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Estudios recientes de la region HLA, con técnicas de DNA, han
permitido encontrar un elevado polimorfismo en la mayoria de los loci.
Dentro de esta region, uno de los locf més polimérficos es el denominado
HILA-DR. Las variaciones alélicas del locus HLA-DR estan practicamente
confinadas al dominio proteico 831 (regién N-terminal), codificado por el
exon 2 de los diferentes genes HLA-DRB. Este exon se puede amplificar
mediante la técnica de PCR, cuya aplicacién ha permitido identificar mas
de 50 secuencias nucleotidicas HLA-DRB diferentes.

El analisis de Células Homocigotas de tipaje, individuos no
relacionados y familias, ha permitido la caracterizacién de 4 nuevas
secuencias del exén 2 de HLA-DRB. Una de ellas es un subtipo del
antigeno HLA-DR6, denominado HLA-DR13b. Las otras 3 secuencias
suponen tres variantes alélicas de un nuevo locus de la regién, que hemos
denominado HLA-DRBS6.

Con la descripcién de este nuevo locus, el nimero de RFLPs de los
diferentes haplotipos HLA-DR coincide con el namero de loci HLA-DRB
que poseen. Ademas, la presencia de este locus en los haplotipos HLA-DR1, -
-DR2 y -DR10, permite establecer tres grupos evolutivos dentro de la region
DR: el grupo del DR52 que incluye los haplotipos HLA-DR3, -DR5, -DR6
y -DRS8; el grupo del DR53 que incluye los haplotipos HLA-DR4, -DR7 y -
DRY; y el grupo del DRLIV (portadores de DRB6) que incluye los
* haplotipos HLA-DR1, -DR2 y -DR10.

Estudios comparativos de las secuencias de HLA-DRB6 con otras
secuencias de clase II (DRB, DQB y DPB) permiten encuadrar este nuevo
locus dentro de la familia DR. Pero ademas, permiten construir un arbol
evolutivo de los genes comparados, de lo que resulta que el nuevo gen
descrito es probablemente el més antigue de la familia DRB y, por tanto,
el primero que evolucioné a partir del gen HLA-DRB ancestral.

Se han detectado transcritos, al menos parciales, del gen HLA-DRB6;
sin embargo, los fres alelos caracterizados presentan codones de
terminacién al final de su exén 2, por lo que originarfan proteinas
severamente truncadas. Finalmente, se realizé una prediccion de estructura
secundaria para las dos nuevas secuencias caracterizadas; dicha prediccion
se basa en el posible estado conformacional de cada uno de los residuos de
un determinado deminio proteico. Comparando la prediccion de estructura
con la de los otros genes conocidos, se concluye que de existir un producto
proteico de este gen, deberia ser bastante diferente de las proteinas HLA-DR
conocidas.






1. El Sistema Principal de Histocompatibilidad

1.1 éQué es un sistema
principal de

histocompatibilidad?

Cuando un tejido o parte de un tejido
(injerto} de un individuo se trasplanta a otro
diferente, el injerto pude ser destruido por el
sistema inmunolégico del individuo receptor
debido a que el tefido donado expresa
moléculas de superficie celular diferentes a
las que expresan los tejidos del individuo

receptor. Estas moléculas actGan, pues, como
meros antfgenos, del mismo modo que
moléculas de agentes extrafios patégenos
(virus o bacterias) estimulando a los
linfocitos del receptor. Estos antfgenos o
moléculas de superficie celular determinan,
por lo tanto, si un tejido es 6 no compatible
inmunolégicamente; actGan como antigénos
de histocompatibilidad y son codificados por
genes de histocompatibilidad. La mayorfa de
estos antigenos producen reacciones de
rechazo moderadas y lentas cuando act@an
de modo independiente. Hay, sin embargo,
un grupo de antigenos de histocompatibilidad
que producen una rdpida destruccién y
rechazo del tefido injertado y que son los
principales responsables de la aceptacién o
rechazo de los injertos; debido a ello se
denominan  Antigenos Principales de
Histocompatibilidad (Klein 1990). Ademais,
los genes que los codifican se agrupan en
una pequefia regibn cromosdmica
denominada Sistema Principal de
Histocompatibilidad o MHC (del inglés: Major
Histocompatibility Complex).

Se han identificado sistemas
principales de histocompatibilidad en el
hombre, chimpancé, gorila, orangutn, ratén,
rata coman, rata del desierto, hamster sirio,
conejo, perro, gato, vaca, cerdo, oveja,
caballo, pollo, y ranas comunes, Asimismo, se
tienen pruebas indirectas de su presencia en
ofras especies y se cree que probablemente
exista en todos los ‘animales vertebrados.
Hasta ahora no se ha detectado su presencia
en ningan invertebrado.

1.2 ElI Sistema Principal de
Histocompatibilidad
humano: Sistema HILA.

El sistema principal de
histocompatibilidad en el hombre se
denomina sistema HLA (antigenos
leucocitarios humanos; del inglés: Human
Leucocytes Antigens). El sistema HLA se
localiza fisicamente en el brazo corto del
cromosoma 6 ocupando una longitud de 4
centimorgan (cM), aproximadamente 4
millones de pares de nucledtidos (Ferrando y
col., 1981). Dependiendo del origen genético
y/o funcionalidad biolégica de sus productos,
el conjunto de genes del sistema HLA puede
dividirse en 2-4 grandes grupos (Klein, 1977;
Klein, 1984; Klein 1990; Brostoff y col. 1991;
Trowsdale y col. 1991) (Figura 1):

GENES DE CLASE I: codifican para
las protefnas de membrana/antigenos
de los loci HLA-A, -B y -C (antigenos
de clase I). Son moléculas implicadas
en la restriccién del reconocimiento .
antigénico por linfocitos T,
predominantemente por linfocitos T
citotdxicos. Su distribucién es general
en tejidos somdticos, si bien existen
grandes diferencias en cuanto a su
expresidn  cuantitativa. Células
musculares, fibroblastos y células del -
sistema nervioso tienen un bajo

contenido de moléculas de clase I, y

Onicamente células pertenecientes al
sistema inmune (linfocitos T, B y

macréfagos) presentan altas

concentraciones de estas proteinas en

su superficie, -

- GENES DE CLASE II: codifican -
para las proteinas de
membrana/antigenos ‘de las
subregiones HLA-DR, -DQ y -DP.
Estas regiones estin formadas a su
vez de varios genes. Se han descrito
recientemente otros genes de clase II



no agrupados en estas subregiones,
HLA-DN, -DO y -DM (Trowsdale y
Kelly, 1985; Tonnelle y col,, 1985;
Kelly y col., 1991a). Estas proteinas,
al igual que las de la clase I, estin
involucradas en los fenémenos de
restriccion del reconocimiento
antigénico pero en este caso
principalmente por linfocitos T
reguladores., Su distribucion tisular
estd limitada a células del sistema
inmune (linfocitos B, macréfagos,
linfocitos T activados) o células que
posiblemente también intervienen en
reacciones inmunes (células
epidérmicas de Langerhans y células
dendriticas timicas)., Muy
recientemente se han descrito un
gran nOGmero de genes que, sin
codificar para antigenos de clase II, se
sitban dentro de esta regién y
parecen intervenir en el
procesamiento de los antigenos
exdgenos (Trowsdale y col. 1991)

GENES DE CLASE lllI: codifican
para una gran variedad de proteinas,

algunas de ellas relacionadas con

funciones inmunolégicas y otras no.
Entre las proteinas con -funciones
inmunolégicas podemos destacar los
componentes de la cascada del
complemento Bf, C2 y C4; los
factores de necrosis tumoral TNF-A 'y
TNF-B y el gen para la Hsp-70 (del
inglés: Heat Shock Protein). De
hecho, la ausencia de relacién
funcional o evolutiva entre estos
genes y los antfgenos HLA hace que
algunos autores no los consideren
propiamente dentro de! Sistema
Principal de Histocompatibilidad
(Klein 1990).

GENES DE CLASE IV: Codifican

para moléculas con una estructura

similar a la de clase 1 pero con
distribucioén tisular muy reducida. Se
cree que pueden funcionar como
antigenos de diferenciacién durante la

IV deriva de la de los genes Qa y Ti
del MHC del rat6n que se encuentran
fisicamente apartados de clase I. Sin
embargo, en el hombre estos genes
se localizan intercalados y muy
proximos a los de los antigenos de
clase I (HLA-A, -B, -C) y no debe
considerarse la existencia de una
region de clase IV (Klein 1990).

1.3 Mapa genético del
sistema HLA

En los dGltimos 3 afios se han
publicado numerosos mapas genéticos del
sistema HLA con una complejidad cada vez
mayor (Hurd 1989; Spence y col. 1989; Klein
1990; Trowsdale y col. 1991). El creciente
conocimiento de este complicado sistema
genético es debido, principalmente, al ripido
desarrollo que las técnicas de genética
molecular han permitido en la caracterizacién
de nuevos loci y alelos del sistema. El mapa
mds completo y reciente (Trowsdale y col.
1991) registra 15 loci diferentes en la regién
de clase I, 31 en la regién de clase Il y 36 en
la region de clase III (Figura 1).

embriogénesis (Brostoff y col, 1991).

Su clasificacién como genes de clase.
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Figura 1. Mapa del Sistema Principal de Histocompatibilidad humano. Tomado de Trwsdale y col., 1991
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2.- Proteinas y genes del sistema HLA

2.1 Antigenos de clase |

Los antigenos HLA-A, -B, -C
son detectados, fundamentalmente, en
linfocitos de sangre periférica mediante
anticuerpos presentes en el suero de
embarazadas (Payne y Rolfs, 1958; van Rood
y col, 1958) o en el de individuos
inmunizados por trasfusiones (Dausset,
1954). Inicialmente se emplearon ensayos de
leucoaglutinacion y, mas tarde, técnicas de
fijacion de complemento a plaquetas
(Shulman y col., 1962). En la actualidad, se
determinan mediante ensayos de
microlinfocitotoxicidad, que son més rapidos
y reproducibles (Terasaki y McClelland, 1964;
Mittal y col., 1968). El primer antigeno HLA
definido fue de clase I y se llamo isoantigeno
MAC (ahora A2 + A28) (Dausset, 1958). Por
su relevancia cabe destacar también el
descubrimiento de los antigenos 4a y 4b
(Bw4 y Bwé6 actualmente) (van Rood y van
Leeuwen, 1963). Estos dos Gltimos antigenos
estin presentes de manera excluyente en los
antigenos HLA-B dividiéndoles en 2 grupos,
uno asociado a Bw4 y otro a Bw6. En estos
momentos se sabe que Bw4 y Bw6 no son
sino epitopos dentro de la propia molécula
HLA-B, y que aparecen también en algunos
antigenos HLA-A y HLA-C (Kostyu y col,
1980; Layet y col., 1985; Araiz-Villena y col.,
1989).

