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INFORMACION DEL ARTiCcULO RESUMEN
Historia del articulo: Introduccién y objetivos: El transportador de Zn8 (ZnT8), identificado como el cuarto autoanti-
Recibido el 23 de mayo de 2016 geno inmunodominante en la diabetes mellitus (DM) tipo 1, presenta un polimorfismo en el
Aceptado el 1 de septiembre de 2016 residuo 325 (Arg/Trp). Sin embargo, ain no se encuentra suficientemente definido el papel
On-line el 8 de octubre de 2016 de este residuo en la inmunorreactividad de los autoanticuerpos anti-ZnT8 (ZnT8A). En este
contexto, el objetivo del presente trabajo involucr6 la deteccién y caracterizacién inmuno-
Palabras clave: quimica de los ZnT8A en DM tipo 1 empleando diferentes variantes antigénicas de ZnT8
Diabetes mellitus autoinmune con Arg o Trp en la posicién 325, o bien construcciones quiméricas con ambos aminoécidos
Autoanticuerpos en dicha posici6n.
7ZnT8 Materiales y métodos: Se evaluaron 100 sueros de pacientes argentinos con reciente diagnos-
SCL30A8 tico de DM tipo 1. La determinacién de ZnT8A se realizé mediante el ensayo de unién de

radioligando, utilizando distintas variantes antigénicas: ZnT8-Arg325, ZnT8-Trp325, ZnT8-
Arg-Trp325, ZnT8-Arg-Arg325 y ZnT8-Trp-Trp325. Paralelamente se determiné la presencia
de los otros marcadores de autoinmunidad para DM por ensayo de unién de radioligando.
Resultados: De los 100 pacientes estudiados, 65 fueron ZnT8A+ para al menos alguna de las
variantes antigénicas empleadas. Ocho reconocieron todas las formas recombinantes de
ZnT8. La mayoria (56) resultaron positivos para el heterodimero (ZnT8-Arg-Trp325), 25 de los
cuales reconocieron ademés el homodimero ZnT8-Arg-Arg325 y el monémero ZnT8-Arg325.
Nueve pacientes presentaron Unicamente ZnT8A como marcador de autoinmunidad. Por
otro lado, los niveles de senales obtenidos con el heterodimero fueron significativamente
mayores a los niveles alcanzados empleando cualquiera de las otras variantes antigénicas
(mediana 17,99 vs. 10,71; 6,32; 5,66 y 4,44 SD scores para ZnT8-Arg325, ZnT8-Trp325, ZnT8-
Arg-Arg325 y ZnT8-Trp-Trp325, respectivamente; p <0,05, test t de Mann-Whitney).
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Conclusiones: Se logré caracterizar inmunoquimicamente los ZnT8A presentes en pacientes
argentinos con DM tipo 1 empleando diferentes variantes antigénicas de ZnT8. Se observé
que la incorporacién de ZnT8A, en combinacién con los marcadores clasicos, incrementa
la sensibilidad diagnéstica de autoinmunidad. La reactividad exclusiva de ZnT8A por las
variantes antigénicas que contienen arginina en el residuo 325 evidencia la existencia de
epitopes dependientes del aminoacido presente en dicho residuo. Ademas, la aplicacién de
variantes diméricas reveld la existencia de epitopes definidos por la estructura cuaterna-
ria de ZnT8. La construccién heterodimérica fue la que mostré la mejor combinacién de
sensibilidad y especificidad a los fines del screening rutinario de ZnT8A.
© 2016 Sociedad Argentina de Endocrinologia y Metabolismo. Publicado por Elsevier
Espaiia, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://
creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Detection and characterisation of zinc transporter 8 autoantibody in
Argentinian patients with type 1 diabetes mellitus

ABSTRACT

Keywords:

