ha comparado usando del test de ji cuadrado (x?) usando la correccion de
Yates. *El test de Fisher se ba utilizado cuando las frecuencias estimadas eran menos de 5. Se considera dife-

rencia significativa un valor de p < 0,05.
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ninos con enfermedad celfaca estudiados en este trabajo,
al compararlos con los controles de la misma poblacion.

Los HLA A28/Cw1, AY’DQ3, B18/Cw5, B22/Cwi, B5/DQ3,
DR5/DQ3, DR4/DQ3, DR4/DQS8 son otros haplotipos de
dos loci identificados pero cuyas frecuencias no presentan
diferencias significativas entre ambos grupos, asi como
tampoco las presentan los haplotipos B18Cw?7, B12/DR3
y Cw4/DR3 en desequilibrio de /inkage negativo.

La elevada incidencia del antigeno HLA A1 en la po-
blacion celiaca se ha descrito previamente y puede ex-
plicarse por la existencia de desequilibrio de /inkage con
el HLA BS8%’, como confirman nuestros datos.

Entre los ninos celiacos de este trabajo se comprueba
también la asociacion entre BS/DR3 como ya se ha des-
crito en otros trabajos?27:8,

Algunos haplotipos como A30/DR3, B18/DR3, B12/DR7
y B13/DR7?8 se han relacionado también con la enferme-
dad celiaca pero nuestros hallazgos no pueden confir-
mar estos datos en los pacientes celiacos aragoneses.

Por otro lado, algunos haplotipos como B18/DR3 se
han observado con frecuencia en algunas poblaciones
de celiacos, como en Cerdena® y, sin embargo, una aso-
ciacion negativa con este haplotipo se ha descrito en
otros trabajos?. De Marchi et al?® hacen referencia a un
linkage positivo entre Cw6 y DR7 en celiacos italianos,
pero tampoco se ha confirmado este hecho entre celiacos
aragoneses.

En los celiacos de este estudio, la asociacion DR3/DQ2
presenta diferencias altamente significativas (p = 0,000000)
con respecto a la poblacion control. Hechos similares han
sido descritos en poblacion celiaca italiana3283% de Cer-
dena® y en otros grupos de Espana3!3? e Irlanda33. Casi
un 91% de los enfermos celiacos pueden presentar este
haplotipo DR3/DQ2%73! también es muy comuin encon-
trarlo entre familiares de primer grado de enfermos ce-
liacos*,

Michalski et al33 observaron una elevada frecuencia de
DR7/DQ2 en la poblacion celiaca, que podria deberse a
un desequilibrio de linkage entre DQ2'y DR3 o DR7%332,
En nuestro estudio no se ha encontrado esta asociacion
entre DR7y DQZ2.

La existencia de un desequilibrio de linkage entre
DR4 'y DQS8 se ha observado en pacientes DQ2 negati-
vos. La asociacion entre DR4 y los genes DQA1 0301,
DOB1 0302 que codifican para DQS8%53¢ habia sido
demostrada. De Marchi et al en 197937, ya describieron
este haplotipo, asi como otros investigadores posterio-
res6.14,29,38-40.

Un hecho llamativo en la distribucion de las fre-
cuencias de los diferentes antigenos HLA, es la existencia
de un sustancial desequilibrio de /inkage entre DQ5
(a1 0101, 1 0501) y DRI o DR10 en la enfermedad ce-
liaca, ya sugerida en 1996 por Grillo et al®®. Pettersson et
al®! han confirmado la alta frecuencia de DR3/DQ2y la

DR5/DQ7 con la enfermedad celiaca. Nuestros datos no
confirman tales asociaciones.

Del estudio comparativo entre celiacos y poblacion
control de la misma region geogrifica, puede concluirse
afirmando que las asociaciones de los haplotipos A1/BS,
A19/B12, BS/Cw7, BS/DR3, B12/DR7y DR3/DQ2 son sig-
nificativamente mas frecuentes en los enfermos celiacos
que en la poblacion control y su presencia puede predis-
poner al presentar dicha enfermedad.
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