2.1.1 Estructura de los antigenos de

clase |

Las antigenos HLA de clase I
clasicos (HLA-A, -B y -C) estin
compuestos de 2 cadenas
polipeptidicas; una cadena pesada de
44 kd transmembranal y una cadena
ligera de 12 kd wunida no
covalentemente a la primera en su
porcion extracelular (Figura 2). La
cadena pesada es la Gnica codificada
por genes dentro del sistema HLA; la
cadena ligera, 82-microglobulina (82-
m), se encuentra codificada en el
cromosoma 15 en el hombre. La

porcién extracelular de la cadena
pesada se divide en 3 dominios: 1,
a2 y a3 de aproximadamente 90
aminodcidos cada uno, codificados
por 3 exones distintos (Malissen y
col,, 1982). El dominio a3 y la 32-m
presentan secuencias relativamente
conservadas y de gran homologia con
los dominios constantes de las
inmunoglobulinas (Srivastava y col,,
1985). Los dominios al y a2, que
presentan  fundamentalmente el
polimorfismo de los antigenos HLA de
clase I, no presentan secuencias
homélogas significativas con las
regiones constantes o variables de las
inmunoglobulinas.

MEMBRANA
PLASMATICA

CITOPLASMA

FIGURA 2. Estructura esquemética de los antigenos de
clase |. Se representa en VERDE e! polipéptido pesado (a) y
variable, y en NARANJA el polipéptido ligero (B) invariante. Los
puentes disulfuro se indican en rojo.
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FIGURA 3. -Representacién esquematica de la estructura cristalografica del antigeno HLA-A2. A) Estructura completa
tridimensional, donde se representan las laminas beta con flechas y las hélices alfa mediante lazadas enrolladas. Los puentes
disulfuro se representan mediante 2 esferas conectadas. B) Representacion de la parte mas distal de la molécula, vista desde
arriba, es decir, tal y como la veria el receptor para antigeno de los linfocitos T..
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. La cristalizacién de las moléculas es
un paso previo a la determinacién de
estructura tridimensional mediante difraccién
de rayos X. El primer antigeno HLA que se
ha logrado cristalizar ha sido HLA-A2, de
clase I, y se ha publicado recientemente su
estructura tridimensional (Bjorkman y col,
1987). Las moléculas de clase I estin
formadas por dos pares de dominios
estructuralmente similares: @1 con a2 y a3
con f2-m. En la figura 3 puede verse un
esquema de la estructura tridimensional de la
parte extracitoplasmatica de la molécula antes
mencionada. El dominio a3 y la molécula 82-
m estdn més proximos a la membrana celular
y los dominios @1 y @2 més externos. A su
vez, las estructuras a-hélice de a1 y a2 son
las zonas mds lejanas a la membrana. Un
esquema de estos 2 Gltimos dominios vistos
desde arriba (exterior celular) puede verse
también en la figura 3 (B), y corresponderia
a la superficie que es reconocida por el
receptor del linfocito T (TCR, del inglés: T
Cell Receptor) (Bjorkman y col., 1987).

Los dominios @3 y 82-m son 2
estructuras -laminar enfrentadas, una con 4
cadenas 8 y otra con 3, concectadas por un

puente disulfuro cada una, tal como se ha
descrito en las regiones constantes de las
inmunoglobulinas (figura 3). al y a2
consisten cada uno de una estructura 8-
antiparalela y una a-hélice (figura 3). En el
dominio @2 existe un puente disulfuro que
une la cadena 8-NH2 terminal y su a-hélice
més larga. Las 2 estructuras 8 de a1 y a2
forman una ftinica de 8 cadenas y, por
encima, paralelas entre ellas mismas estan las
2 estructuras a-hélices. En el aminoacido 86
(Asparagina) la cadena pesada presenta una
ramificacién de oligosac4ridos que conecta
los dominios @l y @2. Entre las 2 a-hélices
largas de @l y a2 aparece una hendidura,
cuyo fondo viene dado por las ldminas . Las
dimensiones de esta hendidura o bolsillo son
consistentes con un lugar de unién para un
pequefio péptido de un antigeno extrafio
procesado (Bjorkman y col., 1987). De hecho,
se ha demostrado muy recientemente
(Monaco, 1992), que para que las protefnas
HLA de clase I se expresen en la superficie
celular, es necesario un ensamblaje
intracitoplasmético con el péptido exdgeno
procesado y la 82-microglobulina. Sé6lamente
este complejo tri-molecular madura y se
exporta a la superficie (Figura 4).
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FIGURA 4 Sintesis, ensamblaje y exportacién de los antigenos de clase I. Algunos componentes del complejo proteolitico
estan codificados por los genes LMP. Los transportadores son codificados por los genes TAP. Ambos tipos de genes, se

localizan en la region de clase Il del sistema HLA



2.1.2 Regidn de genes de
clase |

La Regi6n de genes de clase I
del sistema principal de
histocompatibilidad humano ocupa
aproximadamente unas 2.000 kb de
DNA (Lawrance y col. 1987) vy
contiene aproximadamente 20 loci
entre genes, pseudogenes vy
fragmentos de genes (Srivastava y col.
1985; Koller y col., 1987; Lawlor y
col. 1990). Los miembros funcionales
dentro de la familia de genes de clase
I se consideran de entre los més
polimérficos de la naturaleza (Parham
y col. 1989). Los primeros genes
conocidos de esta regién fueron los
que codifican para los denominados
antigenos de trasplante (HLA-A, -B y
-C). Pero habifa datos experimentales
que apuntaban a la existencia de
otros genes muy similares: 1) por una
parte el conocimiento de genes
andlogos a los de clase [ en el MHC
del ratén (regiones Qa y Tla; Flaherty
1981; Flavel y col. 1985) y b) por otra
parte, los patrones de restriccion
generados con sondas de cDNA de
genes de clase I evidenciaba la
presencia de entre 17 y 20 genes
diferentes en esta region (Orr vy
DeMars, 1983). Hasta el momento se
han asignado nombres oficiales
~ (Bodmer y col. 1992) a los loci para
los genes HLA-E, -F, -G, -H, y -J,
pero se conoce la existencia de al
menos otros 7 loci: 1.7p, HLA-X,
7.5p/9p y 4 pseudogenes (ver figura
1).

2.1.2.1 Los loci para
anligenos clase I clisicos
(I_ILA"A) "B: 'C)

Los genes que

codifican para los antigenos HLA-A, -

B y -C se han denominado "clésicos"
por ser los primeros en conocerse
dentro del sistema HLA y ademés por
presentar una expresién muy amplia
en las células del organismo. Frente a
estos 3 loci, los recientes genes de
clase I encontrados (HLA-E, -F, -G,...)

subregiones muy claras y que sirve

se han denominado "no clasicos".
En la figura 5 se
representa la estructura de un gen de
clase I tipo (cadena pesada, Malissen
y col. 1982) siendo esta muy similar
en los distintos loci. La comparacién
entre secuencias procedentes de RNA
mensajero y las obtenidas a partir de
DNA gdendémico ha permitido
establecer la organizacion intrén/exén
de los genes de clase I funcionales
{(Figura 5). Ademis de un exén
primero que codifica para un péptido
lider de 24 amino4cidos, hay otros 7
exones de [os cuales los exones 2a 5
codifican para los 3 dominios
extracelulares a1, a2, a3 y el dominio
hidrofébico de la regién
transmembranal.  Sin embargo el
dominio citoplésmico se codifica por
los exones 6 a 8 en el caso de HLA-
A2, A3, A24 y Cw3, o por los exones
6 y 7 en el caso de los alelos de la
serie HLA-B, en los que el ex6n 8
codifica s6lamente para la regién 3’
no traducida (3'UT). Aunque los
genes de clase [ tienen una sefial de
poliadenilacién clasica tipo "AATAAA"
los elementos reguladores = del
promotor no estdn muy conservados.
Mientras que en los genes
equivalentes de clase I del MHC del
ratdbn se encuentra una sefal
convencional "TATAAA" 30
nucle6tidos (-30) por enzima del
codén de iniciacién (TATA box), los
genes humanos analogos presentan la
secuencia TCTAAA para todos [os

- alelos de clase I exceptuando el HLA-
- Cw3 que presenta TCTGAA. Ademds,

la sefial en la posicibn -50 ha

resultado ser "CCAAT" en todos los

genes de clase I, exceptuando de
nuevo al HLA-Cw3 que presenta

dicha 'sefial en la posicibn -118 =
“{Strachan, 1987). Se han encontrado

otras secuencias reguladoras de la
expresién como son la denominada -
CRE (del inglés: Class I Regulatory
Element). que se situa entre las
posiciones -200 y -160 con 3
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FIGURA 5. Estructura de los genes que codifican para la cadena pesada de los antigenos HLA de clase 1 clasicos. Se
muestra la organizacién del DNA con intrones (negro) y exones (coloreados) y el procesamiento a RNA mensajero.

tanto para el control positivo como negativo

de la expresion y la denominada IRS (del

inglés: Inteferon Response Sequence) (Burke
y Ozato, 1989).

Una caracteristica de los genes

HLA de clase I es la homologia de

secuencias de nucledtidos entre los

distintos alelos de la serie HLA-A en

su regibn 3’ UT que se diferencia

claramente de la de los alelos de las

series B y C (Jordan y col., 1985).

Ademads existen zonas de secuencias

conservadas no sélo entre genes clase

I humanos sino con los de ratén

(estudiados extensamente), tanto en

intrones como en exones, pero que

no son locus especificas y a las que

se otorga un papel aGn no definido

(Srivastava y col. 1985). El andlisis de

las distintas secuencias conocidas

correspondientes a distintos genes de

clase I permite la diferenciacion de

"zonas variables" y "zonas

homélogas"; hasta el 80% de los

cambios de bases dentro de las
primeras lleva a cambios de
aminoécidos, mientras que sélo lo
hacen hasta el 35% en las Gltimas,
siendo la frecuencia de mutaciones
idéntica entre ambas (Srivastava y
col., 1985). Los exones 2 y 3 son los
mas polimorficos, y coinciden con el
1° y 2° dominios externos protéicos;
el ex6n 4, que codifica el 3° dominio
(también exterior a la célula) es el
mas conservativo dentro de los
grandes exones (Srivastava y col.,
1985).

2.1.2.2 Los loci para
antigenos clase I no clisicos
(HLA-E, -F, -G, -H)

HLA-E (Kollery col., 1988) fue
el primer gen de clase I diferente a A,
B, C, que se reconocié oficialmente.
Tres grupos diferentes lo
caracterizaron, bien su secuencia

9



genébmica (Koller y col, 1988;
Srivastava y col., 1987) o su
secuencia cDNA  (Mizuno y col,,
1988). Posteriormente fueron
caracterizados y nombrados
oficialmente los genes HLA-G
(Geraghty y col., 1987), HLA-F
(Geraghty y col,, 1990) y HLA-H
(Paul y col, 1987). El andlisis de
secuencias de estos 4 loci diferentes
ha revelado que tenen exones
intactos y por lo tanto pueden
codificar, al menos potencialmente,
para cadenas pesadas de antigenos de
clase I (Figura 6).

