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Polimorfismo de genes TAP1 y TAP2
en pacientes con lupus eritematoso

sistemico

TAP2*0201 es un marcador de susceptibilidad

José Fernando Molina, Paula A. Correa, José A. Gomez, Javier Molina,
Juan-Manuel Anaya - Medellin, Colombia

Objetivos: examinar la influencia del polimorfismo de los genes TAP1 y TAP2 en la
susceptibilidad y el curso clinico del lupus eritematoso sistémico (LES).

Métodos: estudio exploratorio, transversal, controlado en mujeres con diagnéstico de LES
clasificadas de acuerdo a los criterios del Colegio Americano de Reumatologia (ACR 82), e
individuos sanos apareados a las pacientes por género, edad y geografia. El polimorfismo de los
genes TAP1 y TAP2 se examin6é mediante el método de reaccion en cadena de la polimerasa con
amplificacion de sistemas de mutacion refractaria. Los anticuerpos antinucleares y anti-DNA se
determinaron por IFl y los anti-cromatina y los extractables del nucleo (Ro, La, Sm, RNP) por
ELISA. La severidad de la enfermedad se evalué segun el puntaje de dafio SLICC/ACR.

Resultados: se examinaron 65 pacientes y 80 controles. Los alelos TAP1 y TAP2 mas
frecuentemente encontrados en la poblacion, tanto de pacientes como de controles, fueron el
TAP1*0101 (75% vs. 71%) y TAP2*0101 (82% vs. 70%). El alelo TAP2*0201 se asoci6 al LES (77%
vs. 39%, OR: 5.3, 1C95%: 2.6-11, p<0.0001), sin embargo no se observé influencia de ningun alelo
TAP1 o TAP2 sobre el curso de la enfermedad, la presencia de autoanticuerpos especificos ni
sobre la severidad de la misma.

Conclusion: los resultados indican que, en la poblacion estudiada, el alelo TAP2*0201 es un
marcador de susceptibilidad para LES, y que los alelos TAP1 y TAP2 no afectan la expresion
clinica ni la respuesta inmune de estos pacientes. Estos hallazgos confirman la hipétesis que los
genes que confieren riesgo para desarrollar LES pueden ser diferentes a los que influyen en la
produccion de autoanticuerpos. (Acta Med Colomb 2001 ;26:3-8).
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Introduccién

El lupus eritematoso sistémico (LES) es una enferme-
dad crdnica autoinmune, heterogénea, que afecta principal-
mente a mujeres durante la edad reproductiva. A pesar de
que su etiologia es desconocida, multiples factores de pre-
disposicion juegan un papel importante, entre los cuales
sobresalen los genéticos, los ambientales, los infecciosos y
los hormonales (1).

La influencia genética esta establecida por los estudios
en cepas de ratones (lupus murino), en familiares y geme-
los, y por la asociacion de la enfermedad a algunos antigenos
del sistema HLA y la deficiencia de factores del comple-
mento (2). La incidencia del LES en familiares de primer o
segundo grado es de cinco a 10% y existe concordancia de
la enfermedad en 25% de los gemelos monocigéticos (1,2).
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También, son frecuentes algunas alteraciones inmunologicas
en familiares de pacientes lipicos.

De los factores genéticos que determinan la respuesta
inmune, algunos genes del complejo mayor de histocom-
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patibilidad (CMH) se han estudiado en forma extensa, en
particular aquellos del HLA-DR. A pesar de la gran varia-
bilidad étnica y geografica, la asociacion de HLA al LES se
encuentra con frecuencia, y la presencia de los alelos DR2
y DR3 determina un riesgo de la enfermedad de dos a cinco
veces. Sin embargo, estos genes parecen ejercer mas in-
fluencia en la produccién de autoanticuerpos especificos,
principalmente anti-Ro y anti-La (2). De los genes del
CMH que codifican las proteinas del complemento, los
alelos nulos de C4A tienen mayor asociacion con la enti-
dad. La deficiencia de C4A determina un alto riesgo para el
desarrollo del LES (3).

