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1. RESPUESTA INMUNE 

 

 El sistema inmune, encargado de la protección contra agentes infecciosos así como de 

de la inmunovigilancia, no solo está involucrado en la defensa de cualquier agente externo 

(antígeno) considerado como extraño, sino también se encarga del reconocimiento de agentes 

internos (autoantígenos) como propios. Esto implica un complejo proceso de presentación y 

reconocimiento que permite el control, regulación y selección del sistema inmune para aceptar o 

atacar los diferentes agentes que detecta. 

 

 Los mecanismos que permiten al sistema inmune actuar ante el reconocimiento de 

agentes considerados como dañinos o tóxicos pueden ser diferenciados en: (i) respuesta inmune 

innata, que es la que reconoce patrones moleculares compartidos que no están presentes en el 

hospedador y (ii) respuesta adaptativa, que actúa al detectar un agente extraño que previamente 

ha sido reconocido por la innata, evitando las amenazas de patógenos extraños de forma rápida 

y específica. 

 

 De este modo, el sistema inmunitario presenta un mecanismo de defensa mediante 

efectores muy potentes que hace que sea fundamental el desarrollo de una capacidad de 

selección de la respuesta o tolerancia inmunológica para que pueda evitar tratar componentes 

propios del huésped como extraños. Mediante la tolerancia inmunológica (Matzinger, 1994) se 

pueden dar dos escenarios: que el antígeno sea aceptado como propio (antígeno tolerógeno), 

dando así lugar a la autotolerancia o que genere una respuesta defensiva (antígeno 

inmunógeno) (Jadue y González, 2012).  

 

 Un componente de gran relevancia del sistema inmune y vital para su respuesta, las 

células T, han sido reconocidos por su valioso papel en la detección de antígenos extraños. 

También se encuentran implicados en la conservación de la tolerancia ya que son los que 

identifican y diferencian las estructuras propias del huésped, evitando la propagación de la 

respuesta contra este, manteniendo la integridad de los autoantígenos. 

  

 Existe una gran variedad poblaciones y tipos de células T. Estas pueden discriminarse 

basándose en su funcionalidad, marcadores extracelulares, factores de transcripción, perfil de 

citoquinas y estado de activación (Fig.1) derivando todas ellas de las células T naïve (nativas) 

(Mousset et al., 2019).  
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Figura 1. Esquema resumen de las diferentes poblaciones de células T previa diferenciación. FT: Factor de 

transcripción (Elaborado a partir de Mousset et al., 2019). 

 
2. MECANISMOS DE TOLERANCIA INMUNOLÓGICA 

 

 Una de las causas de los problemas que genera la autoinmunidad en el sistema 

inmunitario son las células T autoreactivas que atacan al huésped (Sakaguchi y Sakaguchi, 

1990; Seddon y Mason, 1999) aunque la mayoría son inmaduras y son eliminadas por selección 

negativa en el timo mediante mecanismos de tolerancia central (Sakaguchi et al., 1995) o son 

controladas por mecanismos de tolerancia periférica como es la inducida  principalmente por las 

células T reguladoras (Tregs) (Sakaguchi et al., 1995) y la anergia de las células T (Jenkins y 

Schwartz,1987). 

 
 Las TREGS poseen un rol fundamental en el mantenimiento de la homeostasis y tolerancia 

inmune (Sakaguchi, 2004) en aras de limitar las respuestas inflamatorias exacerbadas que 

desencadenan en múltiples desordenes de origen sistémico. La alteración de su actividad o 

función degenera en el desarrollo de la autoinminidad y, de forma generalizada, en la 
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desregulación del sistema inmune. Su actividad abarca desde supresión de respuestas 

inflamatorias en las superficies mucosas expuestas a alérgenos (Curotto de Lafaille et al., 2010) 

a  infecciones patogénicas (Belkaid y Tarbell, 2009). 

 

 La población de las Tregs presentan diferentes fenotipos representados por diferentes 

marcadores de superficie y mecanismos de acción aunque todas se caracterizan por la 

expresión del factor de transcripción controlador del desarrollo y función, FoxP3. Las Tregs se 

diferencian en origen en naturales o derivados del Timo (nTREG o tTREG) o Treg inducibles (iTREG 

o pTREG) derivados de células naïve CD4+ periféricas (Curotto de Lafaille y Lafaille, 2009; 

Komatsu et al., 2009). Mientras que los nTREG son los mediadores mayoritarios de la tolerancia 

inmunológica y autoreconocimiento, los iTREG participan en la periférica en sitios de inflamación 

en presencia de antígenos exógenos. (Yadav et al., 2013). 

 
 Asimismo, debido a su importante papel regulador, las TREG también portan en su 

superficie una serie de moléculas, proteínas que proporcionan señales que, en muchos casos, 

se encargan de inhibir, limitar y amortiguar la autoreactividad de ciertas respuestas inmunes a 

las que se encuentra expuesto el organismo. Dichas moléculas van desde el antígeno 4 del 

linfocito T citotóxico (CTLA-4) (Walunas et al., 1994) al ligando 1 de muerte programada (PD-L1) 

(Keir et al., 2008; Francisco et al., 2009) entre otros.  

 
 Otro mecanismo de control del desarrollo de la autoinmunidad e implicado en en la 

tolerancia inmunológica es la anergia clonal (Matzinger, 1994; Jadue y González, 2012) de las 

células T autoreactivas (Sprent, 1995; Salojin et al., 1998; Yi et al., 2009). Para que una célula T 

sea activada, prolifere y se diferencie, es necesaria la existencia de dos tipos de señales 

simultáneas, de modo que es necesario que sea inducido por una primera señal proveniente de 

la célula presentadora de antígeno (APC) (célula dendrítica (DC), una célula B o un macrófago) 

creándose un sitio de unión péptido-complejo mayor de histocompatibilidad (MHC-II). Además 

requerirá de una segunda señal, co-estimulatoria, derivada de la interacción de la molécula de 

superficie CD28 de la célula T con la molécula B7 del APC u otro cercano que se la proporcione. 

De ese modo se produciría la activación y expansión clonal normal de una célula T pero, si no se 

le proporciona esa señal co-estimuladora, la célula entra en un estado de anergia clonal 

(Schwartz, 1996). Este estado de letargo reactivo es importante para evitar una reacción de 

autoinmunidad, ya que un linfocito T anérgico, ante la presentación de un autoantígeno por un 

APC, no reacciona ante él y será autotolerante. Por lo tanto, como mecanismo para regular las 
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respuestas inmunes no deseadas, así como la eliminación de células T autoreactivas, las células 

dendríticas, células B y macrófagos juegan un papel muy importante en la deleción de células T 

o la inducción de anergia (Steinman et al., 2003; Wing y Sakaguchi, 2010). 

 

 Además, existe un estado similar a la anergia, que es el agotamiento o exhaustión de las 

células T, en el que ni se induce proliferación, secreción de citoquinas o lisis de células diana. 

Las células T agotadas provienen de células que inicialmente se diferenciaron como células T 

efectoras (Teff) pero pierden gradualmente su actividad debido a la estimulación continua del 

receptor de células T (TCR). Además, se ha encontrado que la gravedad del agotamiento y la 

deleción de células T específicas de antígenos se correlacionan con (i) la expresión de 

receptores estimulantes e inhibidores, (ii) los niveles de citoquinas estimulantes y supresoras y 

(iii) el grado de estimulación del antígeno (Bucks et al., 2009; Blackburn et al.,2009). Células T 

CD4 + y CD8 + agotadas tienen un perfil transcripcional notablemente diferente del de las Teff y 

de memoria que expresan CD4 + o CD8 +, incluyendo cambios en la expresión de receptores co-

estimuladores e inhibidores, así como moléculas de señalización, factores de transcripción, 

receptores de quimiocinas, citoquinas y genes que participan en el metabolismo. Este estado 

posee importancia clínica dado que los pacientes con pronósticos positivos de trastornos 

autoinmunitarios presentan linfocitos T agotados de forma correlacionada (Kahan et al., 2015). 

 

 Por lo tanto, mientras que la anergia es un estado activo de no señalización, el 

agotamiento se produce en el nivel patológico por la presencia de abundantes señales 

inflamatorias mantenidas en el tiempo.  

 
3. REGULACIÓN DE LA INMUNIDAD 

  

 Para que las células T autoreactivas desarrollen su actividad patógena requieren ser 

inducidas por las APC. No obstante, para la activación de las células T se requiere de diferentes 

señales como son la interacción de los autopéptidos con el complejo mayor de MHC, señales co-

estimuladoras y citoquinas de las APC (Wan y Flavell, 2009; Zhang y Vignali, 2016). Es por ello 

necesario que se produzcan señales coinhibidoras para impedir la activación aberrante de los 

linfocitos T autoreactivos  y así detener la respuesta inmune propia (Zhang y Vignali, 2016). Se 

trata de una actuación coordinada entre señales co-inhibidoras y co-estimuladoras a la hora de 

modular la respuesta de las células T autoreactivas (Huang et al., 2019).  
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 Las moléculas que se encargan de inhibir o estimular las respuestas inmunes se 

denominan puntos de control inmunitario. El descubrimiento y caracterización de cada una de las 

moléculas aún es minoritaria, ya que los receptores-ligandos presentan diferencias en su 

expresión según el estado de activación celular así como entre tejidos y células (Huang et al., 

2019). 

 
3.1 Puntos De Control Inmunitario 

  

 Las enfermedades autoinmunes presentan condiciones heterogéneas que implican la 

ruptura de la tolerancia inmunogénica, con una consecuente activación de células inmunitarias 

autorreactivas (Abbas et al., 2004). Los puntos de control inmunitario son un grupo de moléculas 

inhibidoras/estimuladoras, pares moleculares receptor - ligando que son expresados por las 

células del sistema inmune cuyo objetivo es mediar la progresión de la respuesta adaptativa de 

un organismo, particularmente el de las células T y de las APC. De ese modo, mientras que los 

puntos de control inmunitario estimulantes favorecen la proliferación o activación de células 

inmunes, los inhibidores rechazan la inmunidad, conduciendo a la supresión o muerte celular.  

 Para que el sistema inmunitario funcione y a la vez mantenga un control de las 

respuestas, se ha de conservar un complejo equilibrio entre la activación de células T mediada 

por receptores CD28 co-estimuladores y la inhibición mediada por CTLA-4 /IDO/ PD1/ PI3/ IL-33/ 

CD200 entre otros. La vía mejor estudiada, esencial para la activación y tolerancia de las células 

T incluye a la superfamilia de  B7:CD28 / CTLA-4 (Karandikar et al., 1998; Oosterwegel et al., 

1999; Sansom, 2000; Chambers et al., 2001; Salomon y Bluestone, 2001).  

 

 Entre las proteínas que ejercen un papel modulador de la respuesta inmune y de 

inducción de la tolerancia inmunitaria, ya han sido descritas evidencias de que en la enfermedad 

celíaca (EC) ocurren alteraciones en su actividad y nuestro grupo ya ha realizado numerosos 

estudios previos evidenciando algunas de ellas.  

 

 Torres et al. (2006) reportó el aumento de la expresión de HLA-G soluble (sHLA-G) en 

suero y biopsias de pacientes con EC a diferencia de HLA-G de membrana. En este sentido, se 

relacionó con un posible mecanismo regulador mediado por empalme alternativo que derivaba 

en la expresión de isoformas solubles para contrarrestar la perdida de tolerancia a antígenos 

orales que lleva asociada a un aumento de expresión de HLAG y el consecuente daño tisular y la 
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autoreactividad inmune. Torres et al. (2007) proporcionaron la primera evidencia de que la 

enzima IDO se encontraba sobreexpresada en biopsias de tejido intestinal de pacientes celíacos, 

además de reportar niveles aumentados en suero de kinurenina, catabolito del triptófano que 

esta enzima genera en su actividad antiinflamatoria, lo cual fue propuesto como un potencial 

marcador indicativo del incremento de la inflamación durante la autoinmunidad asociada a la 

enfermedad. Datos presentados por López-Casado et al. (2017) reportaron la existencia de otra 

vía inmunomoduladora de la respuesta inmune y la inflamación en la EC, como es la vía 

IL33/ST2, cuyos patrones de expresión se detectaron anómalos, evidenciándose niveles séricos 

y tisulares elevados de IL-33 y sST2 en pacientes con EC, mostrando el papel del eje IL33/ST2 

en la patogénesis de la enfermedad y su posible papel como biomarcador de la actividad de la 

enfermedad. En este contexto, es más que evidente que ciertas proteínas y sus diferentes 

funciones juegan un papel relevante en la patogenia de la EC, sin embargo aun quedan muchas 

de ellas que aún no han sido evaluadas y se desconoce su estado  

 
PD-1: PD-L1/2 

 

 La molécula de muerte celular programada (PD-1) pertenece al conjunto de proteínas 

transmembrana que, como miembro de la familia de los CD28, forma parte del grupo de las 

inmunoglobulinas. Es considerado un punto de control inmunitario y un regulador co-inhibitorio 

fundamental para el mantenimiento de la tolerancia inmunitaria. Estructuralmente consta de un 

dominio extracelular similar a Ig-V, un dominio transmembrana y un dominio citoplasmático que 

alberga dos motivos de señalización basados en tirosina (Ishida et al., 1992; Zhang et al., 2004). 

  

 La expresión de PD-1 se ha observado en células T CD4+/CD8+ activadas, un 

subconjunto de células Treg, células B, células dendríticas mieloides, monocitos, células T 

agotadas y células madre mesenquimales basales. (Francisco et al., 2010). La regulación de la 

expresión de PD-1 se produce de manera que, en células T en reposo, se mantienen los niveles 

de PD-1 bajos pero, tras un estimulo, PD-1 se expresa de forma transitoria en células T CD4+ y 

CD8+ y células B entre otras (Bally et al., 2016; Salmaninejad et al., 2018). Cuando la exposición 

a un antígeno se produce de forma aguda, los niveles de PD-1 permanecen a la baja, sin 

embargo, cuando dicha exposición es crónica PD-1, se sobreexpresa. (Bally et al., 2016). Al 

producirse dicha sobreactivación se puede ocasionar un desgaste funcional de PD-1, lo que le 

lleva a padecer signos de agotamiento. 
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 PD-1 posee diferentes ligandos: PD-L1 (CD274, B7-H1) y PD-L2 (CD273, B7-DC) sin 

embargo, pese a que la afinidad de PD-L2 por PD-1 es superior que con  PD-L1, este último se 

encuentra distribuido de forma más amplia en los diferentes tipos celulares (Salmaninejad et al., 

2018). Tanto PD-L1 como PD-L2 son glicoproteínas transmembrana de tipo I, que contienen 

dominios extracelulares similares a IgC e IgV de la familia B7 pero difieren en la longitud de sus 

colas citoplasmáticas. Como principal ligando de PD-1, PD-L1 induce una señal co-inhibitoria en 

células T activadas promoviendo la apoptosis de los linfocitos T y la exhaustión funcional 

(Francisco et al., 2010).  

 

 Se considera crítico en la supresión de la autoinmunidad (Okazaki y Honjo, 2006.) 

siendo su función bastante importante en células T CD8 + (Chikuma et al., 2009). PD-L1 se 

expresa constitutivamente a niveles bajos en APC tanto en las que expresan MHC de clase I y II 

y moléculas co-estimuladoras  (pudiendo activar células T CD4 + vírgenes) como las que 

normalmente solo expresan MHC de clase I (de modo que pueden interactuar con células T 

CD8+ pero que no lo hacen con las células T CD4+ vírgenes de forma eficiente). Además, 

también se expresa en una amplia variedad de tipos de células no hematopoyéticas (Boussiotis, 

2016).  Las citoquinas son el origen del estímulo e inducción para la expresión de PD-L1, en 

concreto las citoquinas pro-inflamatorias, que incluyen interferones de tipo I y tipo II, el factor de 

necrosis tumoral α (TNF-α) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Boussiotis, 

2016) mientras que PD-L2 es estimulada por interferones, IL-4 y el factor estimulador de colonias 

de macrófagos y granulocitos (GM-CSF) en células dendríticas in vitro (Kinter et al., 2008). 