HLA-E: La disposicién de intrones y
exones de HLA-E (Figura 6) recuerda
en lineas generales a la de los genes
clasicos de clase I. La diferencia més
importante es la presencia de una
delecién de 5 nucleétidos en el exén
7 que producen un codon de
terminacién y una proteina de clase I
con un aminoécido menos que las de
los loci HLA-B y 4 menos que las de
los loci HLA-A. En cuanto a los
intrones se han encontrado 3
segmentos repetitivos Alu que no
estin presentes en otros genes HLA
de clase I: el primero en la regién 5’
flanqueante del gen, el segundo en el
intrtdbn 5 y el tercero en la regién
3'UT. En cuanto a las sehales
reguladoras se han encontrado la
region CCAAT a -50 y la regi6n
TATAAA a -30 del punto de iniciacién,
pero curiosamente la variacién
TCTAAA de los genes de clase 1
clasicos se ve sustituida por la tipica
TATAAA en HLA-E como sucede en
los genes de clase I murinos.

HLA-G: La organizacién exén/intrén
de HLA-G es idéntica a la de los:
genes HLA-A, -B, -C (Figura 6). Sin.

embargo. el gen HLA-G difiere de los
genes cldsicos en [a existencia de un
codén de terminacién localizado en el
segundo codén del exén 6. Por tanto,
la mayor parte del sexto exén, asf
como los exones 7 y 8 completos no

van a ser traducidos a proteinas. En la
regién reguladora se encuentran las
regiones CCAAT (-50) y TCTAAA, lo
que significa que se han conservado
los elementos promotores clasicos de
los genes HLA-A y HLA-B.

HLA-F: En la tercera linea de Ia
Figura 6 se observa la disposicién de
intrones y exones del gen HLA-F. Su
organizacién y tamario es similar a la
de los genes HLA-A y HLA-B,
presentando como diferencia méis
importante el cambio de la sefial 3’ de
procesamiento del RNA al final del
intrén 6 (AA en lugar de la secuencia
conservada AG). Esta alteracién al
final del intrén 6 puede provacar que
se pierdan todos los nucleotidos del
exon siguiente {exén 7) durante el
procesamiento del RNA para HLA-F.
La regién promotora de HLA-F tiene
las sefiales CCAAT (-50) y TCTAAA (-
30) conservadas de los genes de clase
[ clésicos.

HLA-H: La estructura genética de
HLA-H es también similar a la de los
genes de clase I cldsicos y parece ser
diferente de los genes HLA-E, HLA-F
y HLA-G.

Recientemente (Bodmer y col.
1992) se ha asignado nombre oficial
a un nuevo gen de esta familia: HLA-
J (Ragoussis y col,, 1989). Adem4s se
han determinado a nivel de DNA
diferencias en las zonas flanqueantes,
5y 3’ UT (del inglés: UnTranslated)
que se mantienen junto a grupos de
alelos HLA de clase I: diferencias en el
nGmerc de genes o pseudogenes en
los diferentes haplotipos y diferencias
en cuanto a secuencias reguladoras y
mapas de restriccién {Jordan y col,,
1985, Srivastava y col.,, 1985) '
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FIGURAG6. Organizacién de 3 de los genes de clase | no clasicos. Los exones (cajas coloreadas) se alternan con los intrones
(lineas negras). Se marcan las sefiales de regulacién y diferencias con respecto a los genes clasicos.

2.2 Antigenos de clase Il:

El primer dato que apunté la
existencia de estos antigenos HLA fue el
descubrimiento de la respuesta
linfoproliferativa en cultivos mixtos de
linfocitos (Hirschorn y col, 1963) que
presentaban diferencias en sus antigenos
HLA. Posteriormente se atribuy6 esta
respuesta linfocitaria a determinantes no
detectados seroldgicamente, viéndose estas
reacciones entre hermanos que eran HLA-A
y -B idénticos (Bach y Amos, 1967). El
sistema de antigenos HLA implicado se
denominé HLA-D, resultando muy
polimérfico. En el aGltimo Workshop de
histocompatibilidad se han llegado a describir
26 variantes (Dupont, 1989; véase tabla 1),
empledndose células homocigotas,

principalmente consanguineas, y lineas
celulares T primadas (PLT) para su
identificacion.

Posteriormente se identificaron
antigenos estrechamente relacionados con
aquellos HLA-D, denomindndose HLA-DR (D
Related), mediante inhibiciones de Ia
respuesta linfocitaria en cultivos mixtos por

sueros procedentes de multiparas o
individuos inmunizados con leucocitos (van
Leeuwen y col., 1973). También se

identificaron por reacciones inesperadas de
antisueros anti HLA-A 6 -B con células
procedentes de leucemias linfaticas crénicas
de estirpe B (revision Winchester y Kunkel,
1979). En la actualidad se ha reconocido la
existencia de 18 variantes de estos antigenos
(Dupont, 1989) mediante estudios
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serologicos. Estos mismos estudios definieron
antigenos que parecen representar
especificidades pablicas de los HLA-DR
(Bodmer, 1978) y forman los llamados
antigenos MT, MB, DC. Sin embargo, se
esclareci6 que no eran tales antigenos DR
pablicos, sino verdaderas nuevas series
antigénicas DR52/DR53 y DQ (Tanigaki y
Tosi, 1982; revisién Moller y col., 1985). A la
vez que se discernfia la estructura y
polimorfismo de los antigenos DR y DQ, se
definié (Shaw y col., 1980) una nueva serie
de antigenos HLA de clase II responsables de
una respuesta secundaria acelerada en
cultivos mixtos linfocitarios (SB 6 DP
actualmente).

2.2.1 Estructura de los
antigenos de clase

i
Las moléculas HLA de clase II son
heterodimeros formados de una cadena
pesada a (33-35 kd) y una ligera 8 (26-29
kd), estrecha, pero no covalentemente
asociadas (Figura 7). Cada molécula a 6 8
presenta 4 dominios: 1. un dominio amino
terminal més exterior (@1 y f1) de 85-95
residuos; los dominios B1 son todos
polimérficos y en algan caso los a1 también
(DQa, DPa). 2. un dominio préximo a la
membrana (@2 6 82) de aproximadamente 95
aminodcidos homoélogo a las regiones
constantes de las inmunoglobulinas. 3. un
péptido conector (11-13 amino4cidos) y una
region transmembranal (23 residuos). 4. una
pequena regién intracitopldsmica (8-15
residuos) (Kaufman y col., 1984). Las
distintas cadenas a estudiadas contienen 2
sustituciones de carbohidratos, mientras que
las cadenas S s6lo presentan una
ramificacion de oligosacdridos. Sin embargo,
estas modificaciones post-traduccién no
influyen en el reconocimiento por
aloantisueros de estas moléculas de clase II
(Schackelford y Strominger, 1983). Estas
cadenas a y §§ estan asociadas con una tercer
proteina (31 kd) no polimérfica (denominada
CADENA INVARIANTE) durante su
maduracién citopldsmica, antes de la
formacién del heterodimero en la superficie
celular (Kvist y col., 1982). Las moléculas
HLA de clase II tienen una estructura similar

: MEMBRANA|
({ (i PLASMATICA

CITOPLASMA

FIGURA?7. Representacion esquematica de los antigenos

de clase |l. Los dominios de la cadena a se representan en
verde y los de la cadena B en rojo.

a las de clase 1. Los 2 dominios proximales a
la membrana celular de cada cadena, a2y 52,
son similares a los dominios constantes de
las inmunoglobulinas, asi como al dominio
a3 de las moléculas clase I, y a la 2-m. En
cuanto a los dominios amino-terminales, 81
y al, cabe esperar que formen el sitio de
unién de péptidos antigénicos procesados, ya
que la estructura de las moléculas clase I en
sus dominios @l y a2 de "dimerizacion
intramolecular" es similar a la de "dimeros
intermoleculares" en moléculas con varias
subunidades, Figura 8 (Bjorkman y col.,
1987; Brown y col., 1988).

Las moléculas HLA de clase II, al igual
que las de clase I, permiten a las células T, a
través de su receptor, reconocer antigenos
polipeptidicos procesados, determinando una
baja o alta respuesta inmune dependiente de
su polimorfismo (Benacerraf, 1981; Nagy y
col, 1981; Schwartz, 1985). Por tanto, la
significacion biol6gica del polimorfismo del
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FIGURA 8. Modelo hipotético de la cavidad de unién de péptidos de los antigenos de clase Il. La regién aportada por el
dominio a1 se representa en rosa y la aportada por el dominio B1 en verde.

sistema MHC serfa la capacidad que confiere
a una poblacibn para rivalizar con una
variedad de patégenos y, asi, sobrevivir como
especie.

2.2.2 Region de genes de
clase Il
El mapa actual de los genes HLA de
clase II estd representado en la figura 1, se
extiende aproximadamente unas 900 kb y
contiene  diferentes tipos de genes
funcionales, entre ellos los que codifican para
los antigenos de clase II (Trowsdale y col.,
1992).

22.2.1 Genes que
codifican para
anfigenos de
clase IT

Entre los loci que codifican para
antigenos HLA de clase II o serie HLA-D se
pueden distinguir 5 subregiones o familias
diferenciadas: DP, DN/DO, DM, DQ y DR,

cada una de ellas con al menos un gen para
la cadena pesada (@) y ofro para la cadena
ligera (8) que se denominaran con las letras
mayGsculas A y B, respectivamente.

LA SUBREGION HLA-DP: Es una
de las regiones mas estudiadas, se
extiende unas 100 kb y contiene 2
pares de denes A y B (DPB2, DPA2,
DPB1 y DPAl). Los genes DPAl y
DPB1 esté4n orientados cabeza-cabeza
con sus promotores separados tan
s6lo por una longitud de 2 kb. Estos
genes se han estudiado en detalle y se
conoce su secuencia (Kelly vy
Trowsdale, 1985; Lawrence y col,,
1985). El gen DPB1 tiene la
estructura cldsica de los genes B de
clase 1I (Figura 9), pero hay
evidencias de algunos haplotipos con
patrones de procesamiento diferentes
que originan diferentes dominios
intracitoplasmicos proteicos.  Los
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otros 2 genes de la regién, DPB2 y
DPA2, parecen ser pseudogenes por
diferentes motivos, en los haplotipos
en que se han estudiado (Servenius y
col,, 1984).

LA SUBREGION HLA-DN/DO: Los
genes HLA-DNA y -DOB se
localizaron en sus posiciones
presentes por electroforesis de campo
pulsante, PFGE, (del inglés: Pulsed
Field Gel Electrophoresis). Estos
estudios demostraron que el gen DNA
(Trowsdale y Kelly, 1985) se situaba
préximo a la subregién DP, en tanto
que el gen DOB (Tonelle y col., 1985)
estaba més préximo a la subregion
DQ. Pero, ademaés, los estudios de
PFGE demostraban que la distancia
entre DNA y DOB era superior a 100
kb y por lo tanto parecfa poco
probable que sintetizaran cadenas
capaces de generar heterodimeros a/8.
Sin embargo, muy recientemente se
han encontrado proteinas
heterodiméricas con los productos de
estos dos genes.

LA SUBREGION HLA-DM: Los
dos loci de esta subregién, DMA v
DMB, se han localizado en el sistema
HLA muy- recientemente (Kelly col.,
1991) situados fisicamente entre los
loci de DNA y DOB. Su
caracterizacién ha sido posible tras su
hallazgo previo en el MHC del ratén,
utilizando posteriormente sondas de
ratébn sobre una librerfa de cDNA
humano, A diferencia de los otros
genes de clase II, parecen presentar
un polimorfismo muy restringido o
nulo y la comparacidbn de su
secuencia con la de los genes de clase
Iy I los sitGa en una posicién
intermedia. Del mismo modo, la
estructura proteica de fos productos
de estos genes seria ligeramente
diferente a la del resto de los
antigenos de clase II. Principalmente,
porque en los 2 dominios més
externos hay amino4cidos que pueden
formar mdaltiples puentes disulfuro.