Ademas de los alelos HLA y del complemento, otros
genes del CMH podrian estar involucrados en la susceptibi-
lidad al LES, como son los genes TAP1 y TAP2, ubicados
en la region clase I de dicho complejo. Estos genes codifi-
can péptidos asociados al transporte antigénico, los cuales
estan compuestos por dos subunidades que conforman la
proteina de membrana celular perteneciente a la superfamilia
de los transportadores ABC (del cassette de union al ATP)
(4). El dimero del TAP se encarga de transportar péptidos
antigénicos unidos a las moléculas HLA-clase I y también
del transporte endégeno de algunos péptidos presentados
por el HLA clase II (5), desde el citosol hasta el reticulo
endoplasmico de la célula, para ser presentados a los
linfocitos T. Al menos cuatro alelos para el TAP1 y ocho
para el TAP2 se han descrito hasta ahora. Dado su
polimorfismo, su localizacion dentro del CMH y su papel
en el procesamiento antigénico, estos genes son candidatos
muy interesantes en el estudio de predisposicion genética a
las enfermedades autoinmunes.

En el LES solo algunos estudios han evaluado la asocia-
cion de la enfermedad con los genes TAP1 y TAP2 (6-10), y
no existe informacion sobre éstas en la poblacion latino-
americana. Por lo tanto, el presente trabajo evalud la influen-
cia del polimorfismo del TAP1 y el TAP2 sobre la suscepti-
bilidad, la expresion clinica, la severidad de la enfermedad
asi como sobre la produccion de los diferentes autoanticuerpos
en una poblacién colombiana de pacientes con LES.

Material y método
Pacientes y controles

Este fue un estudio exploratorio, multicéntrico, trans-
versal y controlado, en el que se incluyeron pacientes de
manera consecutiva y se atendieron en la consulta externa
de la Corporacion para Investigaciones Biologicas (CIB),
de la Clinica Universitaria Bolivariana y del Hospital Pablo
Tobon Uribe en la ciudad de Medellin. Todos fueron muje-
res y cumplieron al menos cuatro de los 11 criterios de
clasificacion diagnostica de LES (11), y ninguno recibid
tratamiento inductor de autoinmunidad o de LES.

Los controles fueron personas exentas de enfermedad
inflamatoria y autoinmune, apareados a los pacientes por
edad (% 5 afios), género y geografia. En ningtn caso fueron
familiares de los pacientes.

Consentimiento oral y uso de la informacion obtenida

A cada paciente se le inform6 de los fines y propositos
del estudio. Se le garantizé la absoluta reserva de la identi-
dad y, previa informacion completa del estudio, se le solici-
t6 el consentimiento oral para la toma de muestras y la
revision de las historias clinicas. La investigacion cont6
con la aprobacion del comité de ética local.

Variables clinicas

Se utiliz6 un registro que involucrd variables demografi-
cas, clinicas y de laboratorio. Cada una se registra como
presente o ausente para cada paciente en cualquier momento
del curso de la enfermedad. Las manifestaciones clinicas y
de laboratorio estudiadas fueron: 1) artritis no erosiva; 2)
alopecia; 3) fotosensibilidad; 4) eritema malar; 5) lupus
discoide; 6) tilceras mucocutaneas; 7) fenomeno de Raynaud,
8) compromiso renal (al menos uno de los siguientes: a-
sedimento urinario activo, b- proteinuria >500 mg/24h, c-
proteinuria >3.5 g/24h o d- biopsia renal a favor); 9) compro-
miso neuropsiquiatrico: convulsiones y/o psicosis (sin otra
causa definida) u otra alteracion tal como neuropatia
periférica, corea, meningitis aséptica, pseudotumor cerebri,
accidente cerebro-vascular u otra alteracion directamente
atribuible al LES en ausencia de otras causas; 10) pleuritis,
frote pleural con o sin derrame y/o dolor pleuritico tipico;
11) pericarditis, documentada por electro y/o ecocardiografia;
12-13) trombosis arterial o venosa periférica; 14)
poliadenopatias; 15) anemia hemolitica autoinmune
(hematocrito <35% con reticulocitosis y prueba de Coombs
positiva); 16) leucopenia (<4000 leucocitos por mm®); 17)
trombocitopenia, recuento plaquetario <100.000/mm’.