Type 1 diabetes mellitus
Autoantibodies

ZnT8

SCL30A8

Introduction and objectives: The aim of this study involved the detection and immunochemical
characterisation of ZnT8 autoantibodies (ZnT8A) in new-onset type 1 Argentinian diabetic
patients.
Material and methods: One hundred sera from type 1 diabetic patients were tested for ZnT8A.
The antigens employed were obtained using cDNA plasmids encoding the C-terminal
domains of ZnT8 carrying 325Arg, 325Trp and 3 dimeric constructs (ZnT8-Arg-Trp325, ZnT8-
Arg-Arg325 and ZnT8-Trp-Trp325). ZnT8A were assessed by radioligand binding assay (RBA).
Other islet-autoantibodies were also tested by RBA.
Results: Among the 100 type 1 diabetic patients, the prevalence of ZnT8A was 65.0%, 8 recog-
nized all recombinant forms of ZnT8. Most patients (56) were positive for the heterodimer
(ZnT8-Arg-Trp325), being 25 of them also positive for the homodimer ZnT8-Arg-Arg325 and
monomer ZnT8-Arg325. Single reactivity against ZnT8A was found in 9.0% of the group. Besi-
des, the highest signal values were obtained with the heterodimeric variant (median 17.99
vs. 10.71, 6.32, 5.66 and 4.44 SD scores for ZnT8-Arg325, ZnT8-Trp325, ZnT8-Arg-Arg325 y
ZnT8-Trp-Trp325, respectively; p < 0.05, Mann-Whitney t test).
Conclusion: Immunochemical characterisation of ZnT8A presentin type 1 Argentinian diabe-
tic patients was accomplished, employing different variants of ZnT8. An increased detection
of autoimmunity was found when ZnT8A was employed in combination with the other
islet-autoantibodies. The presence of autoantibodies that recognized only constructions
containing Arg reveals the existence of epitopes dependent of the amino acid present at
residue 325. Furthermore, application of dimeric constructions revealed the existence of
quaternary structure-defined epitopes which were recognized by type 1 diabetic patients.
Finally, the highest combined sensitivity and specificity for routine screening of ZnT8A was
accomplished with the heterodimeric construction.

© 2016 Sociedad Argentina de Endocrinologia y Metabolismo. Published by Elsevier

Espana, S.L.U. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://

creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduccién

principales’. Asi, se han propuesto nuevas categorias, entre
ellas, la diabetes autoinmune latente del adulto (conocida
como LADA por su sigla en inglés) para identificar a un sub-

La diabetes mellitus (DM) y sus complicaciones constituyen
la tercera causa de muerte en los paises industrializados,
después de las enfermedades cardiovasculares y el cancer.
Alrededor del 5-6% de la poblacién mundial padece alguna de
las formas de esta enfermedad, la cual muestra una tendencia
de crecimiento continuo. La DM constituye un grupo hetero-
géneo de enfermedades, las cuales conducen a una elevaciéon
de la glucosa en sangre. Se distinguen 2 tipos principales de
la enfermedad: la DM tipo 1 y la DM tipo 2. Sin embargo,
en algunos casos es dificil diferenciar entre las 2 variantes

grupo de pacientes adultos que sufren un proceso autoinmune
e inicialmente no requieren insulina pero pueden requerirla
poco tiempo después del diagnéstico?. Aunque los sintomas
agudos y a veces letales de la diabetes pueden ser controla-
dos, las complicaciones tardias de la enfermedad exhiben alta
morbilidad y reducen significativamente las expectativas de
vida.

La principal causa de la DM tipo 2 es una resistencia de
los tejidos periféricos a la accién de la insulina, asociada a un
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grado variable de disfuncién secretoria. Ambas causas, a su
vez, se correlacionan con la presencia de determinantes gené-
ticos y factores ambientales, de ahi que la DM tipo 2 haya sido
definida como una enfermedad poligénica y multifactorial.