LA SUBREGION HLA-DQ: Ia
subregion DQ contiene 5 genes
diferentes: DQA1, DQB1, DQA2, DQB2
y DQB3. Los genes funcionales de
esta regién , DQAl y DQB1 (Okada y
col, 1985), se disponen también
cabeza-cabeza y no hay evidencia
hasta el momento de la expresién de
los otros 3 genes de la region. Los
genes DQA2 y DQB2 (Jonsson y col.,
1987) poseen secuencias intactas y no
hay datos que demuestren que son
pseudogenes. El gen DQB3 ha sido
descubierto mds recientemente (Ando
y col, 1989) pero tampoco hay

evidencias de su expresién. '

LA SUBREGION HLA-DR: ha sido
estudiada por diferentes grupos (Spies
y col., 1985; Rollini y col, 1985;
Meunier y col., 1986). El consenso de
los datos indica que hay dos genes
DRB expresados en [a mayorfa de los
haplotipos (DRB1 y DRB3 6 DRB4 6
DRB5) y un numero variable de
pseudogenes. Excepcifn a estos datos
son los haplotipos DR1, DR8 y DR10
en los que sélo se expresa un gen
(DRB1). Los pseudogenes se han
definido asi{ por tener deleciones o
codones de stop {DRB2, DRB7 y
DRBS8) pero se considera que pueden
tener un papel importante en
mecanismos de conversibn génica y
no se sabe si son totalmente
afuncionales.

ESTRUCTURA DE LOS GENES
DE CLASE II: Como en otros genes
eucariontes y de modo parecido a lo
que sucede en los antigenos de clase
I, hay una correspondencia entre los
exones de los genes y los dominios de -
las proteinas maduras. En la figura 9
se muestra- el mapa esquemético
tipico de los genes de clase II. Asf, las-
cadenas a se sintetizan por 5 exones,
incluyendo una regién 5 UT y el
péptido lider, los exones para los
dominios @l y @2 y un ex6n 4 para
el péptido conector, la regibn
transmembranal, el dominio
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citopldsmico y parte de la regién
3'UT. El exdn 5 codifica para el resto
de la region 3’UT. Hay algunas
variaciones en los genes de las
distintas subregiones, asi, por ejemplo
RNA mensajero de DQA1 difiere en
longitud de los RNAs mensajeros que
se detectan en el resto de los genes y,
también, en la regién 3’UT; en el gen
DNA el condon de estop se localiza en
el exén 5.

De modo similar, las cadenas
B se codifican por un exén para el
péptido lider, dos exones para los
dominios proteicos f1 y B2, un
cuarto exén para el péptido conector,
el dominio transmembranal y parte
del dominio citoplasmético. Sin
embargo, el resto del dominio
citoplasmaético se codifica en al menos
2 exones mds, con alguna variacién
en las diferentes subregiones.

Los tamanos de los intrones
difieren notablemente, siendo el
mayor de varias kilobases, el que
separa el ex6n del péptido sefial con
el que codifica para el dominio @1. En
los genes B adem4s hay un exén de
gran tamafio, el que separa los exones
que codifican para los dominios 81 y
f2. El intrbn mis pequefio
encontrado se sitGia en el gen DNA a
continuacién del exén que codifica
para el dominio @2 con una longitud
de tan sélo 180 bases.

En cuanto a elementos
reguladores de las regiones
promotoras, los genes de clase II
parece que tienen diferentes
caracteristicas a las del resto de los
genes eucariontes. Los elementos
tipicos como son las regiones "CAT" y
"TATA" parecen estar presentes. Pero

al a2 Tm,Cy

-

3'UT

B8

1 kb

p2 Tm ,Cy Cy 3UT

B

s —&Lt

o .

FIGURA 9. Organizacién de los genes que codifican para las moléculas HLA de clase II. Los exones (cajas coloreadas) se

sitdan entre los intrones (lineas negras).
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por,ejemplo, el candidato a la regién "TATA"
del gen DPB1 se ha visto que forma parte del
ex6tn 5’UT. De modo similar, la posible
secuencia consenso "CAT" estd demasiado
préxima al sitio de iniciacion de la
transcripcién para considerarse equivalente a
la encontrado en las regiones promotoras
convencionales (Trowsdale, 1987).

2222 Genes que codifican
para otras proleinas
Trabajos muy recientes han
localizado nuevos genes en esta
region que no codifican para
antigenos de clase II. Hay un grupo
de genes centromérico a HLA-DP que
incluye un gen de coldgeno (tipo
11A2) y 5 genes de funcién
desconocida (Abe y col., 1988;
Freemont y col, 1991; Hanson y col.,
1991; Hanson y col, 1989). Al ser
centroméricos a HLA-DP puede que
no tengan ninguna relacién con el
Complejo Principal de
Histocompatibilidad, pero estd por
discenir. M4s interesante resulta,
desde un punto de Vvista
inmunoldgico, otro grupo de genes

que se localizan entre los loci HLA-
DNA y -DOB. Hay al menos 3 tipos de
genes diferentes: (1) Los primeros no
tienen relacion aparente con el
sistema inmune y por ejemplo RING3
es homlégo a un gen de Drosophila
que controla la esterilidad de las
hembras (Hanson y col. 1991). (2) los
nuevos genes de clase II, DMA y DMB
(Kelly y col., 1991), ya mencionados
y (3) un tercer grupo de genes que
codifican proteinas involucradas en el
procesamiento de los antigenos,
LMP1 y LMP2 (Kelly y col.,, 1991b;
Glynne y col, 1991) o en el
transporte de péptidos hacia ‘el
reticulo endopldsmico, TAP1 y TAP2
(Trowsdale y col, 1990; Spies y col.,
1990, Spies y col., 1991; Powis y col.,
1992). En la figura 10 se representa
esqueméticamente el papel que se
supone realizan los productos
proteicos de estos nuevos genes, LMP
y TAP, en el procesamiento de los
antigenos que van a ser presentados
por los genes de clase I (Robertson,
1991).

Citoplasma

A2

Antigeno intacto

Proteasoma

Transportadores
de péptidos

Interior del
reticulo
endoplasmico

Bz-microglobulina

Glicoproteina
MHC de clase |

FIGURA 10. Procesamiento de antigenos: papel hipotético que se les atribuye a los transportadores de péptidos
(codificados por los genes TAP) y a las enzimas del proteasoma (codificadas por los genes LMP).

16



2.3 Proteinas y genes de
clase lll

La regién de genes denominados de
clase Il se situa fisicamente entre las
regiones de clase [ y clase I, ocupa unas 800
kb y contiene, al menos, méis de 36 genes
diferentes. Mientras que las regiones de clase
Iy Il contienen gdenes para los antigenos de
trasplante, la region de clase III contiene
genes no relacionados con dichos antigenos
ni con Ja presentacién de péptidos. Alguno de
los genes de esta regi6bn tienen un
polimorfismo moderado en contraste con el
alto polimorfismo observado en los genes de
clase [ y clase II (White., 1989). Podemos
considerar diferentes grupos de genes en esta
regién:

231 Los genes del
complemento y sus
productos proteicos:

La funcién de C2, C3, C4 y Bf
en la activacibn del complemento
puede verse en la figura 11 de forma
esquemdtica. Cabe resaltar que las
dos vias de activacién del C3 y C5
tienen una especificidad y actividades
cataliticas similares. Los componentes
C3 y C4 estén tanto estructural como
funcionalmente relacionados. Las dos
proteinas son glicoproteinas

sintetizadas como una Gnica cadena

polipeptidica de 180-200 kd. Antes de
su secrecién por la célula que las
sintetiza son procesadas rindidendo 2
cadenas (@ 110 kd; 8 75 kd) en el
caso del C3, y 3 cadenas (@ 90 kd; 8
70 kd; T 30 kd) en el del CA. Su
activacién lleva a la liberacién de un

péptido aminoterminal de

aproximadamente 80 residuos de sus

correspondientes cadenas a, con lo

que que quedarfa expuesto un enlace
intracatenario tipo éster. C3, C4 y C5

presentan una secuencia homéloga

que hace pensar en una evolucién
procedente de un gen ancestral
comGn (Porter, 1985). -

Las moléculas del Bf y C2 son

también glicoprotefnas sintetizadas y
secretadas como una Gnica cadena
peptidica de 90-100 kd. Las dos son
setin-proteasas no cldsicas en las que
las cadenas cataliticas formadas tras
su activacién son de
aproximadamente 60 kd (carboxilo-
terminal). Como en el caso del C3,
C4 y C5, los componentes C2 y Bf
son muy similares estructuralmente,
aunque la homologia en sus
secuencias nucleotidicas sélo sea de
un 35% (Porter, 1985).

El ntmero de alelos de cada
locus varfa entre las 4 variantes del
C2 (Meo y col., 1977), 11 del Factor
B (Mauff, 1986), 13 para el C4A, vy las
22 variantes en el locus C4B (Mauffy
col,, 1983). En todos los loci se han -
descrito alelos nulos, delecién o no
expresion, aunque en el Bf nunca en
homocigosis (Bertrams y Mauff,
1985). Utilizando sondas de cDNA

- (complementary DNA) se ha logrado

construir el mapa genémico de estos
genes y su orden (Figura 1): C2-Bf-
C4A-C4B en un segmento de 98 kb
(Carrol y col, 1984). El orden de
estos genes HLA de clase ‘Il con
respecto a HLA-B serfa HLA-B-C2-Bf-
C4A-CAB-HLA-DR (Olaisen y col,
1983; Carrol y col., 1984; Marshall y
col., 1984; Abbal y col,, 1987; Carrol-
y col., 1987) '

El altisimo polimorfismo
hallado en los antfgenos HLA de clase -
I, T yv IlI se encuentra en parte
limitado por wun fen6émeno de
agrupacién de variantes. Es el
denominado "desequilibrio  de
ligamiento" (Awdeh y col., 1983) por
el que se ha observado la asociacién -
de alelos particulares juntos, en un

mismo cromosoma o ‘“haplotipo

extendido”, con una frecuencia mayor

‘a la esperada segGn la frecuencia

individual de los alelos en la
poblacién general.
- Dentro de los antigenos HLA

~ de clase III, en C4 se ha encontrado,

al igual que en la regién DR de clase
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FIGURA 11. Pasos fundamentales en la cascada de activacién del complemento. Se observa que las proteinas codificadas
en la regién HLA (C2, C4 y Bf) juegan un papel importante en la cascada de activacidn: la activacidn del componente C3.

II, polimorfismo del nimero de genes, tanto
con la aparicion de deleciones como de
duplicaciones (Mauff y col., 1990). Los alelos
nulos del C4 parecen ser debidos a 3
distintos fenémenos: 1. delecién de cualquier
gen C4A 6 C4B, que usualmente ocurre
junto a la delecion del gen de la 21-
hidroxilasa que le acompana (21-OHA 6 21-
OHB) (Carrol y col., 1985). 2. no expresién
de genes con alguna mutacibn aGn no
establecida. 3. expresién de alelos idénticos
en los dos loci del C4 por homoduplicacién
(Yu y Campbell, 1987).