Severidad de la enfermedad

La severidad de la enfermedad y el dafio orgénico,
fueron evaluadas de acuerdo al puntaje del cuestionario de
dafio organico establecido por el Colegio Americano de
Reumatologia SLICC/ACR (12).

Autoanticuerpos

Los anticuerpos antinucleares se determinaron por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) en células HEp-2. Los
anticuerpos anti-DNA nativo por IFI utilizando crithidia
luciliae como substrato. Los anticuerpos anti-Ro, anti-La,
anti-RNP, anti-Sm y anti-cromatina mediante ELISA utili-
zando estuches comerciales y siguiendo las instrucciones
del productor.

Tipificacion de los genes TAP1 y TAP2

En las muestras de DNA, obtenidas por el método de
extraccion de sales (13), se examino el polimorfismo de los
genes TAP1 y TAP2 mediante el método de reaccioén en
cadena de la polimerasa con amplificacion de sistemas de
mutacion refractaria (PCR-ARMS), utilizando iniciadores
previamente descritos (14). Para TAP1 se tipificaron dos
sitios polimorficos: la posicion 333 y la 637; y para TAP2
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se tipificaron tres sitios polimoérficos ubicados en las posi-
ciones 379, 565 y 665. Para cada uno de estos sitios se
utilizaron cuatro iniciadores, dos especificos para cada una
de las variantes (TAP1:1le/Val, Asp/Gly; TAP2: Val/llc,
Ala/Thr, Ala/Thr), y los deméas complementarios a una
region blanco, que a la vez actué como control.

La PCR se realiz6 bajo las siguientes condiciones: en un
volumen final de 100 ml, se adicionaron un mg de DNA
genomico, dos mM de MgCl,, 200 mM de dNTPs, tampon
para Tag DNA polimerasa IX y dos unidades de la enzima
Taq DNA polimerasa (Promega, Bogota, Col). Las condi-
ciones de la reaccion fueron las siguientes: 95°C durante
diez minutos, seguidos de 35 ciclos con 95°C un minuto,
60°C un minuto, 72°C un minuto y una extension final de
72°C por diez minutos. Los productos de la reaccion fueron
corridos en un gel de agarosa al 2.5% y marcados con
bromuro de etidio. Se utilizd la nomenclatura para los
alelos TAP1 y TAP2 de acuerdo con lo acordado en la
ultima reunién mundial de histocompatibilidad (14). Los
individuos se clasificaron como homocigotos, heterocigotos
o blancos, en caso de presentar polimorfismo en todas las
regiones analizadas para cada gen.

Analisis estadistico

Los resultados individuales se colectaron en un banco
de datos y se analizaron con el paquete WinSTAT 1.0 (15).
Los resultados se presentan en promedios + error estandar
de la media (SE), y en porcentajes. Las frecuencias alélicas
evaluadas se calcularon de acuerdo al método de Haldane
(16). Las diferencias entre porcentajes se examinaron me-
diante la prueba exacta de Fisher a dos colas. La intensidad
de las asociaciones se calculé mediante la razon de dispari-
dad ["Odds Ratio" (OR)] (15). La asociacion entre los
diferentes alelos y las caracteristicas clinicas por regresion
logistica. En todos los casos se consider6 significativo un
valor de p < 0.05.

Resultados

Se evaluaron 65 pacientes mujeres con LES. Las carac-
teristicas generales del grupo estudiado se sefialan en la
Tabla 1. De los anticuerpos especificos estudiados obser-
vamos que 73% de las pacientes presento anticuerpos anti-
cromatina y 71 % anti-DNA (Tabla 2).

En la poblacion estudiada, tanto en pacientes como en
controles, los alelos mas frecuentes fueron TAP 1*¥0101 y
TAP2*0101 (Tabla 3). Observamos una asociacion signifi-
cativa entre el TAP2*0201 y el LES, independiente de la
carga del gen (Tabla 3). No observamos asociacioén signifi-
cativa entre éste y la presencia de autoanticuerpos especifi-
cos o la severidad de la enfermedad (SLICC/ACR), inde-
pendientemente del tiempo de duracion de la misma.