La DM tipo 1 se clasifica como autoinmune (tipo 1A) o
idiopatica (tipo 1B). La DM tipo 1A es un trastorno de ori-
gen autoinmune que presenta un importante componente de
autoagresion celular, acompainado de una serie de marcado-
res humorales que sirven principalmente para la deteccién
prodrémica de la enfermedad y para el apoyo diagnéstico®. La
tolerancia hacia componentes propios de las células beta pan-
credticas productoras de insulina puede quebrarse, luego del
ataque de los linfocitos T citotéxicos, tal vez como un evento
secundario a la agresién de ciertos virus beta-citotrépicos.
Ademés de los agentes ambientales existe contribucién de
la constitucién genética, principalmente a través del sistema
HLA que interviene en la presentacién antigénica*°. La mayo-
ria de los pacientes con reciente diagndstico de DM tipo 1A
tiene en circulacién autoanticuerpos dirigidos contra diferen-
tes antigenos de las células beta pancredticas, exhibiendo
especificidades hacia la insulina y proinsulina (IAA/PAA),
hacia la glutamato decarboxilasa (GADA) y la tirosina fosfa-
tasalA-2 (IA-2A). Estos 3 marcadores presentes en el prédromo
de la enfermedad son altamente predictivos, ya que denun-
cian la instalacién de una agresién autoinmune que conducira
luego de un tiempo variable a su expresién clinica’. Por otra
parte una fraccién minoritaria de los pacientes con DM tipo
1 no muestran evidencia de autoinmunidad por lo cual se los
clasifica como DM tipo 1B%.

En el afio 2007 fue descripto un nuevo autoantigeno: la iso-
forma 8 del transportador de Zn (ZnT8) especifico de célula
beta®!'. El ZnT8 participa en el transporte de Zn?* desde
el citoplasma hacia el interior del granulo de secrecién de
insulina. La presencia del catién es esencial para el alma-
cenamiento de la insulina, como hexdmero con 2 cationes
Zn?*, y para la secrecién de la hormona frente al estimulo de
glucosa'?. El gen codificante para ZnT8 se ubica en el cromo-
soma 8g24.11, contiene 8 exones y codifica una proteina de
369 aminoécidos.

Los ensayos para los marcadores IAA, GADA, e IA-2A
pueden ser ubicados en el percentil 99 de los controles, y
aproximadamente el 90% de los nifios que comienzan con
DM expresan positividad para algunos de ellos. Con la
determinacién de ZnT8A el porcentaje se incrementa apro-
ximadamente al 96%, disminuyendo el nimero de casos de la
denominada DM tipo 1B. El principal epitope de ZnT8 involu-
crado en el reconocimiento de los autoanticuerpos se localiza
en el dominio C-terminal de la molécula (aa 268-369)°. En
esta regién existen 2 variantes polimérficas en el residuo 325
(Arg/Trp)'4, razén que llevé a algunos autores a analizar la aso-
ciacién entre la reactividad de los ZnT8A y el polimorfismo
SLC30A8™. Sin embargo, alin no se encuentra suficientemente
definido el papel de este residuo en la inmunorreactividad de
este marcador.

En este contexto, el objetivo del presente trabajo involucrd
la deteccién y caracterizacién inmunoquimica de los ZnT8A
provenientes de pacientes argentinos infanto-juveniles con
reciente diagnéstico de DM tipo 1. Para ello se emplearon
diferentes variantes antigénicas recombinantes de ZnT8, ya
sea con Arg o Trp en la posicién 325, o bien construcciones

quiméricas que contenian ambos aminodacidos en dicha posi-
cién. El objetivo final fue establecer si el residuo 325 del ZnT8
es un determinante clave para definir la inmunorreactividad
de los ZnT8A y obtener informacién acerca del papel de los
dimeros en la génesis de estos autoanticuerpos.

Materiales y métodos

Serotecas

Las muestras de sangre fueron colectadas de individuos luego
de un ayuno de 8h y el suero correspondiente se almacend a
—20°C hasta su evaluacién.