La deficiencia de C2 es el
desorden genético mas frecuente de
las protefnas del complemento en el
hombre (Mortensen y col., 1980). En
los individuos con esta deficiencia se

desarrollan habitualmente
(aproximadamente en el 40% de los
casos) enfermedades relacionadas con
inmunocomplejos (Rynes, 1982). La
base por la que estos individuos
enfermarian parece estar relacionada
con la observacion de que Ia
solubilizacion y aclaramiento de
inmunocomplejos requeriria un
depbsito efectivo de moléculas
activadas del C3 en aquellos mismos
complejos (Takahashi y col., 1980).
En el C4 se ha descrito una
diferencia funcional entre los dos
isotipos C4A y C4B, en su capacidad
hemolitica tras. su  separacién
electroforética en muestras
desializadas (Awdeh y Alper, 1980).
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Las moléculas de C4AB son mucho
mads hemoliticas que las de C4A. Esta
diferente funcionalidad es debida a
que CAB se une de 2 a 3 veces més
ripidamente mediante un enlace éster
(grupo acilo) a polisacaridos
(membrana celular) o glicerol,
mientras que sucede lo contrario en
cuanto a la unién a protefnas
mediante un enlace amido (Isenman
y Young, 1984; Law y col., 1984).
La molécula de proC4
contiene un total de 1722
amino4cidos en los que s6lo aparecen
15 cambios entre los dos isotipos y
sus diferentes variantes alélicas. Sin
embargo, este niimero tan pequefio
de wvariaciones en la estructura
primaria serian las responsables, al
menos  aparentemente, de las
numerosas diferencias en la
reactividad de la unién tioéster, en la
carga eléctrica y en la antigenicidad
(grupos sanguineos Chido y Rodgers)
de los diferentes alelos del C4 (Porter,
1985). El rango de reactividad
encontrado entre los distintos alelos e
isatipos del C4 junto con el hecho de
que una mayorfa de individuos son
heterocigotos para C4 y tienen entre
3 y 5 formas distintas de C4 en
circulacién, podrfa ser ventajoso al
asegurarse una activacién répida del
complemento en presencia de
microorganismos  extrafios con
diferentes estructuras en su
superficie. Ademds, la carencia de esta
heterocigosidad podria ser
ocasionalmente desventajosa,
aumentando el riesgo de fendmenos
autoinmunes o de patologias por
inmunocomplejos (Porter, 1985).
Estos tres componentes del
complemento, C2, C4 y Bf, estin

codificados por genes dentro del MHC

del hombre, ratén, y sin duda de
muchos mamiferos. En el genoma se
encuentran asociados tan

estrechamente que no se han

encontrado sobrecruzamientos entre
ellos (Porter, 1985). Las moléculas de
C2 y Bf estin codificadas por un

Gnico gen, mientras que las del C4 lo
estin por, al menos dos genes
préximos entre sf (O'Neill y col,
1978), aunque hay variabilidad de
unos haplotipos a otros con respecto
al namero de genes de C4. Los dos
genes de C4, CAA y C4B, estin
separados por 10 Kb y situados a 30
kb de distancia de un unico gen del
factor B y de C2.

Los genes de C2 y Bf estin
muy proximos, de modo que el
extremo 3’ del gen de C2 queda a tan
sblo 421 bases del punto de iniciacién
de transcripcién del gen de BE. El gen
del factor B se extiende 6 kb en tanto
que el de C2 ocupa 18 kb. La gran
diferencia de longitud entre estos dos
genes se debe a diferente fongitud de
sus intrones, ya que los RNAs
mensajeros y las proteinas son muy
similares fanto estructural como
funcionalmente. Se piensa que estos
dos genes provienen de la duplicacién
de un gen ancestral que debi6 ocurrir
hace ya mucho tiempo, puesto que
sus productos proteicos sélo
presentan una homologfa del 39%.

Los 2 denes para C4, C4A y
C4B, presentan, en cambio, una

‘homologia de un 99% y se cree que

proceden de una duplicacibn mas
reciente. Los RNAs mensajeros son de
55 kb de longitud y la regién
gendmica que ocupan puede ser de

- 16 0 22 kb (formas "cortas" o "largas"

del gen) en el caso de C4B y de 22
Kb en el caso de C4A. Esta diferencia
de longitud se debe a una delecion de
7 kb en uno de los intrones del gen
(Carroll y col., 1985). La estructura
gendmica completa se ha descubierto
recientemente (Yu y col., 1991) y se

- sabe que el gen consta de mas de 28

exones e intrones (Figura 12).
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TNF

Los Factores de necrosis
tumoral (TNFa y B) son secretados
por los macrofagos y linfocitos T
durante la respuesta inflamatoria,
respectivamente. TNFa, como otras
linfocinas (interferon, interleucina-1)
tiene un amplio rango de efectos en
las células implicadas en respuestas
inflamatorias: activacién de linfocitos
T y B, estimulo de produccion de
radicales téxicos del oxigeno en
granulocitos. También se ha
comprobado que tiene un efecto
citotéxico directo sobre células
tumorales; por Gltimo, TNFa parece
estimular la transcripcion de los
genes de clase I, modulando por tanto
la respuesta inmune.

TNFR debe tener propiedades
muy similares a TNFa, aunque se
caracterizd inicialmente por su accion
citotéxica "in vitro" frente a
determinadas lineas celulares. TNFa
se produce "in vitro" por macréfagos
estimulados con lipopolisacéridos
bacterianos, en tanto que TNFR lo
producen linfocitos activados por

0‘ 1.0 kb
Exén n® 5 10 15 20 25 30 35 40
TS T S S °
snnninrin s nenm-o nitieel 1+ b el
C4a C4d
1a, e
: A | |
B (656 a.a.) a (770 a.a.) y (292 a.a.)
FIGURA 12. Organizacién intrén/exén del gen de C4 humano.
diferentes mitégenos.
2.32 Genes para linfocinas: TNFa es wuna cadena

polipeptidica sintetizada en forma de
pro-TNFa, con un péptido lider de 76
amino4cidos. La proteina madura
contiene 156 residuos y tiene un peso
molecular de 17 KD; su RNA
mensajero correspondiente tiene 1.6
Kb. En tanto que TNFf es codificado
por un mensajero de 1.3 Kb, y la
proteina sintetizada tiene un péptido
sefial de 34 residuos; la forma
secretada tiene 171 amino4cidos y un
peso molecular de 19 kD. TNFf se
glicosila "in vivo", de modo que el
peso real observado es de 25 kD. La
homologia entre estas dos proteinas
es de un 35%.

Estas linfocinas estdn
codificadas por dos genes, TNFA y
TNFB, que se sitGan en la regién de
clase III del sistema principal de
histocompatibilidad (White., 1989).
Cada uno de los genes TNF es de 3
kb de longitud y contiene 3 intrones.
La presencia de estos genes dentro
del sistema HLA fue demostrada por
la técnica de Southern-blot. Estos
experimentos localizaron la presencia
de los genes TNF en la regién entre
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HLA-A y HLA-DR (Spies y col., 1986)

2.3.3 Genes para enzimas: 21-
hidroxilasa (CYP21)

La hormona esteroide cortisol
es sintetizada, a partir del colesterol,
en el cortex adrenal por mediacién de
5 pasos enzimaticos, 3 de los cuales
suponen hidroxilaciones en las
posciones 11, 17 y 21. La hidroxilasa
de la posicibn 21 es un citocromo
P450 y el RNA mensajero que la
codifica tiene una longitud de 2 kb.
Su estructura genémica es bastante
compacta, conteniendo 10 exones en
una longitud total de 3.1 kb. El gen
de la CYP21B, que es el funcional, se
localiza muy proximo al de C4B y se
transcribe en la misma direccion. El
gen CYP21A, se sitia de modo
andlogo muy proximo al de C4A
(Carroll y col., 1985b). Aunque los
genes CYP21A y CYP21B son
homblogos en el 98% de los exones,
el gen CYP21A es un pseudogen
debido a varias mutaciones deletéreas.

2.3.4 Genes para proteinas de
shock: HSP70 (Hsp70-1 , -

2 ,-HOM):

Se han encontrado hasta el
momento 3 copias del gen para las
proteinas principales inducidas por
shock térmico, HSP70 (del inglés:
Heat Shock Proteins). Estos genes
fueron mapeados a unas 32 kb del
gen de C2 (Sargent y col., 1989b).
Como los anédlogos de HSP70
resultan ser antigenos muy comunes
en infecciones bacterianas vy
protozoarias, este hallazgo puede
tener grandes implicaciones con
respecto a las enfermedades asociadas
al sistema HLA. Ya que la exposicién
a los andlogos de la HSP70 puede
suponer alteraciones en el sistema
inmune en cuanto a la diferenciacién
entre lo propio y lo no propio.

Estudios muy recientes
(DeNagel y Pierce, 1992) han
demostrado que el ensamblaje entre
los péptidos procesados y las
moléculas HLA de clase II por las
células presentadoras de antigenos es
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FIGURA 13. Acciones postuladas pra las proteinas Hsp-70 y miembros de la familia de las chaperoninas durante el
procesamiento de péptidos que van a ser presentados por antigenos de clase |l.
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mucho més eficaz que el que se
podria predecir por estudios de unién
de péptidos a antigenos clase II
purificados. Una posible explicacién de
esta discrepancia es que alguna
proteina catalice positivamente este
proceso dentro de las células
presentadoras de antigeno. Las
proteinas propuestas para esta
funcién son las Hsp-70 y otros
miembros de su familia (familia de las
"chaperoninas"), y el mecanismo
propuesto se esquematiza en la figura
13.