 

 El efecto de la interacción entre PD-1 de las células T y PD-L1 expresado en las APC o 

en los tejidos es importante para la coinhibición durante la iniciación de una respuesta inmune 

por parte de las células T. La activación de células T también induce la expresión de PD-1, 

mientras que las citoquinas como INF-γ e IL-4, que se producen después de la activación de las 

células T, regulan los ligandos de PD-1, estableciendo un ciclo de retroalimentación que atenúa 

las respuestas inmunitarias y limita la extensión del daño tisular mediado por el sistema inmune a 

menos que la activación sea superada por fuertes señales co-estimuladoras (Freeman, 2008).  

 

 El eje PD-1/PD-L1 es un determinante crítico de la homeostasis inmune fisiológica por 

tener un papel de regulación negativa en las enfermedades autoinmunes, incluida la diabetes 

Tipo 1 (DT1) (Colli et al., 2018), la esclerosis múltiple (EM) (Rui et al., 2013), la enfermedad 

Inflamatoria Intestinal (EII) (Park et al., 2017; Song et al., 2015), la artritis reumatoide (AR) 
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(Raptopoulou et al., 2010), psoriasis (Kim et al., 2016; Bartosinska et al., 2017), y con lupus 

eritematoso (LES) (Nishimura et al.,1999; Kasagi et al., 2010).  

 

 Nielsen et al. (2005) describieron la existencia de 4 isoformas del gen PD-1, (PDCD1): 

PD-1 Δ ex2, PD-1 Δ ex3, PD-1 Δ ex2,3, PD-1 Δ ex2,3,4, originados por empalmes alternativos 

durante la transcripción del ARNm durante el proceso de corte y empalme de los diferentes 

exones, originando proteínas con diferencias estructurales y conduciendo a cambios funcionales 

de las proteínas traducidas, provocando que desempeñen una función diferente o incluso 

antagónica a la forma nativa. Además, determinaron que la presencia de formas solubles debido 

a dichos empalmes podía representar un riesgo para la homeostasis inmune al aumentar la 

diversidad y complejidad de la vía PD-1/PD-L1, acabando por mediar en enfermedades inmunes 

(Sharp y Pauken, 2018). 

 

 La reactividad inmunitaria de los puntos de control puede también verse afectada por 

polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs), pudiendo ocurrir en regiones reguladoras y causar 

cambios que conducen a dañar o introducir sitios de unión para factores de transcripción y de 

esa manera ejercer influencia en el nivel de expresión de las moléculas codificadas y afectar la 

accesibilidad de la cromatina (Vockley et al., 2017). También pueden introducir cambios en la 

estructura de las proteínas que pueden afectar la función de estas moléculas importantes para la 

actividad eficaz de la respuesta autoinmune. SNPs como PD1.3(G  A) o PD1.5(C  T) junto 

con otros polimorfismos que están ligados con el desarrollo de varias enfermedades 

autoinmunes (Prokunina et al., 2002) pueden alterar la estabilidad del mRNA de PD-1 o sus 

niveles de expresión y se sabe que está asociado con unos niveles reducidos de inhibición de 

interferón gamma (IFN-γ) mediada por PD-1, se les atribuyen la presencia de linfocitos T CD4+ 

no funcionales (Gomez et al., 2008) así como propiciar la inflamación del intestino (Francisco et 

al., 2010). 

 ELAFIN 

 

 Elafin (inhibidor de peptidasa 3 [PI3]) es considerado un péptido defensa del huésped 

(PDH) (Wehkamp et al., 2007) cuyo papel, al igual que el de su precursor biológicamente activo, 

la pre-elafina, es el de inhibir la serina proteasa humana, sintetizada por células epiteliales del 

tracto gastrointestinal, células inflamatorias (neutrófilos, macrófagos y mastocitos) entre otros 

tipos celulares (Wehkamp et al., 2007; Shaw et al., 2011). La estructura de la proteína viene 
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determinada por dos dominios: el dominio sustrato de la transglutaminasa (dominio NH2) que 

permite la unión de la elafin a sitios específicos de las proteínas de la matriz extracelular y el 

dominio inhibidor de la elastasa (extremo C-terminal globular) que presenta actividad inhibidora 

de proteasas (Williams et al., 2006; Shaw et al., 2011; Verrier et al., 2012). 

 

 La actividad antiproteasa del elafin se encuentra muy restringida y solo actúa inhibiendo 

ciertas proteasas endógenas, como algunas del tracto gastrointestinal o las presentes en 

procesos inflamatorios del intestino, tales como la elastasa y proteinasa-3 de los neutrófilos (Zani 

et al., 2004). La acción de la actividad antiproteasa del elafin consiste en un mecanismo 

competitivo de unión estrecha con el sitio catalítico de la proteasa diana, bloqueando así el 

acceso de los sustratos de forma no covalente, regulado tanto por citoquinas como por estímulos 

inflamatorios (Wehkamp et al., 2007; Shaw et al., 2011).  

 

 De entre sus funciones, destaca la modulación de la inflamación del colon, la actividad 

antiproteasa, inmunomoduladora y antiproliferativa (Williams et al., 2006; Williams et al., 2007; 

Verrier er al., 2012). Además, fue identificada como un sustrato de la transglutaminasa tisular 

(TG-2) (Steinert et al., 1995; Baranger et al., 2011), enzima que además, posee un papel 

trascendental en la patogenia de la EC (Kristiansen et al., 1998).  

 

 Fue determinado en humanos en casos de psroriasis (Wiedow et al., 1990) y dentro del 

espectro de trastorno de sensibilidad al gluten (GSD) ha sido descrito en dermatitis herpestiforme 

(DH) (Ollague y Nousari et al., 2018) mostrando una disminución de la expresión epidérmica 

pese al aumento de estímulos inflamatorios.  

 

 Codificado por el gen PI3, se encuentra ubicado en el cromosoma 20q12-13.1, posee 

tres exones y un tamaño de 11620 pb (Sallenave y Silva., 1993; Saheki et al., 1992). Chowdhury 

et al. (2006) mapearon PI3 e identificaron diferentes variantes de empalme que poseía dicho 

gen, con un total de 23 SNPs, que posteriormente Tejera et al. (2009) ampliarían a 24, algunos 

de ellos están asociados en cierto grado con ciertas enfermedades como con el síndrome de 

dificultad respiratoria aguda (ARDS). Tejera et al. (2014) reportaron que el SNP rs2664581, 

localizado en el exón 2 del gen, ocasionaba una sustitución de aminoácidos de tirosina por 

prolina en la posición 34 del  el dominio N-terminal del la preelafina, afectando a la capacidad del 

dominio para unirse a la TG-2 y proteger a las proteínas de la matriz extracelular de la 

degradación proteolítica. 
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 CD200/CD200R 

 

 CD200 (OX2) es una glicoproteína transmembrana de tipo I perteneciente a la familia de 

supergenes de las inmunoglobulinas que se expresa en diferentes tipos celulares, tanto de 

origen hemaopoyético: células mieloides (DC, macrófagos) o linfoides (células T y B), como de 

origen no hematopoyético: células epiteliales, entre otras (Wright et al., 2000; Barclay et al., 

2002; Wright et al., 2003). También ha sido descrita sobreexpresándose en DC apoptóticas 

favorecida por la presencia de p53, proteína relacionada con la apoptosis (Rosenblum et al., 

2004) alterando la actividad de las células apoptóticas al suprimir la producción de IFN-γ y TNF-α 

(Fallarino et al., 2004). 

 

 Por otro lado, la expresión de CD200R se encuentra restringida a ciertas poblaciones de 

células linfoides (células T CD4+) y APC derivadas de células mieloides (DC, macrófagos) 

(Wright et al., 2003, Wright et al., 2000; Gorczynski et al., 2000). 

 

 CD200 se encuentra inducida por la activación del sistema inmunitario mediante la 

presencia de citoquinas que se generan durante la respuesta inflamatoria, entre las que se 

encuentra el TNFα y INFγ (Chen et al., 2009). CD200 consta de un dominio terminal extracelular 

N2 que contiene regiones similares a IgC e IgV, una región transmembrana y una cola citosólica 

COOH que carece capacidad de transmitir señales (Barclay et al., 2002).  

 

 Su receptor, CD200R (OX2R), pese a presentar la misma estructura que el ligando, su 

cola citosólica (dominio intracitoplasmático C-terminal) previa unión con CD200, es capaz de 

transmitir señales reguladoras que controlan a la baja la actividad aumentada del sistema 

inmunitario para proteger al organismo de los daños causados por su hiperactividad 

(Holmannová et al., 2012), interviniendo en la regulación de la función de los macrófagos y en el 

control de las respuestas aloinmunes y autoinmune.  

 

 De ese modo, el eje CD200:CD200R permite la inhibición directa de los leucocitos por 

interacción célula a célula y mediante polarización de células T en células iTreg o Tr1 

(Holmannová et al., 2012). Además, su interacción modula las citoquinas Th1 o Th2 en el entorno 

celular y también permite la activación directa de la vía inhibitoria de la enzima IDO en la cual, 

con el metabolismo del triptófano (Fallarino et al., 2004) en cinurenina, se suprime la respuesta 
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de las APC para evitar la autoreactividad (Holmannová et al., 2012). CD200:CD200R media en la 

activación indirecta de IDO, interviniendo en su expresión en DC y Tregs tras la ligación a CTLA-

4 (Soliman et al., 2010).  

 

 La relevancia del mecanismo de señalización e inmunoregulación del eje 

CD200:CD200R fue observado por primera vez en modelos experimentales de ratones 

transgénicos knock-out (KO) con ausencia de expresión de CD200 por Wright et al. (2000) donde 

se bloqueó la expresión del ligando así como se inhibió la actividad del receptor por acción de 

antagonistas, resultando en el desarrollo de diferentes enfermedades autoinmunes.  

 

 Rosenblum et al. (2006) revelaron que en cultivos in vitro de células T CD4+ junto con 

DC de ratón con expresión de CD200 se atenuaba la secreción de citoquinas pro-inflamatorias 

(TNFα y INFγ) por parte de las células T autorreactivas con respecto a los de ratones CD200 

deficientes (Kotwica et al., 2021) como también se pudo comprobar en AR (Gorczynski et al., 

2001; Gorczynski et al.,2002). Li et al. (2012) descubrieron que en LES, el eje CD200:CD200R 

puede regular la población de linfocitos T CD4+ (Kotwica et al., 2021).  

 

4. DESORDEN AUTOINMUNE 

 

 Cuando los mecanismos de tolerancia fallan y ocurre un desequilibrio en la homeostasis 

inmunitaria, se desencadena un conjunto de reacciones inmunes contra el huésped que deriva 

en el desarrollo de enfermedades autoinmunes. 

 

 Entre este complejo entramado de regulaciones, el desencadenamiento de 

enfermedades autoinmunes conlleva un cuadro clínico muy extenso y diagnóstico muy complejo 

donde participan una gran variedad de factores que actúan interrelacionadas entre sí, dando 

como resultado una patogenia sistémica u órgano-especifica.  

 

 De entre el amplio abanico de casuísticas que abarca la autoinmunidad se encuentran 

los factores relacionados con la pérdida o alteración del mecanismo de tolerancia inmunológica, 

factores genéticos como polimorfismos, isoformas o la epigenética, factores ambientales como 

infecciones víricas o bacterianas, hormonas o agentes inorgánicos y factores inmunitarios como 
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los diferentes componentes del sistema inmune así como las diferentes vías de regulación y 

estimulación.  

 En general, existen similitudes entre factores genéticos, ambientales e inmunitarios 

compartidos entre enfermedades autoinmunes, lo que puede explicar la comorbilidad. 

 

5. ENFERMEDAD CELÍACA 

 

 Como enfermedad integrada dentro del espectro de los desórdenes autoinmunes, la EC 

es un trastorno sistémico que sucede en individuos genéticamente predispuestos que desarrollan 

una reacción inmune a gluten, provocando una respuesta anómala de las células T y B hacia los 

autoantígenos, resultando en una cascada inflamatoria que genera la destrucción de tejidos del 

intestino delgado y una producción de autoantícuerpos descontrolada, con manifestaciones 

intestinales y extraintestinales. Para que este desorden autoinmune acontezca deben de 

coexistir una serie de componentes genéticos, como es la expresión de genes del antígeno 

leucocitario humano (HLA) de clase II (en concreto de sus variantes de haplotipo DQ2 o DQ8) 

(Lundin et al., 1994) y ambientales (ingestión de gluten) (Lebwohl y Rubio-Tapia, 2021; Lebwohl 

et al., 2018). 

 

 La predisposición genética al desarrollo de la EC fue determinada mediante estudios de 

asociación de todo el genoma (GWAS), encontrando variantes de riesgo en la región HLA, 

especialmente HLA-DQ2 (haplotipos DQ2.5 y DQ2.2) o HLA-DQ8 (Withoff et al., 2016; Bodd et 

al., 2012, Vader et al., 2003; Van Heel et al., 2007) junto con otros genes no HLA que también 

han sido asociados con la enfermedad (Hunt et al., 2008; Trynka et al., 2011) relacionados 

especialmente con la función de las células T y B. 

 

5.1. Patogenia 

 

 El modelo patogénico más aceptado y ampliamente descrito para explicar la compleja 

casuística de la EC se basa en la dualidad que presenta el gluten para mediar en la inmunidad 

adaptativa (activación de linfocitos T CD4+) y en la innata (efecto citotóxico de los péptidos del 

gluten sobre el epitelio intestinal) (Lindfors et al., 2019; Sharma et al., 2020) (Fig.2). 

 

 Como principal factor ambiental, el gluten, es una proteína de reserva presente en el 

trigo, centeno, cebada y avena entre otros (Abadie et al., 2011) cuyo conjunto de proteínas se 



Tesis Doctoral      Capítulo I - Introducción 

13 
 

denominan prolaminas. En el gluten del trigo y otros cereales del género Triticum, esas 

prolaminas las componen la gliadina y la glutenina, siendo la gliadina (-gliadina) la fracción 

donde se ubican los péptidos más inmunológicos y citotóxicos del gluten (Ciccocioppo et al., 

2005). Estas proteínas son especialmente ricas en residuos de prolina (P) y glutamina (G), lo que 

las hace resistentes a la digestión total que ejercen las proteasas gástricas, pancreáticas y 

peptidasas de los enterocitos/ células epiteliales intestinales (CEI) (Shan et al., 2002; Sollid, 

2002). Sin embargo estas enzimas del tracto gastrointestinal generan fragmentos peptídicos de 

hasta 33 aa (Shan et al., 2002) como el 33-mer que contiene 6 epítopos (Qiao et al., 2004; 

Ozuna y Barro, 2018) que mayormente estimulan a las células T (Camarca et al., 2009) y que 

desencadenan la mayor actividad inmuno-mediada o citotóxica en pacientes celíacos al 

atravesar estos la barrera epitelial del intestino delgado hacia la lámina propia (Shan et al., 2002; 

Ciccocioppo et al., 2005). Estos fragmentos peptídicos potencialmente nocivos son hidrolizados 

por la TG-2 (autoantígeno predominante de la EC) (Dieterich et al., 1997) ya que contienen G 

que es su sustrato preferente, generando ácido glutámico, proceso que aumenta la 

inmunoreactividad (Wieser y Koehler, 2008) y la afinidad en la unión de las fracciones peptídicas 

a las moléculas HLA-DQ2 o HLA-DQ8 de las APC (Brown et al., 2019). Esta asociación genera 

complejos DQ-Gluten (Folk, 1983) en las APC (Molberg et al., 1998), que posteriormente son 

presentados a las células T CD4 + (Lundin et al., 1993), desencadenando una respuesta inmune 

adaptativa en la lamina propia (Auricchio et al., 2004) acompañada de una respuesta innata 

(Barone et al., 2014) que conlleva el aumento patológico de linfocitos intraepiteliales (LIEs) en el 

compartimento epitelial (Abadie et al., 2012). 