Se evaluaron las siguientes serotecas:

o Individuos controles normales provenientes de donantes de
sangre sanos sin historia personal o familiar de enfermeda-
des autoinmunes provistos por el Servicio de Hemoterapia
del Hospital de Clinicas «José de San Martin», UBA (Programa
con aprobacién de los Comités de Investigacién y Docencia,
y de Etica del mismo Hospital). Dichos sueros fueron utili-
zados para determinar el cut off en cada uno de los ensayos.

e Pacientes argentinos infanto-juveniles con recientes diag-
néstico de DM tipo 1, diagnosticados segun el criterio de la
OMS (N =100)3, provenientes de un programa local estable-
cido con el Servicio de Nutricién del Hospital Nacional de
Pediatria R. Gutiérrez (Buenos Aires, Argentina). Dicho pro-
grama cuenta con la participacién de 15 centros de salud
ubicados en Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Gran Bue-
nos Aires e interior del pais. El programa conté con la
aprobacién del Comité de Etica de dicho hospital. Las mues-
tras ingresaron al Servicio desde mayo de 2013 hasta marzo
de 2015, dicho grupo incluyé 49 mujeres y 51 varones, la
edad media al diagnéstico fue de 10 + 4 afios y el rango etario
1-17 afios.

Deteccibn y caracterizaciéon de ZnT8A por el método
de referencia: radioligand binding assay

Sintesis de las variantes antigénicas de ZnT8 en sistema
de expresién eucariota
El ADN codificante para el dominio C-terminal de ZnT8 (aa
268-369) conteniendo en la posicién 325 Arg o Trp fue gen-
tilmente cedido por el Dr J. Hutton del Barbara Davis Center
of Childhood Diabetes, University of Colorado, EE. UU. Asi-
mismo, 3 construcciones diméricas de ADN codificantes para
Arg-Arg325, Trp-Trp325 y Arg-Trp325 fueron sintetizadas por
GenScript (Piscataway, EE. UU.) y ligadas al vector p-ALTER-Ex1
(Promega, Madison, EE. UU.) en los sitios Pstl/Xbal. La identi-
dad de las moléculas de ADN se confirmé por secuenciacién.
Los antigenos radiactivos [>*S]-ZnT8-Arg325, [3°S]-ZnT8-
Trp325, [3°S]-ZnT8-Arg-Arg325, [3°S]-ZnT8-Trp-Trp325 y [*°S]-
ZnT8-Arg-Trp325 se sintetizaron mediante un sistema de
expresioén eucariota libre de células. Para ello, el ADN codi-
ficante para cada una de las construcciones se transcribié
y tradujo simultdneamente in vitro empleando un sistema
de lisado de reticulocitos de conejo en presencia de [*S]-
Metionina (actividad especifica 1.175 Ci/mmol, New England
Nuclear, Boston, MA, EE. UU.) durante 90min a 30°C. Los
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productos de traduccién se sembraron en una columna PD10
(Sephadex G25, Amersham Biosciences, Nueva Jersey, EE. UU.)
para remover la [3>S]-Metionina libre. Como control de cali-
dad, las proteinas marcadas radiactivamente se analizaron
por SDS-PAGE y fluorografia.

Protocolo de radioligand binding assay para la deteccion

de ZnT8A

Para determinar la presencia del ZnT8A en los sueros de
pacientes bajo estudio se optimizé e implementd un radio-
ligand binding assay (RBA). Aproximadamente 10.000cpm
del trazador ([**S]ZnT8-Arg325, [*>S]ZnT8-Trp325, [>°S]ZnT8-
Arg-Arg325, [3S]ZnT8-Trp-Trp325 o [*S]ZnT8-Trp-Arg325) se
incubaron con alicuotas de 5pl de sueros humanos (en un
volumen final de 60l en buffer RBA: Tris-HCl 20 mM; NacCl
0,15M; Tween 20 0,15%; aprotinina 0,1%; BSA 0,1%; pH 7,4)
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, a cada muestra
se le agregd 50ul de proteina A-Sepharose 4B FF (Amers-
ham Biosciences, Piscataway, NJ, EE. UU.) 50% en buffer RBA
y las suspensiones se incubaron durante 2h a temperatura
ambiente, en agitacién continua. Las muestras fueron centri-
fugadas y los precipitados conteniendo los inmunocomplejos
se lavaron 4 veces con buffer RBA, se resuspendieron en 100 pl
de SDS 1% y los sobrenadantes fueron transferidos a viales
para ser contados en un contador automatico de centelleo
liquido (Liquid Scintillation Analyzer Model Tri-Carb 2810TR,
Perkin Elmer, MA, EE. UU.).