2.3.5 Genes para proteinas con
elementos repetitivos: RD

y OSG:

El gen RD se identifico
primeramente en el MHC de ratén y
utilizando sondas de cDNA se localizd
su posicidn en el sistema HLA. La
proteina para la que codifica tiene 42
kD y no presenta homologfa con
ninguna otra proteina conocida. Pero
el polipéptido deducido de la
secuenicia de cDNA tiene una alta
proporcion de residuos cargados y
carece de seflal hidrofébica y de
péptido lider. Por tanto, esta proteina
no va a ser secretada y no va a estar
localizada en membranas celulares o
mitocondriales. Su nombre deriva de
la existencia de 52 repeticiones de un
dipéptido en su regién proteica
central que suele ser arginina (R) -
acido aspértico (D). El gen RD (Levi-
Strauss y col., 1988) se franscribe en
direccién opuesta a como lo hacen C2
y C4. Recientemente se ha localizado
otro gen que codifica la hebra opuesta
del CYP21B, denominado OSG (del
inglés: Opposite Strand Gene) y cuya
proteina esti caracterizada por la
presencia de 3 segmentos repetitivos

de una longitud e 100 amino4cidos

(Morel y col,, 1989),

2.3.6 Genes para proteinas de
funcion desconocida: BAT

y G:

Trabajos recientes (Spies y
col,, 1989) han localizado un grupo
de genes en la zona del MHC que se
sitGa entre el locus HLA-B y los
genes de complemento, por lo tanto
dentro de la regién de clase III. Este
grupo, que contiene un minimo de 8
loci diferentes se ha denominado BAT
(del inglés B Associated Transcripts) 6
genes G, dependiendo del grupo que
los ha ido describiendo, v se han .
numerado del 1 al 18. La estructura y
funcién de dichos genes sigue siendo
desconocida hasta el momento
presente. Pero su localizacién en las
proximidades del locus HLA-B nos
puede hacer preguntamos si las
asociaciones que se han encontrado
de enfermedades con alelos del locus
B (como HLA-B27 con la espondilitis
anquilosante} es debida a los
productos del locus B en sf o a genes
préximos. Dentro de esta dltima
posibilidad, los genes BAT podrfan
tener alguna respuesta cuando se
conozca su funcién. Los genes G que
son coincidentes con los BAT, son
también de funcién desconocida en
su mayorfa. Dos de ellos, como G2 y
G3 se corresponden con BAT2 y
BAT3, codifican para proteinas ricas
en prolina. El gen G7a codifica para la
sintetasa del vanyl-tRNA (Sargent y
col., 1989; Spence y col., 1989).
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3. Polimorfismo del sistema HLA:

El sistema HLA es extremadamente
polimérfico; es decir, presenta una elevada
cantidad de variantes alélicas para cada uno
de sus loci genéticos. Esta caracteristica hace
que dos individuos, sin ser parientes, tengan
escasisimas posibilidades de ser HLA-
idénticos, por no decir nulas. Ademas del
polimorfismo dentro de los loci, existe en
algunos casos, el polimorfismo denominado
de "dosis" génica, pues también puede haber
variaciones en el ndmero de gdenes en
diferentes cromosomas.

Finalmente, con el desarrollo de las
diferentes técnicas de ‘"tipificaciéon™ del
sistema HLA, se ha ido observando un
polimorfismo cada vez mayor, segin se
profundizaba progresivamente en el
conocimiento del sistema. Asf, el nGmero de
variantes que se detectan por serologia es
menor que las que se detectan por
fragmentos de restriccion de longitud
polimérfica (RFLP), que a su vez es menor
que el que se puede detectar si se secuencia
el DNA de los diferentes alelos.

31 Polimorfismo
seroloégico del

sistema HLA:

Para que un alelo sea
reconocido por las técnicas de
serologfa es necesario que haya
disponibles a nivel internacional
sueros policlonales o monoclonales
que permitan el reconocimiento de
dicha especificidad en diferentes
laboratorios. Estas nuevas
especificidades se reconocen cada
cuatro afios en los Talleres
internacionalesdeHistocompatibilidad
(Dupont, 1989; Bodmer y col., 1992).
La lista mas completa y reciente de
especificidadesseroldgicasreconocidas
se recoge en la Tabla 1 (Bodmer y
col.,, 1992). De los loci citados en la
tabla, sélo HLA-A, -B, -C, -DR y -DQ
se tipifican por las técnicas de
microlinfocitotoxicidad estandar, en
tanto que Dw se tipifica en cultivo

mixto de linfocitos frente a un panel
de células homocigotas de tipaje y DP
en respuesta a cultivo secundario.

El comité intermacional de
Histocompatibilidad ha decidido
asignar sélamente nombre oficial a
aquellos patrones de reaccién
serolégicos que correlacionen con
secuencias de DNA, ya que puede
haber patrones de reaccién cruzada
entre diferentes antigenos, por
compartir estos los denominados
"epitopos" o pequefias trozos de
secuencia de aminoécidos dentro del
antigeno.

Concentriandonos en la regién
DR, se observa en la Tabla 1, que hay
al menos 21 wvariantes del locus
principal, HLA-DRB1, numeradas del
1 al 18, siendo alguna de ellas
subdivisiones que se han encontrado
recientemente de otras definidas
antafio (como DR11 y DR12 que son
subtipos de DR5; por tanto DR5 no es
en s{ un alelo, sino un conjunto de
alelos diferentes).

3.2 Polimorfismo
genético de
restriccion (RFLPs)
Con la introducciébn en 1975

de la tecnologia de Southem
(Southern, 1975), se pudieron
comenzar a estudiar los denominados
polimorfismos de "presencig/ausencia”
de lugares de restricciébn (es decir
fragmentos especificos de secuencia
que son reconocidos por
endonucleasas de restriccién). Si en
un DNA determinado estaba presente
el lugar de reconocimiento para la
enzima, ésta cortaba y al revelar con
una sonda para el gen en estudio se
observaba un patrén de fragmentos
diferente que si el lugar especifico
para dicha enzima estaba ausente. En
el fondo, este tipo de tecnologia es
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Tabla 1

Especificidades HLA reconocidas, 1992

A B c D DR nle} DP
A1 BS Cw1 Dw1 DA oat DPW1
A2 B7 Cw2 Dw2 DR103 DQ2 DPw2
A203 B703 ows Dw3 DR2 DQ3 DPwa
A210 B8 Cwd Dw4 DR3 DQ4 DPw4
A3 B12 Ows Dw5 DR4 DQS(1) DPw5
A9 B13 Cwé Dwe DR DQ6(1) DPwE
A10 B14 w7 Dw7 DR6 DO7(3)
Al1 Bis Cw8 Dw8 DR? DQB(3)
Al9 B16 Cwaw3) Dwa DR8 DQe(s)
A23(9) B17 Cwi0w3) Dw10 DR9
A24(9) B18 Dw1t(w?) DR10
A2403 B21 Dwi2 DR11(5)
A25(10) B22 Dw13 DR12(5)
A26(10) B27 Dw14 DR13(6)
A28 B35 Dwis DR14(g)
A29(19) B37 Dwi6 DR1403
A30(19) B3a(16) Dwi7(w7) DR1404
A31(19) B39(16) Dw18(W8) DR15(2)
A32(19) B3901 Dw19(wt) DR16(2)
A33(19) B3902 Dw20 DR17(3)
A34{10) B40 Dw21 DR18(3)
A36 B4005 Dw22
Ad3 B41 Dw23 D51
AB6(10) B42
AB8(28) B44(12) Dwa4 DRS2
AB9(28) B45(12) Dw25
A74(19) B48 Dw26 DR53
B47
B48
B4g(21)
B5O(21)
B51(5)
B5102
BS103
B852(5)
B53
B54(22)
BS5(22)
B56(22)
B57(17)
B58(17)
B59
B60(40)
B861(40)
B&2(15)
B63(15)
B54(14)
B65(14)
B67
B70
B71(70)
B72(70)
B73
B75{15)
B76(15})
B77(15)
B7801
Bwé
Bwé
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FIGURA 14. Patrones de restriccién (RFLPs) en las diferentes células homocigotas de tipaje.
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una aproximacién, aunque grosera, a

la secuenciacién de DNA.

Con la aplicacién de estas
técnias al sistema HLA y més en
concreto a los genes de clase II
(Bidwell y Jarrold, 1986; Bidwell y
col., 1987; Bidwell, 1988), Ia
tipificacién de los antfgenos HLA-DR
es mas fiable que con las técnicas
serol6gicas, pero lo que afin es més
importante, se definen nuevos alelos,
que por serologia

pasaban inadvertidos (asi, por ejemplo
el alelo DR13 serol6gico se subdivide
en al menos 4 subtipos genéticos:
13a!, 13a% 13a* y 13b). Para
conseguir estos patrones “sencillos"
fue necesario dejar de utilizar sondas
de cDNA completas y utilizar sondas
cortas como pRTV1 (Bidwell y Jarrold,
1986),

Los patrones caracteristicos
que se pueden obtener en células
homocigotas de tipaje se sumarizan
en la figura 14. Un dato muy
llamativo de esta técnica, aparte de la
claridad de interpretacién de
resultados, es el diferente nGmero de
bandas que se obtienen en las
diferentes células. Asi, por ejemplo, en
las células DR8 s6lo se obtiene una
banda, 2 handas en las células DR1 y
DR10, 3 bandas en las células DR2,
DR3, DR5 y DR6 y 4 bandas en las
células DR4, DR7 y DR9. Segtin se ha
ido conociendo el sistema HLA, se ha
podido comprobar que este nGmero
de bandas coincide con el nGmero de
genes HLA-DRB existentes en cada
cromosoma si se excepta DR1, DR2
y DR10, que presentan una banda
més que el nGmero de genes que se
conoce.

3.3 Polimorfismo
genético de

secuencia de DNA
Con la descripci6n y desarrollo

de la determinada tecnologfa PCR
(Saiki y col,, 1985), el estudio del

sistema HLA se ha revolucionado en
el sentido de que es relativamente
sencillo obtener un elevado nGmero
de copias de un gen determinado y
utilizar posteriormente estas copias en
técnicas de tipaje con oligosondas o
mediante secuenciacién de DNA. Esto
ha permitido que en los Gltimos afios
se hayan secuenciado muchos alelos
de los diferente loci HLA. En
concreto, en la regién HLA-DR se han
obtenido hasta la fecha (Marsh y
Bodmer, 1991) més de 50 secuencias
diferentes para los diferentes loci
HLA-DRB: A7 del gen DRB1, 4 del
gen DRB3, 1 del gen DRB4 y 4 del
gen DRB5. En la figura 15 se muestra
la traduccién a proteinas del exén 2
de todos estos alelos. En el exon 2
(que codifica para el dominio NH2
terminal) de los genes DRB se han
localizado 3 regiones "hipervariables"
concretas, apoyando la idea de
conversién génica (Wu y col,, 1986)
como potenciadores del polimorfismo
HLA: I° nuclebtidos -4 al 29
(residuos aminodcidos 4 al 14); 2°
nucledtidos 63 a 79 (residuos 26 al
37); y 3° nucledtidos 186-209
(residuos 67 al 74) (Korman y col,,
1985; Bell y col., 1987; Bidwell y col.,
1989), como se representa en la
figura 15,

3.4 Polimorfismo de

"dosis" génica:

Hemos venido apuntando en
apartados anteriores, que adem4s del
polimorfismo de alelos dentro de los -
diferentes loci HLA, en dos regiones
concretas (C4 y HLA-DR) se ha
detectado un polimorfismo de "dosis"

- génica, es decir, de variabilidad en el

namero de genes de un cromosoma
a otro.