Discusién
El presente estudio evalta, por primera vez en Colombia,
el efecto del polimorfismo de los genes TAP1 y TAP2 en la
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Tabla 1. Caracteristicas generales de 65 pacientes con LES*

Caracteristica

Edad, afios 31 +1.3(13-64)
Edad de inicio, afios 25 +1.1(9-61)
Duracién, afios 6.3 + 0.7 (1-30)
Compromiso cutdneo 73%
Compromiso articular 100%
Fenémeno de Raynaud 50%
Serositis 22%
Nefritis 47%
Compromiso Neuroldgico 20%
Trombosis 10%
Citopenia 81%
Hipocomplementemia 82%
SLICC/ACR 1.3+0.2(0-8)
* Ver material y métodos para detalles

Tabla 2. Autoanticuerpos en 65 pacientes con LES

Anticuerpo (%)
Anti-DNA 71
Anti-cromatina 73
Anti-Ro 35
Anti-La 20
Anti-Sm 33
Anti-RNP 48

Tabla 3. Polimorfismo de los genes TAPI y TAP2 en pacientes con LES

ALELO LES CTR P
N=65 N=80
X/0 X/X X/0 X/X
TAP1
#0101 49 (75) 36 (55) 57(71) 47 (59) NS
#0201 6(9) 0 5(6) 0 NS
#0301 14 (21) 1(2) 9(11) 4(5) NS
#0401 10 (15) 4(6) 17 (21) 9(11) NS
BLANCOS 0 5(8) 0 6(8) NS
TAP2
*0101 53 (82) 7 (11) 56 (70) 21 (26) NS
#0102 0 0 5(6) 0 NS
#0201 50 (77) 4(6) 31(37) 5(6) <0.0001*
C 3(5) 0 15 (19) 6(8) 0.01%*
D 0 0 2(2) 1(1) NS
G 0 0 2(2) 0 NS
H 2(3) 0 1(D 0 NS
BLANCOS 0 4(6) 0 7(9)
*OR: 5.3 1C95%: 2.6 - 11, p < 0.0001
## OR: 0.2 IC95%: 0.06 - 0.76, p=0.01 (p, >0.05)
Abreviaciones: X/0: heterocigotos, X/X: homocigotos, NS: no significativo

susceptibilidad al LES y muestra que el alelo TAP2*0201 es
un marcador de predisposicion a la enfermedad. Sin embar-
go el analisis realizado no mostré que éste influya
significativamente en la respuesta inmune (sintesis de
autoanticuerpos) ni en el curso de la enfermedad.

Los genes TAP1 y TAP2 estan localizados en la region
clase II del CMH, se encargan de controlar el transporte y
la presentacion de las moléculas HLA-clase I, son esencia-
les en la presentacion de antigenos propios y por ende en la
tolerancia o desencadenamiento de la autoinmunidad (4).
También intervienen en el transporte por via endogena de
algunos péptidos presentados por las moléculas de clase 11
(5). Los genes TAP1 y TAP2 comparten caracteristicas
similares con aquellos que codifican para las moléculas
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HLA, no sélo su ubicacion dentro del CMH, sino también
en su conformacioén. Cada gen contiene aproximadamente
diez Kpb de ADN y ambos estan conformados por 11
exones. Dentro de estos genes se han encontrado regiones
promotoras con secuencias respondedoras al interferon-yy
al factor de necrosis tumoral-a, caracteristicas propias de
las moléculas HLA-clase [ y II (4,5).

Funcionalmente las moléculas TAP estan conformadas
por un dimero, que se une para formar una fosa que enlaza
péptidos que son transportados hasta el reticulo
endoplasmico y unidos por las moléculas HLA (Figura 1)
(17). Se ha podido observar que el buen funcionamiento de
dichas moléculas depende de la coexpresion de TAP1 y
TAP2 (18). Estas se encuentran presentes en el humano, el
raton y la rata, entre las cuales se observa un 75 a 95% de
homologia; sin embargo tanto las moléculas TAP1 como
TAP2 presentan cierto polimorfismo en todas estas espe-
cies y lo cual ha generado la hipdtesis de una asociacion y/
o seleccion entre el polimorfismo de los genes y la afinidad