Los resultados se expresaron como porcentajes de unién
(B%) con respecto a las cuentas totales agregadas en el ensayo,
o como unidades de precisién: SD scores (SDs = (B% suero ana-
lizado — B% media de los controles normales)/desvio estandar
controles normales)

Se procesaron simultdneamente 30 sueros humanos nor-
males para calcular el cut off como la media més 3 desvios
estandar.

Deteccién de IAA/PAA, GADA e IA-2A por radioligand
binding assay

Se realiz6 la busqueda de los otros marcadores seroldgicos
de autoinmunidad para la DM en los sueros en estudio. Se
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determinaron los marcadores IAA/PAA'®, GADAY e IA-2A"8
por los métodos radiométricos de referencia.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron empleando el pro-
grama de computacién GraphPadPrism, versién 6.03 para
Windows (GraphPad Software, San Diego California, EE. UU.,
www.graphpad.com).

Para obtener los niveles de corte de los RBA, primero se eva-
lué la distribucién de los datos correspondientes a los sujetos
controles normales. Para ello se realizo el test de normalidad
de D’Agostino y Pearson. Los resultados de los sueros contro-
les siguieron una distribucién normal. Por lo tanto, para todos
los ensayos, se consideré como valor de corte la media mas
3 desvios estandar de los resultados obtenidos con los contro-
les normales.

Para evaluar la existencia de diferencias significativas entre
los niveles de senales obtenidos con las diferentes construc-
ciones antigénicas de ZnT8 se aplico el test de Mann-Whitney.

Resultados

Deteccion de ZnT8A en forma conjunta
con los otros marcadores de autoinmunidad

Empleando el método de referencia se determiné la preva-
lencia de ZnT8A, calculada como el porcentaje de pacientes
diabéticos detectados como positivos, en forma conjunta con
la de los otros marcadores de autoinmunidad. De los 100
pacientes estudiados el 22% fue IAA/PAA+, el 58% GADA+, el
53% IA-2A+ y el 65% fue ZnT8A+ para al menos alguna de las
variantes antigénicas empleadas (fig. 1A).

Asimismo se analiz6 la sensibilidad combinada de los
4 marcadores (fig. 1B). Es de destacar que 9 pacientes
con DM tipo 1 fueron positivos solo para ZnT8A y que la
inclusién de dicho marcador disminuyd el porcentaje de
pacientes que dieron negativo para los 4 autoanticuerpos a
solo un 7%, reduciendo el nimero de casos de DM tipo 1B o
idiopatica.

B/

GADA

ZnT8A”

\_ "

Figura 1 - A) Histograma de prevalencias relativas para los marcadores IAA/PAA, GADA, IA-2A y ZnT8A empleando los
respectivos RBA en 100 muestras de pacientes argentinos con DM tipo 1. B) Sensibilidad conjunta de los marcadores. Las
regiones de interseccion indican el porcentaje de pacientes positivos para las diferentes combinaciones de autoanticuerpos.
ZnT8A* representa la reactividad frente a [35S]-ZnT8-Arg325, [35S]-ZnT8-Trp325, [35S]-ZnT8-Arg-Arg325,

[35S]-ZnT8-Trp-Trp325 y [35S]-ZnT8-Arg-Trp325.
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Tabla 1 - Caracteristicas clinicas de pacientes con DM tipo 1 y su relacién con la presencia de autoanticuerpos

Sin Almenosun Dosomds ZnT8A (+) Valor de p sin Valor de p sin Valor de p sin
anticuerpos anticuerpo anticuerpos anticuerpos vs. al anticuerpos vs.2 0  anticuerpos vs.
menos un anticuerpo mas anticuerpos ZnT8A (+)
N 7 93 63 65
Sexo (F:M) 1:6 49:44 34:29 33:32
Edad al diagnéstico 14 10' 10° 10° 0,009 0,0068" 0,0075"
Cetoacidosis al comienzo 1 42 29 24

* Valores correspondientes a la mediana.
** Significativamente mayor (test Mann Whitney’s p < 0,05).