3.4.1 El caso de los genes
de C4: :
Cuando en 1978 se

describi6 la existencia de 2 loci

genéticos para la proteina de
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FIGURA 15. secuencias del dominio B1 de las diferentes proteinas HLA-DR conocidas. Las regiones hipervariables 12, 22
y 32 estan sombreadas en verde, amarillo y rosa, respectivamente.
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C4 (O’Neill y col., 1978) se observd
que era Dbastante frecuente la
ausencia, al menos en caucasoides,
del locus C4A 6 C4B en algunos
cromosomas, si bien no se detecté la
ausencia de los 2 loci
simultdneamente. Posteriormente se
observ6 que estas ausencias eran en
su mayoria debidas a la delecién o
pérdida de 28 kb de DNA en la regién
de C4, y que estas deleciones no sélo
afectaban a uno de los genes de C4
sino, también, al gen de la CYP21

genes de C4 en lugar de las 2
habituales (Raum y col., 1984). En la
figura 16 se muestra un modelo de
recombinacién desigual que podria
explicar la existencia de haplotipos
con delecién y duplicacién. Como las
recombinaciones ocurren,
habitualmente, en los lugares de
unién entre segmentos homaélogos y
no-homoélogos, es probable que el
intrén de 6.5 kb ausente en los C4B-
"short" pueda tener un papel en estos
mecanismos de recombinaciones

correspondiente (A 6 B) (Carroll y desiguales.
col., 1985b). Paralelamente, se
detectaron otros haplotipos
(cromosomas) donde habia 3 dosis de
21-OH 21-OH
b
2 4R A Eaon
21-OH B 21-OH
aly Cc4A A CaB H B2
RECOMBINACION
NO HOMOLOGA
, 21-OH
ﬁ,,.v__év.-«_ﬁ C4_B‘JM B b
21-OH 21-OH 21-0OH
: 3 R frean] = b’
1 C4A HA CsA HAH €8 HB}——

3.4.2 El caso de la region HLA-

DR
En la region HLA-DR se
observa todavia una mayor

variabilidad en el namero de loci DRB
que la observada en el caso de CA4.
Asi, los cromosomas donde el locus

FIGURA 16. Mecanismo de recombinacién no homéloga que origina cromosomas con 1y 3 genes de C4.

DRB1 codifica para los antigenos
DR3, DR5 6 DR6, tienen una
estructura muy similar, con dos
genes DRB activos (DRB1 y DRB3,
que codifica para la proteina DR52) y
un pseudogen DRB (denominado
actualmente DRB2; Rollini y col,
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1985). Este pseudogen, DRB2, ha
perdido el ex6n 2 completo. Este
grupo de cromosomas se denomina
"Grupo del DR52" .

De modo similar, los
cromosomas cuye gen DRBI codifica
para las proteinas DR4, DR7 6 DR9,
poseen una estructura genética muy
similar con 4 diferentes genes DRB: 2
activos (DRB1 y DRB4, que codifica
para la proteina DR53) y dos
pseudogenes (recientemente
nombrados como DRB7 y DRBS:
Bodmer y col., 1992). Este grupo de
cromosomas, en conjunto, se
denomina "Grupo del DR53". Uno de
los pseudogenes de este grupo carece
de exdn 2 completo, pero el otro tiene
una estructura genética
aparentemente normal. Pero ademés,
y muy préximo al gen DRA, se ha
encontrado en estos cramosomas una
region que podria corresponder con
un ex6n 2 suelto (Meunier y col,,
1986; Haas y col., 1987); este exdn ha
sido recientemente nombrado como
DRB9 (Bodmer y col., 1992).

Los cromosomas cuyo gen
DRB1 codifica para protefnas DR2
tienen una estructura similar a los del
grupo del DR52, con 2 genes activos
(DRB1 y DRBS, que codifica para la
protefna denominada DR51) y un
pseudogen (Kawai y col, 1989). Este
pseudogen se ha catalogado como tal,
porque aunque contiene exén 2,
carece de promotor, lo que hace que
esta denominacién no sea definitiva.

Por otra parte, los
cromosomas cuyo gen DRBI1 codifica
para proteinas DR1 6 DR10 parecen
tener sélo un gen activo, pero se sabe
por los datos de RFLPs que deberfan
tener 2 genes (Bohme y col., 1985).

Este gen "perdido" podria ser un

pseudogen, pero no se sabe con
certeza. _

- Finalmente, los cromosomas
cuyo gen DRB1 codifica  para
proteinas DR8 tienen la estructura
genética mads sencilla, con un Gnico
gen (DRB1). Este dato correlaciona,

nuevamente, con que se obtenga una
Gnica banda de restriccién en los
estudios de RFLPs. Pero en cambio,
se sabe que, por serologfa, las células
DR8 cross-reaccionan con los sueros
del grupo del DR52. Esta aparente
contradicci6n se puede comprender si
se piensa que estos cromosomas
proceden del grupo DR52 habiendo
sufrido una delecién que incluya el
extremo 3’ del primer locus (DRB1),
el segundo locus completo (DRB2) y
el extremo 5’ del tercer locus (DRB3)
(Gorski, 1989); de modo que su Gnico
locus es un hibride DRB1-DRB3, lo
que explica sus reacciones serol4gicas
cruzadas con el grupo del DR52.

Un resumen esquemdtico de
los diferentes tipos de haplotipos
enumerados se representa en la figura
17.

3.5 Posibles origenes
del polimorfismo del

sistema HLA

El elevado polimorfismo
encontrado en los loci del MHC
funcionales, sitla a este sistema
totalmente aparte de ofros genes
conocidos. Se podria pensar, por
tanto, que hay unas fuerzas de
seleccibn  natural "especificas"
actuando sobre el MHC. Por
supuesto, los loci del MHC sufren
seleccién -negativa (purificacién de
alelos mutantes no funcionales) como
el resto de los genes, pero esto no
serfa suficiente (Klein y col., 1990).
éSe produce en este sistemna genético
algtn tipo de seleccién positiva, que
de ventaja a los individuos
heterocigotos para los diferentes loci?
Hay bastantes controversias a este
respecto: evidencias en contra de esta
supuesta seleccién positiva (Trowsdale

-y col,, 1989) y estudios estadisticos

que se inclinan a favor (Hughes y
Nei, 1988). . '
- Por otra parte, algunos
investigadores han postulado que la
generacién de polimorfismo dentro de
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FIGURA 17. Dosis génica en los diferentes haplotipos HLA-DR.

estos genes es debida principalmente a
fenémenos de "conversion génica" o
recombinaciones no homélogas (Weiss y col.
1983). Sin embargo, estos mismos
fenémenos podrian indicar justo lo contario,
es decir que se estd manteniendo la estrecha
homologia que se ha demostrado que existe
entre los distintos genes HLA tanto de clase
I como de clase II.
En lo que si estdn de acuerdo
los diferentes investigadores, es que
tal cantidad de polimorfismo como se

observa en algunos loci, no puede
haber aparecido después de la
especiacion humana. Esto es, algunos
alelos del sistema son mas antiguos
de lo que lo es la propia especie. Y a
esta teorfa de evolucion, generacién y
mantenimiento del polimorfismo a
través de las barreras entre especies se
la ha denominado Evolucién Trans-
Especie (Klein., 1987).
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Basandonos, como se ha comentado en la introduccién, en dos datos
experimentales conocidos, esto es: la presencia de RFLPs adicionales en
haplotipos con menor nimero de genes conocidos (DR1, DR2 y DR10) y la
existencia de "variantes" de HLA-DR definidas por RFLPs pero con secuencia

desconocida (DR13b), los objetivos fundamentales del presente trabajo fueron:

1 Identificar la secuencia de nucledtidos de variantes de HLA-DR
definidas por serologfa y/o RFLP, y en concreto la del alelo HLA-

DR13b.
2 Caracterizar la presencia y obtener ia secuencia de los genes o
pseudogenes HLA-DRB desconocidos que se detectaban por RFLPs

en los cromosomas DR1, DR2 y DR10.

3 Una vez caracterizados dichos genes, estudiar su polimorfismo (si

existe) y su distribucion en los diferentes cromosomas HLA-DR.
4 Determinar si estos loci DRB hailados son genes o pseudogenes.
5 Completar el mapa genético de la regién HLA-DR en los diferentes

cromosomas HLA y estudiar los posibles mecanismos evolutivos que

han dado lugar a las diferencias en nGmero de genes observadas.
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1. Preparacion de las disoluciones empleadas

ACRILAMIDA 40%

Para 100 ml de preparacin, pesar:
-38 g de acrilamida
-2 g de bis-acrilamida

disolver por agitacién magnética a lemperatura ambiente
en unos 90 ml de agua bi-destilada, Afiadir 10 g de resina de
intercambio idnko y dejarl actuar durante 30 minutos. Fillrar por
0.2 pm y enrasar a 100 inl con agua bi-destilada.

AMPICILINA
(20 mg/ml)

-Disolver 500 mg de Ampicilina en 25 m] de Titano! al
80%
-la dosis para cultivos liguidos serd (concentracién final:
50 pg/ml);

*1.25 plpara 5 mlde LB

*“1.5 ml para 600 ml de L3

*3.5 ml para 1.4 litos de M9
-Para cullivos en placa: 100 pl por placa

dA MIX (Taq)

125 pM dATP
500 uM dCTP
-750 pM d-c'GTP
-500 uM dTTP

dC MIX (Taq)

-500 pM dATP
-125 uM dCTP
-750 gM d-c’CTP
-500 puM dTTP

dG MIX (Taq)

-500 pM dATP
-500 M dCTP
-188 pM d-c'GTP
-500 uM dTTP

dT MIX (Taq)

-500 pM dATP
-500 pM dCTP
750 pM d-C'GTP
-125 uM dITP

dNTP MIX (Sequenasa)

-2 mM dATP
-2 mM dCTP
-3 mM dc'GTP
-2 mM dTTP

BPB 5x

-Tris, pH 7.6, 50 mM

-EOTA 50 mM

-8DS 0.5%

-BPB {azul de bromolenol) 8,1%
-Sacarosa 410 %

FORMAMIDA DESIONIZADA

1dfa de uso, pesar 5 g de resina AG 501-X8 (Biorad, cat.
ref, 1426425} por cada 100 ml de formamida, Agilar con
imin duranle 30 minulos, Eliminar la resina fillrando por
papel filtro normal,

"MAGICO" DENHART 50x (100%)

Para 200 ml:

1. Preparar 100 ml de BSA al 2% del siguiente medo:
-2 g de 3SA en 80 ml de agua bi-destilada
-ajustar el ptl a 3.0 con HCI 2N
-hewir durante 15 minulos
-poner en hiclo 10 minutos
-ajustar sobre el el hiclo, el piH a 7.5 con
NaOH
-enmsar con agua hasta 100 mi

2. Preparar 100 ml de PVP 40 al 2% /Ficoll (400) al 2%.
Autoclavar 30 minutos a 100°C,

3 Mezclar los 100 mi de cada una de las soluciones
anleriores, Fracclonar y conservar congelado a -20°C
hasta su uso.

MEDIO RICO LB

-Pesar en un erlenmeyer:
-G g de Bacle-triplona
-3 ¢ de Bacto-Yeast Extact
-6 ¢ de NaCl

-Disolver con agua destilada y ajustar el pH a 7.5 con
NaOI 2N.

-Auslar el volumen final a 600 ml

-Autoclavar

MEDIO MINIMO M9

-Pesar en un erlenmeyer:

-8.4 ¢ de Na,HPO,

A2 g de KH,PO,

0.7 gt de NaCl

.14 g de NH,CI

-1.0 ¢ de Casaminoicidos

-Disolver en agua bi-destilada y ajustar el pH a 7.3 con
NaOH 2N.