por los péptidos que ellos transportan (4). En efecto, los
primeros estudios mostraron que esto se presentaba en la
rata, mas no en humanos (19). Experimentos posteriores
sugirieron que algunas mutaciones naturales que ocurren
en los genes TAP2 humanos conducen a un cambio signifi-
cativo en la especificidad de la gama de péptidos transpor-
tados (20). De otra parte, existe una estrecha relacion entre
el polimorfismo de los genes TAP y los requerimientos de
las moléculas clase I, ya que algunos alelos clase I, tales
como los HLA-A*0301,%1101,*6801, y HLA-B*2705, se
expresan casi exclusivamente cuando hay péptidos cuyo
extremo C-terminal corresponde a Lisina (Lys) o a Arginina
(Arg) y deben ser transportados por una molécula TAP
especifica (21, 22).

El hecho de que el TAP2 sea primordialmente el que
influya la seleccion del péptido puede explicar la asocia-
cion del alelo TAP2*0201 al LES, ya que esta seleccion
parece deberse a un proceso de presion selectiva, que
origina un mayor polimorfismo en este gen, posiblemente

Cadena Pesada Tapasina Lo
naciente o -
™, FaA TAP
) | Calreticulina o : Molécula Clase |
- B;Microglobulina 7 Péptidos generados nadura

Figura 1. Complejo de interaccion TAP-Molécula HLA Clase I - Péptido.

La molécula Erp57, perteneciente a las proteinas de choque térmico (HSP), participa en la estabilizacion de la cadena pesada del HLA clase 1. La tapasina es una
molécula chaperona que ayuda a estabilizar la unién de la cadena pesada a la f32 microglobulina. La calreticulina estabiliza el complejo HLA-péptido. El dimero TAP
(TAP1 y TAP2), se une para formar una fosa que enlaza péptidos generados en el proteosoma, que son transportados hasta el reticulo endoplismico y unidos a las

moléculas HLA (adaptado de ref. 17).
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debido a un mayor enfrentamiento con diferente variedad
de péptidos (18). Ademas, la asociacion de las moléculas
TAP2 a la seleccion de péptidos depende de posiciones
especificas dentro del péptido, entre ellas el extremo C-
terminal, las posiciones 2, 3, 6 y la 7 (18). De acuerdo a
esta hipotesis, una seleccion especie-especifica de los
patrones de transporte generarian epitopes
inmunodominantes de acuerdo a las caracteristicas del
péptido (antigeno).

Martin-Villa et al (10), observaron una asociacion entre
el alelo TAP2*01 y el LES en pacientes espafioles, asi
como una influencia de este alelo en la sintesis de anticuerpos
anti-Ro (Tabla 4). No obstante, en otros grupos étnicos,
tales como en caucasicos, orientales y afro-caribefios no se
encontrd esta asociacion (6-9). La discrepancia entre los
estudios puede deberse a la diversidad étnica como a la
técnica utilizada (2). En efecto, previamente hemos sefala-
do diferencias en la susceptibilidad genética a enfermeda-
des autoinmunes en funcidon del grupo étnico estudiado
(23). Asi mismo, la semejanza entre espaifloles y antioquefios

Tabla 4. Estudios del polimorfismo de TAP en LES (Revision de la literatura).

puede explicarse por la similitud entre estos dos grupos
(24), aunque si bien el estudio espafiol no identificé el alelo
especifico del TAP2*01 dado el nimero reducido de inicia-
dores utilizados para la PCR (10) (Tabla 4). La diferencia
en el codon 565 o 665 permite esta identificacion (Tabla 5).
La técnica de PCR-ARMS vy los iniciadores utilizados en
este estudio permiten una alta especificidad en la determi-
nacion del polimorfismo examinado. No obstante, un anali-
sis de secuencia se estd llevando a cabo para confirmar
estos hallazgos.

En conclusion, nuestros resultados indican que, en mu-
jeres de Medellin, el alelo TAP2*0201 es un marcador de
predisposicion al LES, y confirman la hipotesis que aque-
llos genes que confieren riesgo para desarrollar LES pue-
den ser diferentes a los que influyen la produccion de
autoanticuerpos (25). Finalmente, este estudio resalta la
necesidad de estudiar el polimorfismo de genes que pudie-
ran estar en desequilibrio de enlace con TAP2 con el fin de
determinar si el papel de susceptibilidad de TAP2*0201 al
LES es primario o secundario.