 

 Los complejos DQ-gluten activan la respuesta inmune adaptativa, al señalizar a las 

células T CD4+ (Sollid y Khosla, 2011; Di Sabatino et al., 2012; Torres et al., 2007; Anderson et 

al., 2000; Sollid et al., 1989), promoviendo su diferenciación en un subconjunto de células T 

helper (Th1) que proliferan (Dubois et al., 2010; Abadie et al., 2011; Trynka et al., 2011; Kumar et 

al., 2012) y producen principalmente citoquinas de tipo Th1 (Nilsen et al., 1995),como IFNγ 

(Ferretti et al., 2012) la cual activa la liberación de enzimas que pueden dañar la mucosa 

intestinal, con la consecuente pérdida de la estructura de las vellosidades (Kagnoff, 2005), así 

como IL-21 que activan a las células T CD8+ intraepiteliales (Jabri y Sollid, 2009). 

Posteriormente, por efecto de IL-15, dichas células T pueden llegar a diferenciarse en células 

natural killer (NK) citotóxicas que dañan a las CEI (Du Pré y Sollid, 2015; Parzanese et al., 2017) 

por lo que un subconjunto de citoquinas, entre las que se incluyen el IFNγ y la IL-21, como 
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resultado de la activación inmunitaria adaptativa, sirven de enlace entre la inmunidad adaptativa 

e innata (Sarra et al., 2013; Lindfors et al., 2019).  

 

 Por otro lado, cuando las células T CD4+ se activan, también impulsan una 

diferenciación a otro subconjunto de células T helper (Th2) que generan una respuesta de tipo 

Th2 al producir la activación de los células B, así como su expansión clonal, llevándolas a 

diferenciarse en células plasmáticas y a producir anticuerpos anti gliadina (anti-AGA) y anti 

transglutaminasa tisular (anti-TG-2) (Torres et al., 2015).  

 

 Por último, los péptidos de la gliadina que se encuentran en la lámina propia estimulan la 

producción de IL-23 y IL-1β por parte de monocitos (DC y macrófagos activados). IL-1β  propicia 

y señaliza, a su vez, la síntesis de IL-23, activando la diferenciación de los linfocitos T CD4+ en 

un subconjunto de células T helper (Th17) que promueven la producción de mediadores pro-

inflamatorios como IL-17 (Harris et al., 2008). La interacción entre las células secretoras de IL-17 

y las células epiteliales provocan inflamación y daño tisular (Pastor-Fernández et al., 2020). 

 

 Interacciones entre los péptidos tóxicos del gluten y células específicas en la lámina 

propia producen una respuesta innata que desencadena el aumento de expresión de IL-15, IL-18  

e IFNγ ocasionando a su vez un aumento de CEI en las criptas de Lieberkühn,  desencadenando 

en la hiperplasia en las criptas (Maiuri et al., 2003) así como LIEs con el consecuente deterioro 

de la matriz de la mucosa (Pender et al., 1996). IL-15 causa a su vez una inhibición de la labor 

del control de la homeostasis inmune de las TREGS (Lindfors et al., 2019). La siguiente fase es la 

atrofia de las vellosidades, inducida por las muerte de los CEI por los LIEs (Di Sabatino et al., 

2001). 

 Además de desencadenar una respuesta inmunitaria en pacientes con EC, los péptidos 

no digeridos del gluten quedan disponibles para las bacterias comensales intestinales y suponen 

una atractiva fuente de energía que la microbiota intestinal puede utilizar en su actividad 

metabólica. Además, los patógenos oportunistas y bacterias intestinales generan distintos 

patrones de degradación del gluten con mayor o menor inmunogenicidad que podrían influir en el 

riesgo autoinmunitario (Caminero et al., 2016). 
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Figura 2. Representación esquemática global de la patogénesis de la EC y del área de acción de ciertos puntos de 

control inmunitarios. (Modificado según López Casado et al., 2018; Lindfors et al., 2019). 

 

5.2. Epidemiología 

 

 La EC es una de las enfermedades autoinmunes mejor comprendidas pero, aún sigue 

siendo infradiagnosticada en los diferentes estudios epidemiológicos (Lionetti et al., 2015), los 

cuales basan mayoritariamente sus indicadores en la tasa de seroprevalencia. Los niveles de 

prevalencia de la EC varían geográficamente y se correlacionan con la cantidad de ingesta de 

gluten (Ramakrishna et al., 2016). Tras el último meta-análisis registrado a nivel global, la 
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prevalencia de la EC es del 1,4% (Singh et al., 2018), existiendo marcadas diferencias 

geográficas, como en la población europea, alrededor del 1% y en la que, de igual manera, 

también existe disparidad entre países (Lindfors et al., 2019, Singh et al., 2018). En España, el 

último estudio epidemiológico situaba la prevalencia general en el 0.26% (Navalón-Ramon et al., 

2016) frente al 0.49% del anterior estudio registrado (Mariné et al., 2011), poniendo en evidencia 

que los datos podrían llegar a ser mayores debido a la exclusión de los enfermos celíacos no 

detectados y formas silentes o asintomáticas. Además, estos estudios epidemiológicos también 

han ido descubriendo la tendencia de la EC en grupos de edad y sexo, determinando que existe 

1.5 más mujeres que hombres afectados así como 2 veces más en niños que en adultos (Singh 

et al., 2018).  

 

5.3. Diagnóstico 

 

 La presentación de la enfermedad en un paciente potencial de EC es muy variada, con 

manifestaciones clínicas, intensidad de los síntomas y signos que pueden llegar a ser muy 

diferentes, incluso es habitual detectar formas oligosintomáticas o asintomáticas con enfermedad 

latente o potencial (Lebwohl y Rubio-Tapia, 2021). Por ello, el diagnóstico se fundamenta en una 

secuencia de estudios que varían según edad, síntomas y cuadro clínico (Bai et al., 2016)  

Debido al carácter sistémico que caracteriza a la EC, sigue siendo una enfermedad 

infradiagnosticada que no cumple en la mayoría de los casos con el patrón clásico de la 

enfermedad (Catassi et al., 2014), por lo que es necesario establecer criterios que permitan un 

diagnóstico fidedigno de la EC. El diagnóstico se desarrolla aunando datos clínicos junto con los 

serológicos, genéticos e histopatológicos (Tabla 1). 

 

 Tabla 1. Criterios diagnósticos para informar de la EC activa en pacientes (Grupo de trabajo del Protocolo para el 

diagnóstico precoz de la enfermedad celíaca, 2018.) 

Tipo de estudio

Histológico

Datos clínicos

Serológico

Biopsia duodenal

    Anticuerpos anti-transglutaminasa tisular 2 (anti-TG2) isotipo inmunoglobulina A (IgA) e IgG 

    Anticuerpos anti-endomisio (anti-EmA) isotipos IgA e IgG

    Anticuerpos anti-péptidos desaminados de gliadina (anti-PDG) isotipos IgA e IgG

    Anticuerpos anti-gliadina (anti-AGA) isotipos IgA e IgG

Genético

HLA DQ2
DQB1*02

DQA1*05

HLA DQ8
DQA1*03 

DQB1*0302
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 Estudio Serológico 

 

 El estudio serológico lo componen una serie de tests que incluyen diferentes anticuerpos 

como son el anti-TG2, anti-EmA, anti-PDG y anti-AGA en orden de sensibilidad y especifidad 

diagnóstica (Lewis y Scott, 2010; Grupo de trabajo del Protocolo para el diagnóstico precoz de la 

enfermedad celíaca, 2018). Según los criterios diagnósticos ESPGHAN, los anticuerpos de 

preferencia para iniciar el diagnóstico de la EC son los anti-TG2 (Husby et al., 2012, 2020). 

Cuando existe una deficiencia en el estudio del isotipo IgA se procederá con el estudio basado 

en el isotipo G (Grupo de trabajo del Protocolo para el diagnóstico precoz de la enfermedad 

celíaca, 2018). 

 

 Estudio Genético 

 

 A pesar de que los heterodímeros HLA-DQ2/HLA-DQ8 son los elementos fundamentales 

para el desarrollo de la EC, su expresión no está restringida a pacientes celíacos, ya que el 30-

40% de la población los expresa. Por otro lado, su presencia es importante pero no es el 

determinante único, ya que pese a estar presentes en la población general, aproximadamente el 

1% llega a desarrollar EC (Alaedini y Green, 2005 Sollid y Lie, 2005; Bourgey et al., 2007). Sin 

embargo, son considerados de riesgo entre los pacientes con EC (Brown et al.,2019), ya que 

más del 90% son portadores del heterodímero HLA DQ2 (codificado por los alelos HLA DQB1*02 

y DQA1*05) mientas que alrededor del 10% restante porta el DQ8 (codificado por los alelos 

DQA1*03 y DQB1*0302) (Ludvigsson y Murray, 2019) en carga completa o portan uno de los 

alelos del DQ2 por separado, DQB1*02 (como parte de la molécula DQ2.2) o DQA1*05 (en la 

molécula DQ7.5) (Sollid, 2002).  

 

 El estudio genético del paciente puede realizarse mediante el genotipado de los loci o la 

determinación de los alelos y, aunque desempeña un papel importante en el diagnóstico, no se 

pueden tomar de forma aislada sin el resto de estudios (Grupo de trabajo del Protocolo para el 

diagnóstico precoz de la enfermedad celíaca, 2018; Sollid, 2002). 

 

 Estudio Histológico 

 

 Cuando los test genéticos y serológicos indican potencialidad de EC, las biopsias 

duodenales por endoscopia proporcionan una confirmación completa del diagnóstico 



Tesis Doctoral      Capítulo I - Introducción 

18 
 

(Ludvigsson et al., 2014). En este estudio se realiza la observación de las lesiones intestinales 

distintivas de la EC como son la atrofia de las vellosidades, hiperplasia de las criptas de 

Lieberkühn (Marsh y Crowe, 1995) así como la infiltración de LIE tanto en el epitelio, siendo en 

su mayoría células T CD8+ (Hujoel et al., 2019) así como en la lámina propia, abundando las 

células B, junto con la pérdida total o parcial del ribete en cepillo. Aunque la ESPGHAN en su 

actual guía considera prescindible este estudio si se dan ciertos parámetros serológicos en 

grupos pediátricos, la confirmación de la EC mediante biopsia se considera un patrón 

determinante en según qué tipo de pacientes (Husby et al., 2012, 2020). 

 

 Por lo tanto, según la ESPGHAN, en casos con pacientes cuyos síntomas clínicos que 

parezcan sugestivos de EC, se considerará positivo si se cumple lo siguiente: i) portador de los 

haplotipos HLA DQ2/DQ8, ii) anticuerpos anti-TG2 IgA x10 veces superior al valor de referencia 

iii) anti-EmA positivos iv) biopsias con grado 2-3 de Marsh (omitible en cierto subgrupo de 

pacientes pediátricos con niveles de auto-anticuerpos elevados). Si al realizar una correlación 

entre el test genético, serológico y la histología se comprueba que poseen un triple test positivo, 

el test otorga a ese paciente una probabilidad de padecer la enfermedad de un 100% (Husby et 

al., 2012, 2020). 
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 En la presente Tesis Doctoral se han abordado los siguientes objetivos generales: 

 

1) Identificar genes que participan en la tolerancia oral al gluten en pacientes celíacos. 

2) Determinar, en un modelo in vitro, cómo la suplementación con péptidos inmunogénicos del 

gluten influyen en la expresión de diferentes genes reguladores de la respuesta linfocitaria y que 

controlan diferentes aspectos de la respuesta de las células T.  

3) Comprobar y evaluar la expresión de ciertos genes relevantes para la EC tanto de forma 

constitutiva como tras el estímulo inmunogénico que desencadena la respuesta inmune inducida 

por el gluten.  

 

 Y, en base a estos, se establecieron los siguientes objetivos específicos: 

 

1) Obtener muestras de PBMC y biopsia de pacientes celíacos. 

2) Establecer cultivos celulares y estimularlos con diferentes péptidos inmunogénicos. 

3) Determinar las subpoblaciones linfocitarias llevando a cabo su caracterización mediante 

marcadores moleculares y establecer su viabilidad diagnóstica en la EC. 

4) Comprobar la actividad de PD-1 mediante marcadores específicos por citometría de 

flujo. 

5) Evaluar los niveles de PD-1:PD-L1/2, elafin y CD200:CD200R solubles en suero 

mediante ELISA. 

6) Caracterizar la expresión y función del eje PD-1:PD-L1/2, CD200-CD200R y elafin por 

inmunohistoquímica en el epitelio de la mucosa intestinal en EC activa. 

7) Investigar si la interacción de CD200:CD200R conduce a una disminución de la 

activación, proliferación y producción de citoquinas tipo Th17. 

8) Examinar la presencia de isoformas de PD-1 en la EC activa. 

9) Determinar la existencia de variantes genéticas en PD-1 y elafin. 
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Diagnóstico: análisis serológico, genético e histológico y establecimiento del grupo de 

pacientes celíacos. 

 

 Al grupo de pacientes utilizados en los estudios se le realizó el diagnóstico con los 

diferentes marcadores serológicos, genéticos e histológicos según los diferentes criterios 

anatopatológicos, que resultaron positivos en celiaquía activa con signos clásicos de la 

enfermedad. Todos ellos presentaron, por un lado, niveles elevados de anti-EmA, anti-TG2 y 

anti-AGA y frecuencias elevadas de alelos de los haplotipos HLA considerados de riesgo alto o 

muy alto (DQA1*0501, DQB1*0201) para  HLA-DQ2 y moderado-alto (DQA1*03:01, *03:03 – 

DQB1*03:02) para HLA-DQ8 según las recomendaciones para informar e interpretar los 

hallazgos genéticos de HLA en la enfermedad celíaca de la SEEC (Arranz et al., 2018). Por 

último, se vieron presentes visibles alteraciones histológicas en el análisis de las biopsias 

duodeno-yeyunal en las que, según lo establecido por los criterios anatomopatologicos de la 

clasificación de Marsh (I-IV) (Marsh, 1992), todos los pacientes presentaron cierto grado de 

alteración de la mucosa intestinal, siendo mayoritario del grado IV de Marsh, donde se podía 

observar hipoplasia y vellosidades totalmente aplanadas, acompañado de pacientes con otros 

dos grados menos abundantes en el grupo de estudio pero que acarreaban lesiones de tipo I y 

III, es decir, con presencia de linfocitos intrapeiteliales sin atrofia y con atrofia parcial/ total 

respectivamente.  

 

PD-1:PD-L1/2 

 

 Niveles elevados de sPD-1/ sPD-L1 en suero y de PD-L1 en epitelio intestinal. 