Por otro lado, en la tabla 1 se muestra el andlisis de las
caracteristicas clinicas de los pacientes de acuerdo a la presen-
cia de autoanticuerpos. Se observé que la edad de diagnostico
fue significativamente menor en el grupo de pacientes que
presentaban al menos un autoanticuerpo que en el grupo
donde no tenian ningin marcador de autoinmunidad positivo.

Prevalencia y caracterizacién inmunoquimica
de los autoanticuerpos frente a las variantes de ZnT8

Empleando las diferentes construcciones antigénicas recom-
binantes de ZnTS, se calculé la prevalencia obtenida con cada

60
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40 38%
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Figura 2 - Prevalencias obtenidas en la determinacién de
ZnT8A empleando ZnT8-Arg325, ZnT8-Trp325, ZnT8
Arg-Trp325, ZnT8 Arg-Arg325 y ZnT8 Trp-Trp325.

una de las variantes empleadas (fig. 2). Por otro lado, en la
figura 3 se representan los 65 pacientes ZnT8A+, de los cua-
les 8 reconocieron todas las formas recombinantes de ZnT8.
La mayoria (56) resultaron positivos para el heterodimero
(ZnT8-Arg-Trp325), 25 de los cuales reconocieron ademaés el
homodimero ZnT8-Arg-Arg325 y el monémero ZnT8-Arg325.

Para un andlisis mas profundo se analizaron los sueros
ZnT8A positivos para cada una de las variantes y se com-
pararon los niveles de senales (fig. 4 y tabla 2). Los niveles
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Figura 4 - Distribucion de las sefiales obtenidas por los RBA
empleando las variantes de ZnT8. La linea punteada
representa el cut off de los ensayos.

33 35 37 39 41

43 45 47 49 51 53 55 57 59 61

63 65

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31

| W Arg-Trp325 [ ] Arg325 [l Trp325 [] Arg-Arg325 [l Trp-Trp325 |

Figura 3 - Inmunorreactividad de ZnT8A en 65 pacientes ZnT8A+ frente a las diferentes variantes antigénicas de ZnT8.



Documento descargado de http://www.elsevier.es el 12-02-2017

82 REV ARGENT ENDOCRINOL METAB.2016;53(3):77-83

Tabla 2 - Medianas de los SDs obtenidos con cada una
de las construcciones empleadas

Variante antigénica Niveles de sefiales. Mediana SDs

Arg235 10,71
Trp325 6,32
Arg-Trp325 5,66
Arg-Arg325 4,44
Trp-Trp325 17,99

* Significativamente mas alta (test Mann Whitney’s p <0,05).

de senales obtenidos con el heterodimero fueron signifi-
cativamente mayores a los niveles alcanzados empleando
cualquiera de las otras variantes antigénicas (mediana 17,99
vs. 10,71; 6,32; 5,66 y 4,44 SD scores para ZnT8-Arg325,
ZnT8-Trp325, ZnT8-Arg-Arg325 y ZnT8-Trp-Trp325, respecti-
vamente; p <0,05, test t de Mann-Whitney).