Autor, afio (ref) Grupo étnico Técnica N ASOCIACION
LES Anticuerpos Severidad
Davies et al, 1994 (6) Caucaésicos (ingleses) PCR-ARMS 89 No No NR
Savage et al, 1995 (7) Chinos PCR-ARMS 51 No No No
Takeuchi et al., 1996 (8) Japoneses RFLP 52 No Tendencia con NR
anti-RNP
Ocal et al, 1996 (9) Afro-caribefos (35) y PCR-ARMS 186 Resultados opuestos NR NR
caucésicos ingleses (151) en los dos grupos

Martin-Villa et al, 1998 (10) Esparioles PCR-SSO 85 TAP2*01 Anti-Ro NR
Presente estudio, 2000 Mestizos PCR-ARMS 65 TAP2*#0201 No No

Abreviaciones: PCR: reaccion en cadena de la polimerasa, ARMS: amplificacion de sistemas de mutacion refractaria, RFLP: polimorfismo en el tamaifio de los
fragmentos de restriccion, SSO: oligotipificacion de secuencia especifica, NR: no reportado.

Tabla 5. Alelos TAP2.

ALELO CODON
SECUENCIA TIPIFICACION 163 379 386 387 436 565 604 651 665 687
TAP2#0101 TAP2A GTC GTA GGG GTG AAC GCT GGA CGT ACA TAG
Val Val Gly Val Asn Ala Gly Arg Thr Stop
TAP2#0102 TAP2E GTT GTA GGT GTG AAC ACT GGA CGT ACA TAG
Val Val Gly Val Asn Thr Gly Arg Thr Stop
TAP2#0201 TAP2B GTT GTA GGG GTG AAT GCT GGG CGT GCA CAG
Val Val Gly Val Asn Ala Gly Arg Ala Gln
TAP2C ATA GCT ACA TAG
Ile Ala Thr Stop
TAP2D ATA ACT ACA TAG
Ile Thr Thr Stop
TAP2G GTA ACT GCA CAG
Val Thr Ala Gln
TAP2H ATA GGG GTG GCT CGT GCA CAG
Ile Gly Val Ala Arg Ala Gln
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Summary

Introduction. MHC class II alleles may influence the
susceptibility, clinical expression and immune response of
Systemic Lupus Erythematosus (SLE). The nature of the
association of MHC-II and SLE differs depending upon
patient characteristics (i.e. ethnicity, gender). Besides HLA-
DR and DQ, TAP1 and TAP2 genes are putative candidates
for conferring susceptibility to autoimmune disorders.
However, few studies on these genes have been conducted
in SLE, while in Latin-American patients no records exist.

Objective. To determine the influence of TAP1 and
TAP2 alleles in SLE.

Methods. Transverse study of Colombian women with
SLE (ACR'82) and gender-, age- and ethnic-matched
controls were analyzed. Complete clinical and laboratory
data was recorded including SLICC damage index (SDI).
Autoantibodies were detected by ELISA. TAP1 and TAP2
polymorphism was determined by ARMS-PCR.

Results. There were 65 patients and 80 controls. The
most prevalent TAP1 and TAP2 alleles in patients and
controls were TAP 1*0101 (75% vs. 71%) and TAP2*0101
(82% vs. 70%). TAP2*0201 was associated with disease
(77% vs. 39%, OR: 5.3, 95%CI: 2.6-11, p<0.0001.
However, TAP1 and TAP2 alleles had no influence on
clinical features, SDI nor on presence of autoantibodies
(ANA, dsDNA, Sm, Ro, La, RNP, chromatin).

Conclusion. This study indicates that in our population,
TAP2*0201 allele is a strong marker of SLE susceptibility
although it has not effect on the immune response nor on
the clinical expression of the disease. Our results are
consistent with the hypothesis that genes that confer risk of
developing autoimmunity are different from those that
influence autoantibody production.

Key words: gene TAP1, gene TAP2, Allele TAP2*0210,
systemyc lupus erythematosus, susceptibility marker.
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