 

 Los análisis iniciales de la expresión de PD-1/PD-L1 en biopsias de pacientes con EC 

activa y sujetos control mediante inmunohistoquímica proporcionaron, en primera instancia, las 

primeras evidencias de la ausencia de expresión de PD-1. En cambio, se observaron niveles 

elevados de PD-L1 tanto en la superficie de las células epiteliales intestinales como en la lámina 

propia. 

 

 En una evaluación de las frecuencias de células T positivas para PD-1 en pacientes con 

EC activa mediante citometría de flujo, se pudo observar un resultado negativo en el caso de 

linfocitos T CD8 + / PD-1 + y frecuencias muy bajas en el caso de las células T CD4 + / PD-1 +. 

Esto se correlacionó con los resultados obtenidos en la inmunohistoquímica y, en base a ello, se 
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realizó la determinación de los niveles en suero de las formas solubles de cada una de las 

proteínas (sPD-1 y sPD-L1) mediante ELISA de pacientes con EC activa, obteniéndose que los 

niveles de sPD-1 y sPD-L1 eran considerablemente más elevados en los pacientes celíacos que 

en el grupo control (Artículo 1). 

 

 Alta producción de IFN- pero niveles bajos de proliferación en PBMC. 

 

 El potencial inmunogénico de los péptidos del gluten les hace capaces de estimular la 

producción de IFN- y la proliferación de células específicas en pacientes cuya dieta no ha sido 

libre de gluten. Mediante el establecimiento de cultivos in vitro de células mononucleares de 

sangre periférica (PBMC) de pacientes con celiaquía activa y el tratamiento con diferentes 

péptidos de conocida gran potencia inmunogénica y de estimulación de producción de citoquinas 

pro-inflamatorias como es el péptido 33-mer y las líneas de trigo BW208 y D623 ( a  nche -Leo n 

et al., 2019), se evaluó el índice de estimulación (IE) así como de proliferación celular mediante 

bromodesoxiuridina (BrdU) y los niveles de IFN- mediante ELISA. Se obtuvieron valores de 

producción de IFN- altos en el grupo tratado por el péptido 33-mer seguido de las líneas de trigo 

D623 y BW208 (WT), viéndose también reflejado esos niveles altos en la diferencia con respecto 

al control positivo en sanos estimulados con fitohemaglutinina (PHA), una lectina que participa en 

la inducción de la actividad y proliferación linfocitaria, cuyo valor quedaba claramente por debajo 

de los resultados de los pacientes celíacos. Por otro lado, el IE de las células reveló que se 

produjo una respuesta proliferativa débil en las PBMC de pacientes celíacos con respecto a los 

valores de referencia de los controles sanos.  

 

 En un estudio más profundo para conocer como afectaba PHA a la expresión de PD-1, 

se analizó el estado de la proteína en pacientes celíacos por secuenciación de Sanger. Se 

obtuvo que, en ausencia de PHA, PD-1 se expresaba en su forma completa (687pb). Sin 

embargo, en células estimuladas con PHA, se generaba una proteína de tamaño inferior (531pb), 

dando indicios de que esas 156pb de las que carecía la proteína procedían de un empalme 

alternativo durante la maduración del preARNm, en la que se eliminaba al completo el exón 3, 

codificando una proteína carente de dicho exón y generando una variante (PD-1 Δ3). En 

situaciones normales, dicho exón dota a la proteína del dominio transmembrana, por lo que se 

estaba expresando la forma soluble de ésta (sPD-1). Para poder contrastar la validez de los 

resultados obtenidos en pacientes celíacos, se realizó el análisis de PD-1 en las poblaciones 
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linfocitarias de células T CD4+ y CD8+ de controles sanos con y sin tratamiento con PHA, 

mostrando un aumento en la expresión de PD-1 en respuesta al tratamiento con PHA, predecible 

en CD4+ y con menos propensión en CD8+, indicando se produjo una estimulación correcta 

(Artículo 2). 

 

 Expresión aumentada de PD-L1/PD-L2 en tejido y sPD-1 en suero. 

 

 Dados los indicadores previos, era determinante conocer el estado de la expresión de 

PD-1 y sus ligandos PD-L1/PD-L2 tanto en superficie celular como en suero, por lo que se llevó a 

cabo su localización por inmunohistoquímica en biopsia intestinal en pacientes con EC activa, 

haciendo uso de dos anticuerpos anti-PD-1, con diferentes inmunógenos: un péptido sintético 

dentro de la PD-1 humana aa 1-100 (terminal N), y un segundo con el epítopo en el rango de 

proteína de 24-170 aa, ambos con localización de membrana con un dominio extracelular similar 

a Ig-V. Dicha experiencia proporcionó una expresión negativa de PD-1 al mostrar poca o nula 

inmunoreacción ante dos inmunógenos. Por otro lado, los pacientes mostraron expresión de PD-

L1 en lámina propia y criptas de Lieberkühn y PD-L2 en las células epiteliales intestinales. Por 

otro lado, la determinación del nivel sérico por ELISA de las variantes solubles: sPD-1, sPD-L1 y 

sPD-L2, mostraron niveles elevados en pacientes celíacos con respecto a los controles sanos en 

una concentración altamente significativa, destacando notablemente la de sPD-1 (Artículo 2). 

 

 Detección de isoformas conocidas de PD-1 e identificación de nuevas variantes. 

 

 El patrón de expresión de las variantes de PD-1 en EC activa era un factor desconocido 

y era necesario evaluar de qué forma se regulaban. Haciendo uso de PBMC de pacientes con 

EC se analizó la intervención del los péptidos que más estimulaban la respuesta inmune para 

conocer el patrón de expresión de la maquinaria de corte y empalme que parecía estar 

funcionando en pacientes con EC activa. Las PBMC cultivadas in vitro, estimuladas con péptidos 

inmunogénicos (33-Mer, BW y D623) y posterior secuenciación del ADNc de PD-1 arrojaron 

diferentes fragmentos correspondientes a diferentes isoformas de PD-1: PD-1Δ3– 531pb, PD-

1Δ2 – 327pb y PD-1Δ2,3 – 171pb. Estas variantes de empalme carecerían del exón 3, exón 2 o 

de ambos con respecto a la molécula completa flPD-1 (687pb) respectivamente. Mientras que la 

estimulación con péptidos de BW de tipo salvaje derivó en la expresión de flPD-1 y 1Δ3, la 

estimulación con D623 derivó en la expresión de flPD-1, PD-1 Δ3, PD-1Δ2, PD-1Δ2,3, así como 

una nueva isoforma de PD-1(Δ3*) de 489pb, con pérdida de 42pb al inicio del exón 2 y el exón 3 
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al completo. Por otro lado, 33-mer mostró la expresión de otras dos nuevas variantes isomórficas 

de PD-1 que resultaron de un empalme que incluía parte de ciertos intrones, un fragmento de 

95pb del intrón situado entre el exón 3 y 4 (Full* 781pb) y otro segmento de 28pb del intrón 

situado entre el exón 2 y 3 (Full* 715pb). Por último y en contraste con lo anterior, en PBMC de 

conroles sanos solo se reportó la presencia de flPD-1. (Artículo 2). 

 

 Asociación no significativa entre SNPs de PD-1 y la enfermedad. 
 

 Dos SNPs fueron genotipados utilizando el método de fragmentos de restricción de 

longitud polimórfica (RFLPs) basado en PCR. Las frecuencias de los alelos y genotipos 

estudiados resultaron ser consistentes con el equilibrio de Hardy-Weinberg. La 2 de Pearson y 

la prueba exacta de Fisher mostraron que no había una asociación significativa entre los 

genotipos y la EC (p> 0,05). Por lo tanto, con respecto al SNP PD-1.3 (GA), aunque se vieron 

diferencias en la susceptibilidad a la EC por el genotipo AA con una Odds Ratio (OR) 1,08 

superior y el genotipo GA con una OR 0,89 superior al genotipo de referencia más abundante en 

la población (GG - 1.00), no fueron estadísticamente significativas como para asegurar 

asociación de riesgo aumentado con la enfermedad. De igual manera, en el SNP PD-1.5 (CT) 

se observó una ligera susceptibilidad al genotipo TT en pacientes celíacos, con una OR 0.83 

veces mayor a la del genotipo de referencia (CC - 1.00) con respecto a los controles sanos, pero 

con una asociación no significativa. 

 

 Además no hubo una asociación significativa entre mujeres, hombres y los genotipos 

específicos de PD-1.3 y PD-1.5, sin embargo no es completamente descartable debido al 

pequeño número de pacientes masculinos con EC en este estudio (Artículo 2). 

 

ELAFIN 

 Expresión elevada de elafin en tejido intestinal y niveles bajos en suero. 

 

 En el estudio inmunohistoquímico sobre biopsia de duodeno mediante el anticuerpo anti-

Elafin/ESI, encontramos elafin expresándose intensamente a lo largo del epitelio superficial del 

intestino, en las células de las criptas de Lieberkühn, así como en células de la lámina propia, 

incluyendo en células que podrían ser linfocitos. La presencia de elafin en suero fue analizada 

mediante en un ensayo ELISA, encontrando que su expresión fue significativamente menor en 

los pacientes con EC activa que en los controles sanos (Artículo 3). 
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 Asociación significativa entre rs1733103 de elafin y la EC. 

 

 Siguiendo el método establecido anteriormente para PD-1, las frecuencias alélicas y 

genotípicas obtenidas de los 3 SNPs estudiados fueron consistentes con el equilibrio de Hardy-

Weinberg.  

 

 En el estudio de asociación de los diferentes modelos genotípicos con el riesgo de la EC 

entre los diferentes SNPs para grupos control y celíacos, se obtuvo que en rs1733103, el modelo 

codominate CT presentó una OR de 3.71, indicando que ese genotipo tenía 2.71 veces más 

riesgo que aquellos individuos que no lo presentaban, con un valor estadísticamente significativo 

(p < 0.05) y una bondad de ajuste (AIC) de 126,6 con respecto al genotipo de referencia (CC-

1.00). El modelo dominante del alelo polimórfico CT/TT presentó una OR de 3.00, indicando que 

poseía 2.00 veces más riesgo que el genotipo de referencia, con un valor estadísticamente 

significativo (p < 0.05) y una AIC de 127,3. El modelo sobredominante C/T mostró una OR de 

3.60, representó 2.60 veces más riesgo que el genotipo de referencia con un valor 

estadísticamente significativo (p < 0.05) y una AIC de 125,4. En cuanto a los SNP rs41282752 y 

rs2664581 no se identificaron modelos genotipicamente representativos ni con asociación lo 

suficientemente significativa de riesgo, sin embargo, en rs2664581, se apreció que, en los 

modelos donde el alelo polimórfico ejercía un papel dominante, existía un riesgo aumentado 

respecto a los modelos que no lo presentaban, siendo el modelo codominante C/A el más 

susceptible para la enfermedad con 1,03 veces más riesgo que el de referencia (AA-1.00). De 

igual manera no se observaron asociaciones de riesgo significativas entre hombres, mujeres y 

los genotipos específicos de los SNPs en el tamaño de muestra seleccionado en este estudio 

(Artículo 3). 

 

CD200:CD200R 

 Expresión de CD200/CD200R en tejido intestinal y niveles elevados de 

sCD200/sCD200R en suero. 

 El estudio de la distribución de la expresión de CD200, CD200R en pacientes con EC 

mediante inmunohistoquímica en tejidos de biopsia de duodeno permitió mostrar el patrón de 

expresión de CD200 y CD200R. Con el uso de los anticuerpos humanos anti CD200/OX2 y anti 

CD200R/OX2R, se reveló la presencia de expresión de ligando y receptor tanto en la superficie 
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del epitelio intestinal como en la lámina propia, mostrando diferencias significativas en las criptas 

de Lieberkühn, donde la expresión del receptor fue baja. En el conjunto de las células del epitelio 

intestinal, se obtuvo expresión intensa de CD200 en las células de las criptas de Lieberkühn. 

Además de la expresión epitelial, se señaló la expresión del ligando y receptor en células 

similares a linfocitos en la lámina propia. En la detección cuantitativa de la presencia de las 

proteínas sCD200 y sCD200R a nivel sérico por ELISA, se obtuvo que ambas se encontraban 

presentes en suero en una proporción mayor en pacientes con EC en comparación a los 

controles sanos. En lo referente a la asociación entre sexo, la edad, el estadio clínico y la 

histología, no se encontró una correlación consistente (Artículo 3). 

 

 Mayor producción de citoquinas Th1 y Th17 en subpoblaciones linfocitarias. 

 

 Haciendo uso de MicroBeads para la separación y aislamiento fino de poblaciones de 

linfocitos T CD4+ y CD8+ en suero, se determinó el grado de respuesta a la producción de IFN-, 

mostrando un aumento significativo del grado de producción de linfocitos T CD4+ y CD8+ en 

pacientes con EC activa frente a controles sanos  

 

 Se conoce que los linfocitos de la lámina propia son capaces de producir IL-22 ante el 

estímulo del gluten y que esta media en la inducción de producción de IFN- de células Th1. La 

distribución de células IL-17 y IL-22 positivas fue medido mediante inmunohistoquimica y 

procesada por microscopía confocal, mostrando la alterada distribución de las células 

productoras de dichas citoquinas a lo largo de la mucosa del intestino delgado. Ha sido reportado 

que procesos inflamatorios desencadenados por respuestas al gluten incentivan la producción de 

IL-23 en EC. Como otra citoquina Th17, el análisis IL-23 por ELISA proporcionó datos séricos de 

pacientes con EC activa, reportando una concentración significativamente mayor respecto a los 

controles sanos  (Artículo 3). 

 

 Niveles elevados de MIP-4 en suero. 

 

 La proteína inflamatoria de macrófagos-4 (MIP-4) es una citoquina que interviene en la 

atracción de los linfocitos T CD4+ y CD8+ hacia las CD, desempeñando funciones en las 

respuestas inmunitarias adaptativas. Mediante un análisis por ELISA de muestras de suero, se 

obtuvieron concentraciones elevadas de esta proteína producidos por macrófagos provenientes 

de PBMC de pacientes celíacos con respecto a las de los controles sanos  (Artículo 3). 
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 La EC es una patología autoinmune de desarrollo crónico y sistémico caracterizada por 

una reacción de intolerancia al gluten en individuos con una predisposición genética previa, 

provocando un daño severo a la mucosa del intestino delgado por la activación de las células T 

CD4+, aumentando el número de LIE y la atrofia en las vellosidades intestinales, lo que causa la 

reducción de la absorción de nutrientes (Sollid et al., 1989; Anderson et al., 2000; Torres et al., 

2007; Di Sabatino et al., 2012). La enfermedad abarca varios genes, tanto los del MHC, HLA-

DQ2 / HLA-DQ2 y, con menos frecuencia, otros genes no MHC (Green y Jabri, 2003). Los 

GWAS han demostrado la existencia de alteraciones genéticas a nivel de reguladores de la 

respuesta inmune en la EC (Hunt et al., 2008; Garner et al., 2009). 

 

 El sistema inmunitario ejerce el papel determinante de detección y eliminación de 

patógenos o células aberrantes mediante el mecanismo de reconocimiento de las células T de 

los MHC de las células diana. No obstante, este mecanismo universalmente reconocido y 

estudiado se encuentra intrínsecamente controlado y regulado por una serie de 

receptores/ligandos co-estimuladores y co-inhibidores que determinan la respuesta y actividad 

funcional de las células T, tratándose de puntos de control inmunitarios que, en muchos casos, 

limitan el daño tisular y controlan el mantenimiento de la autotolerancia periférica, concepto que 

impide la destrucción de células propias por el sistema inmune. Descubrimientos recientes en el 

funcionamiento y comportamiento de los puntos de control inmunitarios en distintas 

enfermedades los han puesto en el foco de atención como posibles futuras dianas debido a su 

potencial terapéutico. En la EC, los puntos de control inmunitario sufren alteraciones, lo que les 

lleva a una respuesta inmune aberrante al gluten y a una inflamación crónica en el intestino 

delgado. 