Discusién

En el ano 2007, Hutton y sus colaboradores identificaron al
ZnT8 como el cuarto autoantigeno inmunodominante en DM
tipo 1. Con relacién a este nuevo marcador se ha descripto
que el 60-80% de la poblacién caucdsica con DM tipo 1y el
50-60% de la poblacién Japonesa con comienzo agudo de DM
presentan ZnT8A’. En el presente trabajo hemos estudiado
a 100 pacientes argentinos con reciente diagnéstico de DM
tipo 1, de los cuales el 65% fueron ZnT8A positivos. Estos
resultados estan en concordancia con el perfil descripto ante-
riormente. También se observé que laincorporacién de ZnT8A,
en combinacién con los marcadores clasicos, incrementa la
sensibilidad diagnéstica de autoinmunidad de un 84% a un
93%, ratificando que ZnT8A constituye un marcador humo-
ral adicional a la triada ya existente (IAA/PAA, GADA e IA-2A).
Ademas, a diferencia de lo que ocurre con GAD e IA-2, ZnT8
es un antigeno especifico de célula beta por lo que la detec-
cién de ZnT8A pone en evidencia un dano especifico de dichas
células.

En relacién con los epitopes reconocidos por los ZnT8A, se
ha descripto que el 80% de los sueros de pacientes con DM tipo
1 ZnT8A positivos reconocen el domino C-terminal de ZnT8
(residuos 268-369) resultando muy poco frecuente la presen-
cia de anticuerpos que reconozcan al fragmento N-terminal
(residuos 1-74)'°. Por otro lado, en el extremo carboxilo de
ZnT8 se describié un polimorfismo no sinénimo (rs1326634
G>T), existiendo 2 variantes polimérficas en el residuo 325
(Arg/Trp)'*. Acorde con estos estudios, en este trabajo eva-
luamos el reconocimiento especifico de ZnT8A presentes en
sueros de pacientes con DM tipo 1 utilizando construcciones
monoméricas del dominio C-terminal que contienen Arg o
Trp en el residuo 325 y construcciones diméricas con Arg-Arg,
Trp-Trp o Arg-Trp en los residuos 325. Se logré asi diferenciar
subpoblaciones de autoanticuerpos segiin sus inmunorreacti-
vidades frente a las variantes antigénicas de ZnT8 empleadas.
De los 65 pacientes ZnT8A positivos, 25 (38,50%) presenta-
ron autoanticuerpos que solo reconocieron las construcciones
que contienen el aminodcido arginina en el residuo 325. Esto
pone en evidencia la existencia de epitopes dependientes
del aminoacido presente en dicha posicién. Los resultados

obtenidos son concordantes con reportes previos publicados
por Kawasaki et al.'>, quienes concluyen que el residuo 325
es clave en la autorreactividad para ZnT8 y que el genotipo
SLC30AS8 es un determinante importante en la especificidad
del autoanticuerpo. Asimismo, el descubrimiento de sueros
ZnT8A positivos que reconocen la construccién monomérica
con Arg y las 3 construcciones diméricas (siendo negativos
para el monémero con Trp) confirma no solo la existen-
cia de epitopes dependientes del residuo 325 sino también
de otros epitopes aportados por la estructura dimérica. Esta
observacién pone en evidencia la existencia de epitopes con-
formacionales discontinuos presentes en las construcciones
diméricas de ZnTS8, los cuales son reconocidos por los ZnT8A,
emulando el posible mecanismo de la respuesta inmune
desencadenada in vivo por la estructura cuaternaria de este
autoantigeno.

En conclusién, se logré abordar la caracterizacién inmu-
noquimica de los ZnT8A presentes en pacientes argentinos
con DM tipo 1, empleando diferentes variantes antigénicas de
ZnT8. Se observé que la construccién heterodimérica fue la
que mostré la mejor combinacién de sensibilidad y especifici-
dad alos fines del screening rutinario de ZnT8A, asi como la que
denoté el méas amplio rango dindmico. Cabe destacar que es
de sumo interés la inclusién de la determinacién de ZnT8A en
pacientes con comienzo dudoso de DM tipo 1 ya que permite
disminuir el porcentaje de DM tipo 1B o idiopatica. Asimismo,
la inclusién de este marcador en individuos de riesgo (fami-
liares en primer grado de pacientes con DM tipo 1) es esencial,
en los ensayos terapéuticos (trials) de prediccién y prevencién
de la DM tipo 1.
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