 

 Investigaciones realizadas con anterioridad otorgan a PD-1 el papel protector contra la 

autoinmunidad en modelos humanos y animales, como la realizada por Jiang et al. (2016) que 

pusieron en evidencia la necesidad de que PD-1 ejerza su papel de eliminar células T CD4+ 

autorreactivas y proteger contra la autoinmunidad. Por lo tanto, ante la activación masiva del 

proceso autoinmune, es necesario que exista una serie de ejes que preserven el equilibrio ante 

cualquier desbalance, existiendo de ese modo, entre otros, el eje PD-1:PD-L1, que participa de 

forma crucial en la regulación de la autoinmunidad, de modo que esta vía se regula al alza 

cuando se desarrollan procesos inflamatorios para evitar daños tisulares, la proliferación de 

células T efectoras, su posterior activación y la producción de citoquinas (Chulkina et al., 2020). 
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 En lo que respecta a los primeros resultados obtenidos en las etapas iniciales del estudio 

de la presente Tesis Doctoral, se proporcionaron las primeras evidencias de que en pacientes 

con EC activa existen diferencias en cuanto a la expresión de PD-1 y PD-L1 en epitelio, suero y 

una desregulación de la capacidad reguladora asociada a la vía. Se demostró la expresión 

negativa de PD-1 así como la sobreexpresión a diferentes niveles de PD-L1 en la superficie del 

epitelio intestinal de pacientes con EC activa. PD-1 y PD-L1 permiten el control de la tolerancia 

de las células T periféricas limitando la fase inicial de activación y expansión de las células T 

autorreactivas, restringiendo la función efectora y la lesión de órganos diana (Probst et  al., 

2005). Con esto, pudimos observar de primera mano los efectos devastadores que se obtienen 

de la ausencia de la labor mediadora de la tolerancia que ejerce PD-1 en las células T en la 

protección de los tejidos antes las respuestas autoinmunes que se ejercen durante la EC activa.  

 

 Las observaciones que obtuvimos en la expresión de PD-1 regulada a la baja en 

poblaciones linfocitarias de los pacientes con EC resultó intrigante, ya que fue descrito que PD-1 

se expresa de forma inducible en células T CD4 + y CD8 + periféricas (Keir et al., 2008) por lo 

que su expresión estaba siendo anómala, su activación siendo inapropiada y su consecuente 

función estaba viéndose comprometida (Tarbell et al., 2004), sugiriéndose la importancia que 

posee para la vía PD-1: PD-L1 en la regulación de la tolerancia de la mucosa in situ. Lo anterior 

se ve reforzado con el hecho de que PD-1 juega un papel crucial en los mecanismos de 

tolerancia de las células T centrales y periféricas, ayudando a proteger los tejidos de las 

respuestas autoinmunes. Sin PD-1, el daño tisular excesivo mediado por el sistema inmunitario 

puede tener consecuencias catastróficas para los tejidos al no estar operativo el mecanismo de 

protección y mantenimiento de la tolerancia central y periférica de las células T. Dicha proteína 

es expresada por todas las células T durante la activación y actúa como un freno natural para 

moderar la sobreactivación de las respuestas de las células T, evitando una proliferación 

aberrante y el consecuente daño tisular generado (Sharpe y Pauken, 2018). Es importante poner 

en valor el relevante papel que ejerce la vía PD-1 en el mantenimiento de la homeostasis 

inmunitaria al ejercer un control en las respuestas desencadenadas por procesos inflamatorios 

como los ejercidos por  las células T CD8+ que, de forma descontrolada pueden derivar en la 

producción de citoquinas como IFNγ y TNF-α ( harpe y Pauken, 2018) fuertemente estimulantes 

de PD-L1 (Abiko et al., 2015) en células T, B, células endoteliales y células epiteliales.  

 

 Sin embargo, a pesar de las anomalías detectadas en PD-1, la expresión en respuesta a 

los inmunógenos fue positiva en el caso de PD-L1 y PD-L2 en lámina propia y células epiteliales 



Tesis Doctoral       Capítulo IV - Discusión 

 

31 
 

respectivamente, siendo estos hallazgos de una consistencia considerable, ya que otros estudios 

muestran una mayor expresión de PD-L1 en otras enfermedades autoinmunes humanas, 

regulándose al alza en el tejido intestinal inflamado (Beswick et al., 2018; Scandiuzzi et al., 

2014). Esto pone de manifiesto que, para la correcta inducción de señales inhibitorias en células 

T activadas, es importante la correcta señalización del eje PD-1: PD-L1, ya que es un 

mecanismo molecular para el control de las células T específicas de antígenos cuya finalidad es 

evitar el daño tisular excesivo inducido por las respuestas inmunitarias (Keir et al., 2007).  

 

 Mientras que PD-1 y PD-L1 han sido objeto de múltiples estudios en el terreno de las 

enfermedades autoinmunes, no ocurre de igual manera en el caso de PD-L2, existiendo solo 

algunos casos de estudios como en LES (Ferreiros-Vidal et al., 2004; Tong et al., 2020). Debido 

a esto, parece relevante que en nuestro estudio detectásemos la expresión de PD-L2 en las 

biopsias intestinales de pacientes con EC, permitiendo, de ese modo, tener la contemplación 

interesante de que en la EC, sPD-L2 podría actuar como un ligando señuelo, aumentando la 

activación de PD-1 de las células inmunes, amplificando con ello aún más el daño 

inmunopatológico. Sin embargo, si bien sería una aproximación a las observaciones obtenidas 

se requerirían estudios adicionales para probar esta teoría. 

 

 La expresión de PD-L1 y PD-L2 depende de distintos estímulos y estudios previos han 

puesto de manifiesto que PD-L1 no solo ejerce un efecto inhibidor en la inflamación sino también 

un papel inhibitorio de las funciones de las células T cuando se induce su expresión por 

patógenos bacterianos (Sahler et al., 2018). De ese modo, bacterias comensales podrían 

participar de forma activa, regulando al alza la expresión PD-L1 en el epitelio, contribuyendo a la 

inflamación crónica, inhibiendo la función de células T en la mucosa. Por lo general, PD-L2 suele 

estar regulado a la baja para favorecer a PD-L1 como ligando prioritario para PD-1, a excepción 

de las respuestas Th2, que sucede al contrario (Yamazaki et al., 2002; Ghiotto et al., 2010). 

Diferentes grupos de investigación han demostrado que su expresión puede ser inducida por 

estímulos microambientales tanto en células inmunes como no inmunes (Schreiner et al., 2008; 

Messal et al., 2011, Lesterhuis et al., 2011). 

 

 Ya ha sido descrito previamente el papel crítico de ciertas proteínas que sufren un corte 

y empalme anómalo durante la maduración de su ARNm, lo que deriva en la generación de una 

proteína singularmente diferente de un mismo gen, por lo general aberrante y que desencadena 

una serie de desestabilizaciones como puede ser la pérdida de dominios estructurales vitales 
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para su función o localización. Wan et al. (2006) demostraron que la proteína PD-1 se 

encontraba en el suero de pacientes con AR era el producto de la traducción del ARNm de PD-1 

que era una forma generada por corte y empalme alternativo, generando la isoforma PD-1 Δ3. Al 

traducirse la proteína, esta perdería el dominio de transmembrana, de modo que solo podría ser 

determinada en suero y la cual ejercería un papel antagónico a las formas nativas de membrana, 

tal y como comprobaron en su estudio.  

 

 En cuanto a los niveles de sPD-1 en pacientes con EC, ya se había detectado 

previamente una baja expresión de la forma completa en tejido y aumentada en suero (Artículo 

1), que quedó demostrado en un posterior estudio (Artículo 2) donde identificamos la 

sobreexpresión de sPD-1 y la transcripción de PD-1 Δ3, lo que arrojó una nueva evidencia de 

que la PD-1 está asociada con la EC y que su forma soluble podría desempeñar un papel clave 

junto a las citoquinas pro-inflamatorias tanto en el agotamiento como en la activación primaria de 

las células T como ya informaron Sharpe y Pauken (2018). La proteína sPD-1 puede funcionar 

como moduladora para aumentar la inmunidad de las células T. Este estudio sugiere que es 

probable que la isoforma soluble PD-1 Δ3 aún conserve la capacidad de unirse a PD-L1 / PD-L2 

y que ejerza un bloqueo competencial con la forma completa de membrana de cara a su ligando. 

En pacientes con EC, el exceso de sPD-1 podría servir como un ‘anticuerpo’ para bloquear la vía 

PD-1 /PD-L1 y conducir a una proliferación aberrante de células T, derivando en el daño tisular 

observado en los tejidos. Que sPD-1 se exprese puede traer consigo la maduración de las 

células dendríticas mediada por linfocitos T activados y podría estar influida por el aumento de 

las respuestas de las células T, potenciando las respuestas inmunitarias de células T antígeno-

específicas (Tarbell et al., 2004). 

 

 El transcrito que codifica para la proteína completa de PD-1 (flPD-1) se encuentra 

conformada por 5 exones que componen estructural y funcionalmente la proteína final: el exón 1 

(péptido líder; 76pb), exón 2 (dominio extracelular similar a IgV; 360pb), exón 3 (dominio 

transmembrana; 156pb), exones 4 y 5 (dominio intracelular; 35pb, 237 pb) (Garapati y Lefranc, 

2007). Identificamos cuatro variantes de empalme (PD-1 Δ2 / PD-1 Δ 2,3 /PD-1 Δ3 y PD-1 Δ2, 

3,4) en las que encontramos diferentes anomalías. Entre la ya mencionada PD-1 Δ3, la isoforma 

PD-1 Δ2 se genera por la traducción del ARNm de PD-1 a excepción del exón 2 que, al ser 

traducido, se expresaría como una molécula de membrana que perdería la capacidad de unión a 

sus receptores PD-L1 / PD-L2. De igual manera, PD-1 Δ 2,3 carecería de esa propiedad de 

unión al no poseer ni dominio extracelular ni transmembrana ya que el transcrito que codifica 
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para la proteína carece del exón 2 y 3. Por último, la traducción de PD-1 Δ2, 3,4 daría lugar a un 

único segmento intracelular de la proteína, generado por el exón 5. En cuanto a la importancia 

biológica de todas ellas, podría ir asociada en paralelo con un aumento de ARNm debido al 

aumento de expresión durante la proliferación celular aunque no tenemos evidencia de ninguna 

función biológica de los productos de esta transcripción ya que carecen de capacidad de unión a 

su receptor (dominio extracelular). 

 

 Además de las anteriormente descritas, se identificaron otras nuevas isoformas, dos de 

ellas tomarían diferentes partes de intrones durante el proceso de corte y empalme del ARNm, 

de modo que, por un lado, resultaría en la variante de 781 pb que introduce una secuencia de 

95pb localizada entre los exones 4 y 5, generando un codón de parada prematuro (TAA). Esto 

provocaría una perdida en la región codificada por dichos exones, traduciéndose en una proteína 

truncada. Por otro lado, se formaría la variante de 715 pb que introduciría una secuencia de 28pb 

entre los exones 2 y 3, lo que generaría una secuencia de aminoácidos totalmente diferente 

durante la lectura, por lo que la proteína seguramente no será funcional. Finalmente, en lo que 

respecta a la isoforma PD-1 Δ3* esta variante de 489 pb presentaba una delección al comienzo 

del exón 2, correspondiéndose con una nueva isoforma soluble que probablemente tendría 

efectos antagónicos sobre la forma de la membrana al interferir con su vía de señalización y 

también podría preservar la capacidad de unirse a los ligandos PD-L1 / PD-L2. 

 

 Gallego-Paez et al. (2017) sugirió que la maquinaria de corte y empalme desregulada, 

generando variantes de los genes, podría deberse a alteraciones en respuesta a estímulos 

concretos de factores externos, permitiéndonos esto hacer la valoración de que, en base a los 

resultados obtenidos, dicha maquinaria adaptaría la expresión génica a condiciones 

fisiopatológicas concretas. En el contexto de la EC, dichos factores externos podrían 

considerarse la presencia de péptidos derivados de la gliadina en el suero de pacientes con EC, 

lo cual podría modular la expresión y la función de la maquinaria de corte y empalme. En este 

sentido, nuestro estudio proporcionó la primera evidencia de que en la EC, los péptidos del 

gluten introducidos por la dieta podrían alterar el patrón de expresión de dicha maquinaria, 

generando variantes genéticas como mecanismo fisiológico para mantener la homeostasis 

celular. Esto ha venido siendo sugerido en diferentes estudios que muestran que los nutrientes 

pueden modular la expresión génica de proteínas reguladoras mediante corte y empalme 

alternativo (Ravi et al., 2015) mientras que otros en procesos de corte y empalme anómalos 
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generarían proteínas defectuosas funcional y estructuralmente que podrían desencadenar y 

favorecer el desarrollo de algunas enfermedades humanas (Scotti y Swanson, 2016). 

 

 Se han reportado diferentes estudios que sitúan al gen PDCD1 como gen candidato 

(Prokunina et al., 2002; Canto et al., 2016) para estudios de polimorfismos debido a que se 

encuentra ubicado en el locus 2q37.3, cerca de una región del cromosoma 2 relacionado con la 

autoinmunidad (2q33.3) (Thorburn et al., 2007). En la evaluación de la existencia de asociación 

entre las variaciones polimórficas de PD-1 y la EC en el contexto geográfico de región sur de 

España, se seleccionaron SNPs atendiendo a sus efectos en la estructura y funcionalidad de la 

proteína nativa. El SNP PD-1.3 altera el efecto inhibidor de PD-1 y aumenta la actividad de los 

linfocitos al producirse una anomalía en la regulación transcripcional y la expresión de PD-1 en el 

sitio polimórfico (Prokunina et al., 2002; Kristjansdottir et al., 2010) al producirse una sustitución 

de una guanina (G) por adenina (A) en el nucleótido + 7,146 en el intrón 4. El SNP PD-1.5 se 

caracteriza por una sustitución de citosina (C) por timina (T) en el nucleótido +7,785 del exón 5 

de PDCD1, que produce una mutación silenciosa (alanina por alanina) en la proteína PD-1, no 

ejerciendo ningún cambio en la estructura final de los aminoácidos de la proteína, pero su 

relevancia puede ir asociada a otros SNPs del gen, introduciendo conjuntamente modificaciones 

a nivel de ARNm y proteína (Lin et al., 2004). El estudio mostró principalmente que los 

polimorfismos PD1.3 y PD1.5 no estaban asociados con el riesgo de EC pero lo que si 

observamos es la tendencia a un aumento de las frecuencias de los alelos de G en PD1.3 y C en 

PD1.5 en pacientes con EC en comparación con los controles sanos, aunque dichas 

observaciones carecían de la suficiente significancia estadística. 

 

 Como otro eje con funciones en el mantenimiento de la tolerancia inmune y regulación 

de la liberación de citoquinas, la vía CD200:CD200R es un importante punto de control 

inmunitario que fue seleccionado para caracterizar su expresión en la EC, demostrando 

variaciones al alza tanto en tejido (CD200 y CD200R) como en niveles en suero (sCD200 y 

sCD200R) de pacientes celíacos con respecto a los controles sanos. Esto permitió proponer que 

existe un papel crítico en la interacción de sCD200 y CD200R y que afecta al eje 

CD200:CD200R. Además, de acuerdo a los resultados, la expresión de CD200 se encuentra 

regulada por IFNγ, siendo capa  de inducir su expresión. Con vista a los resultados, los niveles 

de sCD200 y sCD200R aumentados podrían desempeñar un papel vital modulando la respuesta 

inmunitaria y la inflamación para favorecer la tolerancia inmunológica pero, por contrapartida, 

podrían ejercer uniones competitivas con las formas nativas de membrana que podrían 
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desencadenar en una atenuación de la co-inhibición normal del eje. Como consecuencia, esto 

generaría una respuesta inmune descontrolada y más activa, con el consiguiente empeoramiento 

de la enfermedad. 

 

 Los macrófagos desempeñan un papel importante, considerado como clave, en el 

desarrollo y progresión de la EC, induciendo en las células T activadas la secreción de 

citoquinas, como el IFNγ. Por otro lado, durante un proceso inflamatorio, como respuesta 

inmunitaria, las quimiocinas movilizan células hematopoyéticas hacia el lugar donde tiene lugar. 

Es así como la proteína MIP-4 se encuentra expresándose en las células T CD4+ y CD8+, 

inducida posiblemente por estímulos debidos a los péptidos del gluten en la EC, generando 

distintos fenotipos de macrófagos activados alternativamente. Además, los macrófagos se 

consideran una de las principales fuentes de producción de IL-23 en el intestino, la cual estimula 

la expansión de las células Th17, induciendo a su vez la producción de citoquinas inflamatorias 

como IL-17, IL-21 y IL-22. Nuestros descubrimientos mostraron que células Th1 y Th17 se 

encuentran acumulándose en la submucosa y en la muscularis propia en pacientes con EC, 

mostrando niveles elevados de IFNγ e IL-17 en comparación con los controles sanos. Dado que 

ya ha sido descrito que el IFNγ, secretado por células T activadas en la EC (Nilsen et al., 1995), 

es capaz de activar a la TG-2 (DiRaimondo et al., 2012) y también se sabe que IL17 e IL-22 

funcionan como moduladores innatos de la integridad de la mucosa intestinal (Blaschitz y 

Raffatellu, 2010), planteamos la hipótesis de que, por efecto del gluten en pacientes con 

anticuerpos TG-2 positivos se alteraría la capacidad de los linfocitos para producir las citoquinas 

reguladoras de la integridad intestinal, provocando la reorganización característica de la 

estructura intestinal en la EC. 

 

 Elafin, proteína que se expresa en la superficie del epitelio intestinal entre otras 

superficies mucosas, posee un papel inmunoregulador, protector al amortiguar los efectos de los 

procesos inflamatorios durante la respuesta inmune. Galipeau et al. (2014) describió que el elafin 

se encontraba menos presente en pacientes con EC activa, reflejándose en la inflamación y los 

daños en el epitelio del intestino delgado, reportando una mejora de la inflamación y la 

recuperación de la barrera epitelial del intestino delgado en un modelo de ratón sensibles al 

gluten tratados con elafin. Además, refirieron la elafin como una molécula capaz de interactuar 

con los péptidos de gliadina y afectar a la TG-2 interviniendo en su desamidación. En nuestro 

estudio, mostramos que la expresión de elafin estaba restringida a la superficie apical de la 

mucosa intestinal, en la lámina propia y en la superficie de las criptas de Lieberkühn. Además, 
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pese a que no se encontraron correlaciones positivas con la actividad clínica de la enfermedad y 

los niveles séricos en el análisis de elafin soluble, en la EC, donde existe un desequilibrio entre 

las proteasas y sus inhibidores, dichas formas solubles pueden ayudar a neutralizar y compensar 

la inflamación excesiva y el daño celular. 

 

 Elafin es detectado principalmente en condiciones inflamatorias, sugiriéndose que sea 

inducible a estímulos pro-inflamatorios. En pacientes con EC activa, podría producirse aumento 

de la producción de elafin para contrarrestar la inflamación o/y provocar el reclutamiento de LIE. 

Estudios han demostrado que su expresión puede aumentar ante lipopolisacáridos (Simpson et 

al., 2001), elastasa de neutrófilos (Reid et al., 1999) y citoquinas pro-inflamatorias como IL-1β o 

TNF-α (Bingle et al., 2001, Pfundt et al., 2000). 

 

  Se estudiaron diferentes SNPs relacionados con el gen PI3 y fueron seleccionados 

teniendo en cuenta que la región en la que se habían descrito era vital para la traducción de la 

proteína reguladora y de su actividad inhibidora, ya que rs1733103 y rs41282752 se ubicaban en 

el exón 1, región que codificaba para el péptido señal de la proteína y rs2664581 se ubicaba en 

el exón 2  que, además, codificaba para el resto de la proteína final  y para un sitio de unión para 

la TG-2. Dado a que todos ellos fueron descritos en los exones, regiones codificantes 

importantes y, considerando el tamaño muestral del estudio, encontramos que la asociación con 

la EC significativamente más fuerte entre los SNPs de estudio fue rs1733103. El genotipo que 

contenía el alelo menor polimórfico (T) de rs1733103 estaba asociado con un riesgo aumentado, 

siendo el modelo sobredominante que mejor representaba dicha asociación con mayor bondad 

de ajuste y menor AIC. 

 

 Aunque no conseguimos encontrar una consistencia estadísticamente significativa en 

ninguno de los otros dos polimorfismos estudiados y, reconociendo algunas limitaciones en 

nuestro estudio,  el SNP rs2664581 mostró parámetros que indicaron una tendencia interesante. 

Aunque no se consideró significativo, cuando el alelo menor polimórfico (C) estaba presente y 

ejercía un papel dominante, la susceptibilidad para ser asociado como de riesgo para la 

enfermedad aumentaba, por lo que, a falta de replicas con tamaños de muestra mayores, 

podríamos mantener la hipótesis de que las variaciones en el empalme de PI3 podrían aumentar 

la susceptibilidad a la EC ya que ha sido previamente descrito que existen modificaciones en la 

función de genes reguladores asociados a variaciones de empalme alternativo en la EC.
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1. Existen diferentes proteínas inmunoreguladoras que intervienen en la EC cuya actividad 

se encuentra comprometida o desregulada por alteraciones a nivel postraduccional que 

modifican la función nativa de las moléculas o vías que median en la tolerancia 

inmunológica de la respuesta inmune en pacientes con EC activa, contribuyendo a la 

inflamación y al proceso de autoinmunidad. 

 

2. La vía PD-1: PD-L1/2 se encuentra altamente desregulada ya que, tanto el receptor 

como los ligandos, siendo proteínas reguladoras de membrana, muestran niveles 

anómalos de expresión en suero de pacientes celíacos. Esta condición de la vía viene 

acompañada por la expresión de diferentes isoformas de PD-1 generadas mediante 

corte y empalme alternativo del preRNA del gen durante su transcripción, produciéndose 

variantes que interceden en la vía de forma antagónica o modificando la funcionalidad 

normal y con ello, contribuyendo al desarrollo y patogénesis de la enfermedad. 

 

3. A pesar de las frecuencias observadas de PD1.3 y PD1.5, estas no aportaron la 

suficiente significancia dentro del grupo de pacientes celíacos como para asociar que los 

SNPs fueran un factor de riesgo para la EC. 

 

4. La vía CD200:CD200R presenta anomalías en la expresión de ciertos elementos en 

pacientes celíacos en forma de sobreexpresión del ligando y regulación a la baja del 

receptor en superficie celular, siendo significativamente mayor la de CD200 en su forma 

soluble en el suero en pacientes celíacos. 

 

5. La interacción del eje CD200:CD200R posee el papel fundamental de modular la 

respuesta inmunitaria excesiva en procesos inflamatorios como ocurre durante la 

autoinmunidad y los consecuentes daños causados por una hiperactividad del sistema 

inmune ya que desencadena una potente inhibición de dicha respuesta, ayudando a 

mantener la autotolerancia. 

 

6. Alteraciones en ciertas regiones consideradas de relevancia en la función y papel 

mediador de la proteína elafin ejercen un estado patológico en su expresión según 

diferentes modelos de asociación de genotipos con la enfermedad, apuntando a los 

SNPs rs1733103 relacionado con el péptido señal junto con rs2664581 relacionado con 

el punto de interacción con la TG-2. 
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7. La expresión de formas solubles de las diferentes proteínas y la expresión a la baja de 

las proteínas nativas de superficie en paciente celíacos sugieren que los péptidos del 

gluten pueden modular los procesos necesarios para la homeostasis celular de forma 

específica a través de la alteración de la expresión génica, en particular por el empalme 

alternativo del pre-ARNm que codifica proteínas reguladoras clave. 

 

8. La expresión de diferentes puntos de control inmunitarios co-inhibitorios de forma 

simultánea puede reflejar un mecanismo de compensación entre ellos cuando fallan 

otras vías inmunoreguladoras como la inhibición directa. 

 

9. El papel clave que ejercen que proteínas reguladoras del sistema inmune o puntos de 

control inmunitario en la EC (CD200, IDO, PD-1 y elafin) las hace ser consideradas 

como nuevas dianas de diagnóstico y terapia en la enfermedad. 
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2. Breve resumen 

 En este estudio, nos centramos en la alteración de la vía de la muerte celular 

programada 1 (PD-1)/PD-L1 en la enfermedad celíaca (EC). Se analizó la expresión de los 

antígenos PD-1 y PD-L1 en las biopsias de inestino, evaluamos las frecuencias de células T PD-

1 positivas mediante  análisis de citometría de flujo y determinaron los niveles séricos de sPD-1 y 

sPD-L1 mediante ELISA en pacientes con EC activa. Nuestros resultados proporcionaron la 

primera evidencia de altos niveles de expresión de PD-L1 en pacientes celíacos y una expresión 

negativa de PD-1 en muestras intestinales de pacientes con EC activa. Por otro lado, obtuvimos 

un resultado negativo en las frecuencias de células T CD8+/PD-1+ y las frecuencias de las 

células T CD4+/PD-1+ en el grupo de EC fueron muy bajas. Por último, se observó que los 

niveles de sPD-1 y sPD-L1 eran considerablemente más elevados en el suero de los pacientes 

con EC que en el de los controles sanos. Estos hallazgos sugirieron que en pacientes con EC 

existe una expresión de PD-1 desregulada en células T aunque se desconoce con certeza qué 

factor o factores contribuyen sugiere un papel importante de la vía PD-L1: PD-1 en la regulación 

de la tolerancia de la mucosa in situ.  
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Universidad de Jaén. 

8. Otros datos de interés: Factor de impacto: 8.48. Primer decil. Inmunología. 

 

ARTÍCULO 2  

 

1. Referencia: 

Significance of PD-1 Alternative Splicing in Celiac Disease as a Novel Source for Diagnostic and 

Therapeutic Target. 

 Ponce de León, Candelaria 

 Lorite, Pedro 

 López-Casado Miguel Ángel 

 Barro Losada, Francisco 

 Palomeque, Teresa 

 Torres, María Isabel 

doi:  10.3389/fimmu.2021.678400 

 

2. Breve resumen 

 En este estudio nos centramos en la alteración de la vía PD-1/PD-L1 en la enfermedad 

celíaca (EC) y discutimos las funciones de la vía PD-1 en la regulación de la respuesta 

inmunitaria. Exploramos la idea de que la alteración del proceso de empalme del ARNm en 

proteínas reguladoras clave podría representar una fuente novedosa para identificar dianas 

diagnósticas, pronósticas y terapéuticas en la EC. Caracterizamos el perfil de las variantes de 

ARNm de PD-1 en pacientes con EC y en respuesta a la incubación de péptidos de gluten tras 

experimentos in vitro. Se aisló el ARN de sangre total y se amplificó la región codificante del 

ARNm de PD-1 humano mediante PCR de ADNc. La amplificación por PCR de la secuencia 

codificante del PD-1 humano reveló una asociación entre la sobreexpresión de la proteína sPD-1 

y el transcrito PD-1 Δ3 en la enfermedad celíaca. Así, encontramos tres nuevas isoformas, dos 

de las cuales dan lugar a una proteína truncada y la otra isoforma con una pérdida de 14 aa del 

exón 2 y el exón 3 completo (Δ3) que podría codificar una nueva forma soluble de PD-1 (sPD-1). 

Nuestro estudio aportó que el gluten dietético puede modular procesos necesarios para la 
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homeostasis celular a través del empalme alternativo del pre-ARNm que codifican proteínas 

reguladoras clave, lo que representa un mecanismo adaptativo en respuesta a diferentes 

condiciones nutricionales. 

 

3. Fecha de publicación: 16 de junio de 2021 

4. Estado: Publicado 

5. Tipo de publicación: Artículo original 

6. Categoría: Artículo de revista 

7. Ubicación: Departamento de Biología Experimental, Facultad de Ciencias de la Salud, 

Universidad de Jaén. 

8. Otros datos de interés: Índice de impacto: 8.78; Primer cuartil. Inmunología. 

 

ARTÍCULO 3  

 

1. Referencia: 

 

Expression of elafin and CD200 as immune checkpoint molecules involved in celiac disease. 

 

 Ponce de León Collado, Candelaria 

 Ángel López-Casado, Miguel 

 Lorite, Pedro 

 Palomeque, Teresa 

 Isabel Torres, María 

International Journal of Molecular Sciences 2023 (Int J Mol Sci.)  

 

2. Breve resumen 

 

 Existen pocos datos relacionados con la expresión o función de la vía CD200/CD200R y 

elafin en la enfermedad celíaca (EC) y hemos discutido su papel en la regulación de la respuesta 

inmunitaria. Se determinó la distribución de CD200, CD200R y elafin mediante ELISA en suero y 

en biopsias mediante el análisis inmunohistoquímico de pacientes con EC. Además, se realizó el 

análisis de citoquinas Th1 y Th17 por ELISA y el genotipado de SNPs de PI3 por PCR, 

sometiéndose a un análisis RFLP para su detección. Obtuvimos un nivel significativamente 
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mayor de sCD200, sCD200R y una menor expresión de elafin en suero de pacientes con EC en 

comparación con los controles sanos. En consonancia con nuestros resultados, la expresión de 

CD200 está regulada por IFN-γ y la interacción de CD200/CD200R conduce a la producción de 

citoquinas tipo Th1 y Th17. En relación con PI3, la proporción del genotipo CT del SNP 

rs1733103 y el genotipo GG del SNP rs41282752 fueron predominantes en los pacientes con 

EC. El SNP rs1733103 mostró una asociación significativa entre los SNPs y la EC. Por lo tanto, 

los puntos de control inmunitarios están comprometidos o desregulados, y pueden contribuir a la 

inflamación y al proceso de autoinmunidad. Las variantes de empalme del gen PI3 predisponen a 

la proteína elafin a modificar su expresión y función, lo que resulta en una reducción de los 

niveles funcionales diferenciales de la proteína en pacientes con enfermedad celíaca activa. 

 

3. Fecha de publicación: - 

4. Estado: Enviado 

5. Tipo de publicación: Artículo original 

6. Categoría: Artículo de revista 

7. Ubicación: Departamento de Biología Experimental, Facultad de Ciencias de la Salud, 

Universidad de Jaén. 
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2. Breve resumen 

 El sistema inmunitario es responsable de la defensa del organismo. Controla lo que se 

introduce en él y lo identifica como propio de lo que no lo es. Los mecanismos defensivos 

activados por el sistema inmunitario se dirigen contra microbios patógenos y proteínas tóxicas o 

alergénicas, y debe evitar respuestas que produzcan un daño excesivo de los tejidos propios, 

induciendo tolerancia para evitar la autoinmunidad y otras inmunopatologías. Las células T 

reguladoras (TREG) desempeñan un papel esencial en estos procesos activos, utilizando varios 

mecanismos supresores distintos. Las enfermedades con desregulación inmune son el resultado 

de defectos que afectan al desarrollo y/o la función de las células TREG, incluido el impacto de 

mutaciones de genes esenciales para las funciones de las células TREG y los síndromes 

autoinmunes asociados. 

 

3. Fecha de publicación: 20 de diciembre de 2017 

4. Estado: Publicado 
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7. Ubicación: Departamento de Biología Experimental, Facultad de Ciencias de la Salud, 

Universidad de Jaén. 

8. Otros datos de interés: 1.797 descargas del capítulo de libro, 3 citaciones. 
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2. Breve resumen 

 La celiaquía es una enfermedad autoinmune desencadenada por la ingestión de gluten, 

la fracción proteica del trigo, la cebada y el centeno. No es simplemente una enfermedad 

intestinal; es multifactorial, causada por muchos factores genéticos diferentes que actúan junto 

con causas no genéticas. Al igual que otras enfermedades autoinmunes, la celiaquía es un 

trastorno poligénico en el que el locus del complejo mayor de histocompatibilidad es el factor 

genético más importante, y es el resultado de una respuesta inmunitaria a autoantígenos que 

conduce a la destrucción de tejidos y a la producción de autoanticuerpos. La celiaquía ejemplifica 

cómo una enfermedad puede tener características similares a las autoinmunes teniendo que ser 

impulsada por un antígeno exógeno y cómo puede considerarse razonablemente como un 

modelo de autoinmunidad órgano-específica. 

 

3. Fecha de publicación: 25 de agosto de 2018 

4. Estado: Publicado 
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Material suplementario - Artículo 2 
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FIGURE S1. Alignment of the coding region of the Homo sapiens programmed cell death 1 (PDCD1) gene 

(accession number NC_000002.12:c241858908-241849881) with the different transcripts found in celiac patients. 

Primers used for RT-PCR amplification are also showed. 

 

 
 

FIGURE S2. Alignment of translated sequence of the amplified region of 687 bp of the complete transcript of the 

Homo sapiens programmed cell death 1 (PDCD1) (accession number NM_005018) with the translated sequence 

of the Full 781* bp isoform found in celiacs. This isoform retain 95 bp of the intron 3. This 95 bp sequence provides 

a premature stop codon (TAA) that generates a truncated protein. 

 

 
 

FIGURE S3. Alignment of translated sequence of the amplified region of 687 bp of the complete transcript of the 

Homo sapiens programmed cell death 1 (PDCD1) (accession number NM_005018) with the translated sequence 

of the Full 715* bp isoform found in celiacs. This isoform retain 28 bp of the intron 2. As a consequence, there is a 

change in the reading frame that generates a totally different sequence of amino acids. 
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FIGURE S4. Alignment of translated sequence of the amplified region of 687 bp of the complete transcript of the 

Homo sapiens programmed cell death 1 (PDCD1) (accession number NM_005018) with the translated sequence 

of the Δ3* isoform found in celiacs. This isoform does not show the first 42 bp of the exon 2. There is no change in 

the reading frame and therefore this transcript could generate a protein similar to Δ3 isoform but lacking of the first 

14 amino acids formed by the exon 2. 

 

Material suplementario – Artículo 3 
 
PI3             CTAATAAGTGAGCCAGCACTTCTACTCTGTGAGAAAGTAGGAAAACTCTTGGGACAATCA 60 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             GAGATGATGTGATGTAATGTCCATTAGTTCTTCCTGTGAATAATCCTGAGGGAAAGCCCC 120 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             CAGGTCCCTCCCAGAATGGGGTGGATATTTCCCAATACAGCTAAGGAATTATCCCTTGTA 180 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             AATACCACAGACCCGCCCCTGGAGCCAGGCCAAGCTGGACTGCATAAAGATTGGTATGGC 240 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             CTTAGCTCTTAGCCAAACACCTTCCTGACACCATGAGGGCCAGCAGCTTCTTGATCGTGG 300 

PI3-mRNA        --------TTAGCCAAACACCTTCCTGACACCATGAGGGCCAGCAGCTTCTTGATCGTGG 52 

                        **************************************************** 

 

PI3             TGGTGTTCCTCATCGCTGGGACGCTGGTTCTAGAGGCAGCTGTCACGGGAGGTGAGTGAA 360 

PI3-mRNA        TGGTGTTCCTCATCGCTGGGACGCTGGTTCTAGAGGCAGCTGTCACGGGAG--------- 103 

                ***************************************************          

 

PI3             CAGGTGACCTGCTGGGCTGGGTTGGACTAAGGGGAGACCCTCTGGGACACCCTGGGCCAG 420 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             GACAGGGAGCACTTCTGAAGCAGTAGGCAGCACTGGAGCCCAGATTTCAGCTTTCTGTTC 480 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             TTTGCCATCATATTCAGAAAAAATAGGACTTTGGCTGGTGGACTCCACGTGCTTTCCACC 540 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             TCAGTGACTGAGATATCAGGACTGTTTGTGGAAGTAATGTTGGTATGTGGCCTTGGCCTC 600 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             AGATGTCAATACCTGTGCAGAATGTGCAATAAAATAATGAACTCCAGGATTTTAAACCTT 660 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             GGGTGTGGACACAGTCCCCCGTTTCTCTGCCCCATAAAAGCACTGGAGTAATCAGTACTC 720 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             TAAAAGGAGGTTAAGAAACAACAAGCCTTCAGGAATCATGTTGTTTGAGGACCCCCATTT 780 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 



Tesis Doctoral      Anexos 

  

75 
 

PI3             TATAAGGAGGGAACCAAAAATGTAGAAATGAGTGAGCAATTGCCAAGGTAATTCCCAGAG 840 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             CCAGGATGGGGCTCAAGTCTCCTAGTATGTGGCTCAGGGTTCTTTCCTACTCCAATGCAC 900 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             TTCCTAACAAATGACAATGTGTCCTCTTCACTGCTGGGTGTCACCCCAGTCTGACCACTG 960 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             CTCCTGAGAGACTTGGAGTGGAGGAAGGGGGAAGAAACAAATACTCAAGGGAACTCTGGT 1020 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             CCAGTAGACCACCCCAAAAAAGGAAGAGCCTTCCAAGAGTGTAGCTCCCAGAGGTGTACC 1080 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             TTCCCTACTCAGGCCATGGTTTGAGGATGCTGCAGTAAGCAGTGGATGGACCCAGACCCA 1140 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             GAGGAAAGACATGGCAGCTGAAGCAGAGGCTTACTGGGTATAAATGTGGGCTCGTTTCTT 1200 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             CTTTTAACAGTTCCTGTTAAAGGTCAAGACACTGTCAAAGGCCGTGTTCCATTCAATGGA 1260 

PI3-mRNA        ----------TTCCTGTTAAAGGTCAAGACACTGTCAAAGGCCGTGTTCCATTCAATGGA 153 

                          ************************************************** 

 

PI3             CAAGATCCCGTTAAAGGACAAGTTTCAGTTAAAGGTCAAGATAAAGTCAAAGCGCAAGAG 1320 

PI3-mRNA        CAAGATCCCGTTAAAGGACAAGTTTCAGTTAAAGGTCAAGATAAAGTCAAAGCGCAAGAG 213 

                ************************************************************ 

 

PI3             CCAGTCAAAGGTCCAGTCTCCACTAAGCCTGGCTCCTGCCCCATTATCTTGATCCGGTGC 1380 

PI3-mRNA        CCAGTCAAAGGTCCAGTCTCCACTAAGCCTGGCTCCTGCCCCATTATCTTGATCCGGTGC 273 

                ************************************************************ 

 

PI3             GCCATGTTGAATCCCCCTAACCGCTGCTTGAAAGATACTGACTGCCCAGGAATCAAGAAG 1440 

PI3-mRNA        GCCATGTTGAATCCCCCTAACCGCTGCTTGAAAGATACTGACTGCCCAGGAATCAAGAAG 333 

                ************************************************************ 

 

PI3             TGCTGTGAAGGCTCTTGCGGGATGGCCTGTTTCGTTCCCCAGTGAGGTGAGCACTAGCTG 1500 

PI3-mRNA        TGCTGTGAAGGCTCTTGCGGGATGGCCTGTTTCGTTCCCCAGTGAG-------------- 379 

                **********************************************               

 

PI3             GAGAACGAGGAGACCCCTGAAGACACAAAAGAAGGCTGAGCGGTGGGGAAGCATCCCAGG 1560 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             TTGGTGGGAGGGAGGTTGTGGGAGGTGACAGAAAGACTGGGAGACTGAGGGGTCTGAGAG 1620 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             GCTATAACCAGAGTGCCTAGAAGGATGATCTGTCTTCCTCACTGCCTCTGAGTGCTTTGA 1680 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

PI3             TGTGCTGACTCTCACCTCTGATACTCTTCTCTTCCACAGAGGGAGCCGGTCCTTGCTGCA 1740 

PI3-mRNA        ---------------------------------------AGGGAGCCGGTCCTTGCTGCA 400 

                                                       ********************* 

 

PI3             CCTGTGCCGTCCCCAGAGCTACAGGCCCCATCTGGTCCTAAGTCCCTGCTGCCCTTCCCC 1800 

PI3-mRNA        CCTGTGCCGTCCCCAGAGCTACAGGCCCCATCTGGTCCTAAGTCCCTGCTGCCCTTCCCC 460 

                ************************************************************ 

 

PI3             TTCCCACACTGTCCATTCTTCCTCCCATTCAGGATGCCCACGGCTGGAGCTGCCTCTCTC 1860 

PI3-mRNA        TTCCCACACTGTCCATTCTTCCTCCCATTCAGGATGCCCACGGCTGGAGCTGCCTCTCTC 520 

                ************************************************************ 

 

PI3             ATCCACTTTCCAATAAAGAGTTCCTTCTGCTCCACTTGTTTCTGGTTCCTATGACTTCTG 1920 

PI3-mRNA        ATCCACTTTCCAATAAAGAGTTCCTTCTGCTCCA-------------------------- 554 

                **********************************                           

 

PI3             GGCTCCTGGATGCTTTGGGGAAATGGATGTAGAATTGGGACTTCTTCTCTCCAGTGAAGA 1980 

PI3-mRNA        --------------------AAA-------AAAA----------------------AAAA 565 

                                    ***       * **                      ** * 

 

PI3             GGGGAAACGGTCCCATGGTGAAAGAGAGCAGGGCGGGGGGAGGAAACAGGAGGCACATTG 2040 

PI3-mRNA        AAAAAAA-------------AAAAAAA--------------------------------- 579 

                    ***             *** * *                                  

 

PI3             CTAGGGCTTCATATTACAAATCCAATAATCAGCCCCAGTGCTGCCAGCTCCTTTTCACCA 2100 

PI3-mRNA        ------------------------------------------------------------ 
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PI3             GGAAATGGAAATATGGAAATCTTGCCTTTGGCCAAGGACC 2140 

PI3-mRNA        ---------------------------------------- 

                                                         

 

 

 

rs17333103 

TGAATAACCTTCGGTGATTCCTTTCTCTTCTTGGGTCTCACTGTATTTCAAAACATGAAGAATTTCATTGTAATGTTACCTAATAAGT

GAGCCAGCACTTCTACTCTGTGAGAAAGTAGGAAAACTCTTGGGACAATCAGAGATGATGTGATGTAATGTCCATTAGTTCTTCCTGT

GAATAATCCTGAGGGAAAGCCCCCAGGTCCCTCCCAGAATGGGGTGGATATTTCCCAATACAGCTAAGGAATTATCCCTTGTAAATAC

CACAGACCCGCCCCTGGAGCCAGGCCAAGCTGGACTGCATAAAGATTGGTATGGCCTTAGCTCTTAGCCAAACACCTTCCTGACACCA

TGAGGGCCAGCAGCTTCTGGTGTTCCTCATCGCTGGGAYGCTGGTTCTAGAGGCAGCTGTCACGGGAGGTGAGTGAACAGGTGACCTG

CTGGGCTGGGTTGGACTAAGGGGAGACCCTCTGGGACACCCTGGGCCAGGACAGGGAGCACTTCTGAAGCAGTAGGCAGCACTGGAGC

CCAGATTTCAGCTTTCTGTTCTTTGCCATCATATTCAGAAAAAATAGGACTTTGGCTGGTGGACTCCACGTGCTTTCCACCTCAGTGA

CTGAGATATCAGGACTGTTTGTGGAAGTAATGTTGGTATGTGGCCTTGGCCTCAGATGTCAATACCTGTGCAGAATGTGCAATAAAAT

AATGAACTCCAGGATTTTAAACCTTGGGTGTGGACACAGTCCCCCGTTTCTCTGCCCCATAAAAGCACTGGAGTAATCAGTACTCTA 

>rs41282752 

GACTTGCTGAATAACCTTCGGTGATTCCTTTCTCTTCTTGGGTCTCACTGTATTTCAAAACATGAAGAATTTCATTGTAATGTTACCT

AATAAGTGAGCCAGCACTTCTACTCTGTGAGAAAGTAGGAAAACTCTTGGGACAATCAGAGATGATGTGATGTAATGTCCATTAGTTC

TTCCTGTGAATAATCCTGAGGGAAAGCCCCCAGGTCCCTCCCAGAATGGGGTGGATATTTCCCAATACAGCTAAGGAATTATCCCTTG

TAAATACCACAGACCCGCCCCTGGAGCCAGGCCAAGCTGGACTGCATAAAGATTGGTATGGCCTTAGCTCTTAGCCAAACACCTTCCT

GACACCATGAGGGCCAGCAGCTTCTTGATCGTGGTGGTGTTCCTCATCRCTGGGACGCTGGTTCTAGAGGCAGCTGTCACGGGAGGTG

AGTGAACAGGTGACCTGCTGGGCTGGGTTGGACTAAGGGGAGACCCTCTGGGACACCCTGGGCCAGGACAGGGAGCACTTCTGAAGCA

GTAGGCAGCACTGGAGCCCAGATTTCAGCTTTCTGTTCTTTGCCATCATATTCAGAAAAAATAGGACTTTGGCTGGTGGACTCCACGT

GCTTTCCACCTCAGTGACTGAGATATCAGGACTGTTTGTGGAAGTAATGTTGGTATGTGGCCTTGGCCTCAGATGTCAATACCTGTGC

AGAATGTGCAATAAAATAATGAACTCCAGGATTTTAAACCTTGGGTGTGGACACAGTCCCCCGTTTCTCTGCCCCATAAAAGCACTGG

AGTAATCAG 

>rs2664581 

CTGCTGGGTGTCACCCCAGTCTGACCACTGCTCCTGAGAGACTTGGAGTGGAGGAAGGGGGAAGAAACAAATACTCAAGGGAACTCTG

GTCCTGTAGACCACCCCAAAAAAGGAAGAGCCTTCCAAGAGTGTAGCTCCCAGAGGTGTACCTTCCCTACTCAGGCCATGGTTTGAGG

ATGCTGCAGTAAGCAGTGGATGGACCCAGACCCAGAGGAAAGACATGGCAGCTGAAGCAGAGGCTTACTGGGTATAAATGTGGGCTCG

TTTCTTCTTTTAACAGTTCCTGTTAAAGGTCAAGACMCTGTCAAAGGCCGTGTTCCATTCAATGGACAAGATCCCGTTAAAGGACAAG

TTTCAGTTAAAGGTCAAGATAAAGTCAAAGCGCAAGAGCCAGTCAAAGGTCCAGTCTCCACTAAGCCTGGCTCCTGCCCCATTATCTT

GATCCGGTGCGCCATGTTGAATCCCCCTAACCGCTGCTTGAAAGATACTGACTGCCCAGGAATCAAGAAGTGCTGTGAAGGCTCTTGC

GGGATGGCCTGTTTCGTTCCCCAGTGAGGTGAGCACTAGCTGGAGAACGAGGAGACCCCTGAAGACACAAAAG 

                               
                                                                    

PI3-119-F CCCAGGTCCCTCCCAGAA 
PI3-969-R CCTTCCTCCACTCCAAGTCT   
 
PI3             --------------------------CTAATAAGTGAGCCAGCACTTCTACTCTGTGAGA 34 

PI3             AAGTAGGAAAACTCTTGGGACAATCAGAGATGATGTGATGTAATGTCCATTAGTTCTTCC 94 

 

                                PI3-F 5´CCCAGGTCCCTCCCAGAA 

PI3             TGTGAATAATCCTGAGGGAAAGCCCCCAGGTCCCTCCCAGAATGGGGTGGATATTTCCCA 154 

 

PI3             ATACAGCTAAGGAATTATCCCTTGTAAATACCACAGACCCGCCCCTGGAGCCAGGCCAAG 214 

PI3             CTGGACTGCATAAAGATTGGTATGGCCTTAGCTCTTAGCCAAACACCTTCCTGACACCAT 274    

 

                                       (BtsCI)              GGATGNN^ 

rs17333103      GAGGGCCAGCAGCTTCTTGATCGTGGTGGTGTTCCTCATCGCTGGGAYGCTGGTTCTAGA 403 

PI3             GAGGGCCAGCAGCTTCTTGATCGTGGTGGTGTTCCTCATCGCTGGGACGCTGGTTCTAGA 334 

rs41282752      GAGGGCCAGCAGCTTCTTGATCGTGGTGGTGTTCCTCATCRCTGGGACGCTGGTTCTAGA 420 

                                   (BsrI)               ACTGGN^ 

 

PI3             GGCAGCTGTCACGGGAGGTGAGTGAACAGGTGACCTGCTGGGCTGGGTTGGACTAAGGGG 394 

PI3             AGACCCTCTGGGACACCCTGGGCCAGGACAGGGAGCACTTCTGAAGCAGTAGGCAGCACT 454 

PI3             GGAGCCCAGATTTCAGCTTTCTGTTCTTTGCCATCATATTCAGAAAAAATAGGACTTTGG 514 

PI3             CTGGTGGACTCCACGTGCTTTCCACCTCAGTGACTGAGATATCAGGACTGTTTGTGGAAG 574 EXÓN 1 

PI3             TAATGTTGGTATGTGGCCTTGGCCTCAGATGTCAATACCTGTGCAGAATGTGCAATAAAA 634 

PI3             TAATGAACTCCAGGATTTTAAACCTTGGGTGTGGACACAGTCCCCCGTTTCTCTGCCCCA 694 

PI3             TAAAAGCACTGGAGTAATCAGTACTCTAAAAGGAGGTTAAGAAACAACAAGCCTTCAGGA 754 

PI3             ATCATGTTGTTTGAGGACCCCCATTTTATAAGGAGGGAACCAAAAATGTAGAAATGAGTG 814 

PI3             AGCAATTGCCAAGGTAATTCCCAGAGCCAGGATGGGGCTCAAGTCTCCTAGTATGTGGCT 874 

PI3             CAGGGTTCTTTCCTACTCCAATGCAC 

PI3             TTCCTAACAAATGACAATGTGTCCTCTTCACTGCTGGGTGTCACCCCAGTCTGACCACTG 960 

 

                        TCTGAACCTCACCACCTTCC- 5´ PI3-R 

PI3             CTCCTGAGAGACTTGGAGTGGAGGAAGGGGGAAGAAACAAATACTCAAGGGAACTCTGGT 1020 

 

PI3             CCAGTAGACCACCCCAAAAAAGGAAGAGCCTTCCAAGAGTGTAGCTCCCAGAGGTGTACC 1080 

 

PI3             TTCCCTACTCAGGCCATGGTTTGAGGATGCTGCAGTAAGCAGTGGATGGACCCAGACCCA 1140 

 

PI3             GAGGAAAGACATGGCAGCTGAAGCAGAGGCTTACTGGGTATAAATGTGGGCTCGTTTCTT 1200 
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PI3-1080-F CTTCCCTACTCAGGCCATGG 

PI3-1523-R CGCTCAGCCTTCTTTTGTGT  

 
PI3             CTGGTGGACTCCACGTGCTTTCCACCTCAGTGACTGAGATATCAGGACTGTTTGTGGAAG 574 

 

PI3             TAATGTTGGTATGTGGCCTTGGCCTCAGATGTCAATACCTGTGCAGAATGTGCAATAAAA 634 

 

PI3             TAATGAACTCCAGGATTTTAAACCTTGGGTGTGGACACAGTCCCCCGTTTCTCTGCCCCA 694 

 

PI3             TAAAAGCACTGGAGTAATCAGTACTCTAAAAGGAGGTTAAGAAACAACAAGCCTTCAGGA 754 

 

PI3             ATCATGTTGTTTGAGGACCCCCATTTTATAAGGAGGGAACCAAAAATGTAGAAATGAGTG 814 

 

PI3             AGCAATTGCCAAGGTAATTCCCAGAGCCAGGATGGGGCTCAAGTCTCCTAGTATGTGGCT 874 

 

PI3             CAGGGTTCTTTCCTACTCCAATGCAC 

 

PI3             TTCCTAACAAATGACAATGTGTCCTCTTCACTGCTGGGTGTCACCCCAGTCTGACCACTG 960 

 

PI3             CTCCTGAGAGACTTGGAGTGGAGGAAGGGGGAAGAAACAAATACTCAAGGGAACTCTGGT 1020 

 

                                                          PI3-1080-F   5´- C 

PI3             CCAGTAGACCACCCCAAAAAAGGAAGAGCCTTCCAAGAGTGTAGCTCCCAGAGGTGTACC 1080 

 

                TTCCCTACTCAGGCCATGG 

PI3             TTCCCTACTCAGGCCATGGTTTGAGGATGCTGCAGTAAGCAGTGGATGGACCCAGACCCA 1140 

 

PI3             GAGGAAAGACATGGCAGCTGAAGCAGAGGCTTACTGGGTATAAATGTGGGCTCGTTTCTT 1200 

 

 (HpyCH4III)          ACNGT                   ACNGT 

rs2664581       CTTTTAACAGTTCCTGTTAAAGGTCAAGACMCTGTCAAAGGCCGTGTTCCATTCAATGGA 330 

PI3             CTTTTAACAGTTCCTGTTAAAGGTCAAGACACTGTCAAAGGCCGTGTTCCATTCAATGGA 1260 

                ****************************** ***************************** 

 

PI3             CAAGATCCCGTTAAAGGACAAGTTTCAGTTAAAGGTCAAGATAAAGTCAAAGCGCAAGAG 1320 

 

PI3             CCAGTCAAAGGTCCAGTCTCCACTAAGCCTGGCTCCTGCCCCATTATCTTGATCCGGTGC 1380  EXON 2 

 

PI3             GCCATGTTGAATCCCCCTAACCGCTGCTTGAAAGATACTGACTGCCCAGGAATCAAGAAG 1440 

 

PI3             TGCTGTGAAGGCTCTTGCGGGATGGCCTGTTTCGTTCCCCAGTGAGGTGAGCACTAGCTG 1500 

 

                                      TGTGTTTTCTTCCGACTCGC – 5´ PI3-1523-R 

PI3             GAGAACGAGGAGACCCCTGAAGACACAAAAGAAGGCTGAGCGGTGGGGAAGCATCCCAGG 1560 

 

PI3             TTGGTGGGAGGGAGGTTGTGGGAGGTGACAGAAAGACTGGGAGACTGAGGGGTCTGAGAG 1620 

 

PI3             GCTATAACCAGAGTGCCTAGAAGGATGATCTGTCTTCCTCACTGCCTCTGAGTGCTTTGA 1680 

 

PI3             TGTGCTGACTCTCACCTCTGATACTCTTCTCTTCCACAGAGGGAGCCGGTCCTTGCTGCA 1740 

 

PI3             CCTGTGCCGTCCCCAGAGCTACAGGCCCCATCTGGTCCTAAGTCCCTGCTGCCCTTCCCC 1800  EXON 3 

 

PI3             TTCCCACACTGTCCATTCTTCCTCCCATTCAGGATGCCCACGGCTGGAGCTGCCTCTCTC 1860 

 

PI3             ATCCACTTTCCAATAAAGAGTTCCTTCTGCTCCACTTGTTTCTGGTTCCTATGACTTCTG 1920 

 
 

 

rs17333103 (BtsCI)              GGATGNN^   POSITION 320 

rs41282752 (BsrI)               ACTGGN^    POSITION 325 

rs2664581 (HpyCH4III)            ACNGT     POSITION 1233 

 

320 *  (BsrI)               ACTG_GN^ 

325 *  (BtsCI)              GGATG_NN^ 

1233    (HpyCH4III)          AC_N^GT 
 
 

FIGURE S1. Alignment of primers to the coding region of the gene de Homo sapiens peptidase inhibitor 3, skin-

derived (PI3) (NM_002638.3) and the restriction sites that the enzymes recognise within the gene. 

 
 
 

PI3-119-F CCCAGGTCCCTCCCAGAA 

PI3-969-R CCTTCCTCCACTCCAAGTCT  
 

rs17333103 (BtsCI)              GGATGNN^   POSITION 390 

 

>PI3 

CCCAGGTCCCTCCCAGAATGGGGTGGATATTTCCCAATACAGCTAAGGAATTATCCCTTGTAAATACCACAGACCCGCCCCTGGAGCCAGGCCAAGC

TGGACTGCATAAAGATTGGTATGGCCTTAGCTCTTAGCCAAACACCTTCCTGACACCATGAGGGCCAGCAGCTTCTTGATCGTGGTGGTGTTCCTCA

http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=017c5e09-&enzname=BsrI&recpos=314
http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=017c5e09-&enzname=BtsCI&recpos=318
http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=017c5e09-&enzname=HpyCH4III&recpos=1230
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TCRCTGGGAYGCTGGTTCTAGAGGCAGCTGTCACGGGAGGTGAGTGAACAGGTGACCTGCTGGGCTGGGTTGGACTAAGGGGAGACCCTCTGGGAC
ACCCTGGGCCAGGACAGGGAGCACTTCTGAAGCAGTAGGCAGCACTGGAGCCCAGATTTCAGCTTTCTGTTCTTTGCCATCATATTCAGAAAAAATA

GGACTTTGGCTGGTGGACTCCACGTGCTTTCCACCTCAGTGACTGAGATATCAGGACTGTTTGTGGAAGTAATGTTGGTATGTGGCCTTGGCCTCAG

ATGTCAATACCTGTGCAGAATGTGCAATAAAATAATGAACTCCAGGATTTTAAACCTTGGGTGTGGACACAGTCCCCCGTTTCTCTGCCCCATAAAA

GCACTGGAGTAATCAGTACTCTAAAAGGAGGTTAAGAAACAACAAGCCTTCAGGAATCATGTTGTTTGAGGACCCCCATTTTATAAGGAGGGAACCA

AAAATGTAGAAATGAGTGAGCAATTGCCAAGGTAATTCCCAGAGCCAGGATGGG 

 

GCTCAAGTCTCCTAGTATGTGGCTCAGGGTTCTTTCCTACTCCAATGCACTTCCTAACAAATGACAATGTGTCCTCTTCACTGCTGGGTGTCACCCC

AGTCTGACCACTGCTCCTGAGAGACTTGGAGTGGAGGAAGG 

 
870 bp  732 (206 – 526),  138 
 
 
rs41282752 (BsrI)               ACTGGN^    POSITION 383 

 

 

>PI3 

CCCAGGTCCCTCCCAGAATGGGGTGGATATTTCCCAATACAGCTAAGGAATTATCCCTTGTAAATACCACAGACCCGCCCCTGGAGCCAGGCCAAGC

TGGACTGCATAAAGATTGGTATGGCCTTAGCTCTTAGCCAAACACCTTCCTGACACCATGAGGGCCAGCAGCTTCTTGATCGTGGTGGTGTTCCTCA

TCRCTGGGAYGCTGGTTCTAGAGGCAGCTGTCACGGGAGGTGAGTGAACAGGTGACCTGCTGGGCTGGGTTGGACTAAGGGGAGACCCTCTGGGAC
ACCCTGGGCCAGGACAGGGAGCACTTCTGAAGCAGTAGGCAGCACTGGA 

 

GCCCAGATTTCAGCTTTCTGTTCTTTGCCATCATATTCAGAAAAAATAGGACTTTGGCTGGTGGACTCCACGTGCTTTCCACCTCAGTGACTGAGAT

ATCAGGACTGTTTGTGGAAGTAATGTTGGTATGTGGCCTTGGCCTCAGATGTCAATACCTGTGCAGAATGTGCAATAAAATAATGAACTCCAGGATT

TTAAACCTTGGGTGTGGACACAGTCCCCCGTTTCTCTGCCCCATAAAAGCACTGGA 

 

GTAATCAGTACTCTAAAAGGAGGTTAAGAAACAACAAGCCTTCAGGAATCATGTTGTTTGAGGACCCCCATTTTATAAGGAGGGAACCAAAAATGTA

GAAATGAGTGAGCAATTGCCAAGGTAATTCCCAGAGCCAGGATGGGGCTCAAGTCTCCTAGTATGTGGCTCAGGGTTCTTTCCTACTCCAATGCACT

TCCTAACAAATGACAATGTGTCCTCTTCACTGCTGGGTGTCACCCCAGTCTGACCACTGCTCCTGAGAGACTTGGAGTGGAGGAAGG 

 
870 bp  339 (202 – 137), 250,  281 
 
 

PI3-1080-F CTTCCCTACTCAGGCCATGG 

PI3-1523-R CGCTCAGCCTTCTTTTGTGT     
 

 

    

rs2664581 (HpyCH4III)            ACNGT     POSITION 1231 

 

CTTCCCTACTCAGGCCATGGTTTGAGGATGCTGCAGTAAGCAGTGGATGGACCCAGACCCAGAGGAAAGACATGGCAGCTGAAGCAGAGGCTTACTG

GGTATAAATGTGGGCTCGTTTCTTCTTTTAACAGTTCCTGTTAAAGGTCAAGACMCTGTCAAAGGCCGTGTTCCATTCAATGGACAAGATCCCGTT
AAAGGACAAGTTTCAGTTAAAGGTCAAGATAAAGTCAAAGCGCAAGAGCCAGTCAAAGGTCCAGTCTCCACTAAGCCTGGCTCCTGCCCCATTATCT

TGATCCGGTGCGCCATGTTGAATCCCCCTAACCGCTGCTTGAAAGATACTGACTGCCCAGGAATCAAGAAGTGCTGTGAAGGCTCTTGCGGGATGGC

CTGTTTCGTTCCCCAGTGAGGTGAGCACTAGCTGGAGAACGAGGAGACCCCTGAAGACACAAAAGAAGGCTGAGCG 

 
463 bp      130, 333 (24 – 309) 
 
 

FIGURE S2. Location of the different SNPs along with the restriction enzyme cutting targets within the fragments 

amplified by the primers.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 