-Enrasar a 1.4 litros
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-Aufoclavar

-Afiadir, filtrando a través de un fllvo Millex-022, I
siguiente mezcla:

-2.8 ml de MgS0, 1 M
-0.]4 mlde CaCl 1 M
-9.33 m! de Glucosa al 30%

MEDIO LIQUIDO TY 2x

Para preparar 1 litro, pesar:
-16 ¢ de Bacto-tryptona
-5 ¢ de Baclo-Yeast extract
-5 ¢ de NaCl

ajustar el pH a 7.2-7.4 con NaOH 2 N

OLB 5x
(Oligomer labelling buffer 5x)

~Solucidn "O"

-Tris, pH 8.0, 1.25 M
-MgClL 0,125 M
Conservara 4°C

-Solucién "A"

-1 ml de solucién *0"

=18 ul de beta-2-mercaptoetanol 3M

-5 ul daTP*

-5 pldGTP*

-5 pldTTP*

* Cada nucledtido trifosfato

previamente disuelto a 0.1 M en
Tris, pH 7,0, 3mM / EDTA 0.2mM

Consewar a -20°C

-Solucién "B

Hepes 2 mM Hevado a pH 6.6 con NaOH 4M
Conservar a 4°C

-Soluclén "CH

Hexadeoxinuclkestidos (Pharmacia cal. no.
2166) resuspendidos en Trls, pH 7.0, 3MM /
EDTA 0.2 mM a una concenbraclén de 90
unbades épticas (OD) por mllilitro,
Conservar a -20°C

~Preparacidn del QL1 5x:

-Mezchr las soluciones A : B : C en Ls
proporciones:
. 100 :250 :150

PCI
(Phenol / Cloroformo / Isoamilico)

-Calentar fenol hasta su fusibn completa en una estufa
a 80°C durante toda una noche,

-Mezclar 3 volumenes de fenol (750 mf) con 1 volumen
{250 ml) de cloroformo / soamflico (24/1)

-Afiadir 333 ml de Tri, pH 80, 1 M y mezchr
vigorosamente _
-Centrifugar la mezcla durante 10 minutos a 1.500 rpm

-Eliminar por aspiracién In fase acuosa superior

-Afiadir a b fase orginka (inferior) restante 333 ml de
Tris, pH 8.0, 0.1 M / Mercaptoetanol 0.2 % y mezchr
vigorosamenlte,

-Centrifugar b mezch durante 10 minutos a 1.500 pm
~Elimnar la fase acuosa superior, La fase orgéinica inferior
(que denominaremos de aqul en adelante PCI) ests Isia
para su uso y se debe conservara 4°C y en oscuridad,

PLACAS H

*Disolver 10 ¢ de Bacto-tripionay 8 g de NaClen 1 litro
de agua desionizada.

*Afiadir 12 f de Bacio-agar

*Autoclavar

*Dejar enfriar a 56°C y poner 25 ml por placa petri

RCLB
(Red Cell Lysis Buffer)

-Tris, pH 7.6, 0.01 M
-MgCl, 0.005 M
-NaCl 0,00f M

RNA: TAMPON DE LISIS

-NaCl 0.14 M

- -MgCL15M
~Tris, pH 8.6, 10 mM
-Nonidet P-40 0.5%

SOLUCION 1
(Lisis alcalina)

~Tris, pH 8,0, 25 mM
-EDTA 10 mM
~Olucosa 50 mM

SOLUCION 2
(Lisis alcalina)

-NaOH 0.2 N
S5 1%

(Usar muy reciente, Preparar semanalmente)

SOLUCION 3
(Lisis alcalina)

-Preparar Acetato potisico 5 M

-A 360 m1del preparado afiadivle 70 m! de Ackdo acético
glaclal y ajustar el pH a 4.8

-Afiadirle agua hasta 500 ml S¢ obtiene asf una
disolucion 5 M pan acelato y 3 M para potasio. '

SOLUCIONES DE PREHIBRIDAC{ON E
HIBRIDACION

‘Prehibridacion
~-Formamida desionizada 50%
- -Magic Denhart 0.1%
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-SSPE 5x

-SDS 1%

-Suffato de dextrano 5o

-ssDNA 200pg/ml
Hibridacién

Es exaclamente igual a % soluckén anterior, pero
conteniendo la  sonda prevlamente marcada
radiactivamen te.

SOLUCION PEG

-Polietilenglicol (8000) al 20%
-NaCl2.5 M

Preparar semanalmente mezclando volimenes iguales de
PEG 40% y NaCl 5 M v fillrando por 0.2 um.

SOLUCION TMAC

-Tris, pH 8.0, 50 mM

-Cloturo de Tetrametl] amonio (TMAC) 3 M
~EDOTA 2 mM

-8DS 0.1 %

$sDNA 10 mg/ml

-Pesar 500 mg de DNA de esperma de salmén
-Aiadir agua bl-destilada hasta 40 m}
-Sonicar durante 30-60 minutos’

-Hervir duranie 10 minutos

-Poner en hielo durante 10 minutos

~Enrasar a 50 ml

-Fraccionar ¥ conservar a -20°C

SSPE 5x

-NeClAB M
NaH,PO, 0.3 M
-EDTA 30 mM

*Austar el pH a 7.7 con NaOH
*Disolver toda la noche en agitacién a temperatura
ambiente

SULFATO DE DEXTRANO AL 50 %

-Pesar 250 ¢ de sulfato de dextrano sobre una probeta de
plistico de 500 ml

-Ir afiadiendo agua y agitando sucesivamenie, hasta que
se disuelva la mayor parte del granulado,

-Dejar agitando toda la noche a 4°C

-Fraccionar y conservar a -20°C

TAMPON FOSFATO
(Tampdn de transferencia)

Nab,PQ, 25 mM
-Na;HPQ, 25 mM

TMAC PARA HIBRIDACION

“Tris, pH 8.0, 50 mM
STMAC 3 M

-EDTA 2 mM
-Magico” Denhart 5x
-SDS 0.1 %

-ssDNA 100 pg/ml

TAMPON KINASA 10x

Tris, pH 7.6, 0.5 M
MagClL 0.1 M
-Ditiotreitol 50 mM
-Espermidina I mM
-EDTA 1 mM

TAMPON PK 2x

“Tris, pH 7.5, 0.2 M
-EDTA 25 mM
NaCl 0.3 M

S80S 2%

TAMPON LIGASA 5x

“Tris, pH 7.6, 0.33 M

-MgCl, 25 mM

~Ditlotreitol 25 mM

-Serocalbdmina bovina 6.5 mg/ml
-Cloruro de hexamino-cobalto 5 mM
-ATP 1 mM

-Espermidina-HC| 2.5 mM

TAMPON SEQUENASA 5X
“Tris, pH 7.5, 50 mM
-MgCl, 50 mM
-NaCl 250 mM

TAMPON Sma-I 10x
-Tris-acetato, pH 7.9, 333 mM
-Mg-acetato 100 mM

~K-acetato 666 mM
-Ditioirelto] (DT{') 5 mM

TAMPON Taq polimerasa 5x
Tris, pH 8.5, 50 mM
-MgCl, 50 mM
-NaCl 250 mM
TAMPON Taq de dilucién
. -KC! 500 mM
“Tris, pH 83, 100 mM

-MgCl 15 mM
-gelatina 0_.1%

TBE 10x

Por cada lliro de tampé6n, pesar:

<100 g de Trk .
--55 g de Acldo Bérico
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-8.3 g de EDTA

¢! pH debe estarenlre 82 y 8.4

TEA 50x

TE 1x

STris 2 M
-Acido acético glacial 1 M
-EDTA 0.1 M

*Ajustar el pH a 8.0 con dcido acético y filtrar por 0.22

-Tris, pH 8.0,2M
-EDTA1 mM

TE 10/1

-Tils, pH 8.0, 10 mM
-EDTA, pH 8.0, 1 mM

TETRACICLINA
(2 mg/ml)

1. Disolver 200 myg de Tetracklina en 100 ml de Etanol
al 80%

2. La dosis para cultivos liquidos serd (concentracién
final: 10 pg/ml):

-25 plpara 5 mlde LB

-3 ml para 600 ml de LB

-7 ml para 1.4 litros de M9

3, Para cultivos en placa: 200 pl por placa

TOP AGAR

WCLB

Se prepara exactamente igual que las PLACAS H, pero
poniendo 8 g de Bacto-Agar por cada litro de medio en
lugar de 12 g,

(White Cell Lysis Buffer)

“Tvis, pH 7.6, 10 mM
-EDTA, pH 8.0, 10 mM
-NaCl 50 mM

SDS 02 %

-Protelnasa K 200 pg/ml
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2. Determinacion del fenotipo HLA

Los antigenos HLA se detenminaron sobre linfocitos
aklados de sangre periférica desfibrinada. La sangre se extrajo al
vacko (Sistema Venoect, Terumo, Tokio) en tubos de vidrio de 10 mi
provistos de 40-50 perlas de poliestieno de 1 mm. de difmetro, La
desiibrinacién se realizé mediante agitackén (10 minutos) de los
tubos, b que induce la formacién del cofigulo de fibrina alededor
de las perlas, La sangre se decants, se diluy6 1/2 en medio Hanks
(Flow, Reino Unko). 6 ml de sangre diluda de adadieron
cuidadosamente sobre 4 ml de Lymphoprep (d=1.077 g/ml,
Nyegaan, Noruega) procuranda que no se mezclaran las fases, y se
centrifugaron a 1.800 rpm. durante 40 minutos. Los linfocitos se
recogjleron de la interfase con una pipeta Pasteur, y despuds de
lavardos tres veces con medio Hanks (10 mi, 10 minutos, 1.200
pm), se resuspendieron en medio aproplado y a la concentracion
adecuada. El rendimiento es de 1 x 10 linfocitos /ml de sangre
periférica. Il recuento de linfocitos se reallzé en una cimara de
Neubauer mediante un microscopio con conlraste de fase (Nikon,
Japén),

Todos los medios utilizados para el aishmiento de
linfocitos conlenfn antibibticos (Gentamicina 40 pg/ml, Ampicilina
125 pug/ml, Cloxacllina 125 pg/ml) y se ajustaron a pH 7.3 con
NaHC0; al 7.5% (Flow, Reino Unida).

2.1 HLA-A, -B,

Bw4/Bwe6:

-C,

La determinacién de estos antigenos se levé a cabo por
microlinfocitotoxicidad sobre fHinfocitos totales (Mittal y col., 1968),
utilizando una bateria de antisueros que cubrfa la mayor parte de las
especificklades listadas en la Tabla 1, El ensayo se basa en h
especlficklad de los antisueros empleadas, que reconocen v se fjan
a los antigenos HLA sobre los linfocilos que presentan, provocando
su lisis alafiadir complemento (reaccién positiva), Esta reacclén no
lene lugar cuando los lnfocitos en estudio no presentan los
anligenos HLA que reconocen los antkueros {(reaccidn negativa).

Los aniisueros, Incluyendo un control positivo (suer
antilinfocitico OTWH 02/03, Behring, Akmank) y wn control
negativo (suero humano AB Rh+), se dispusieron en placas
especiaks para tipajes {tipo Terasakd, Sterdlin, Reino Unido) provistas
de 60 pocilios de 15 ul de volumen (1 pf de antlsuero por pocill),
se recutbrieron de parafina liguida (Merck, Alemania) para evitar la
evaporackin y se congelaron a -20°C hasta su utilizacién.

Los linfocitos tolals obtenkos como se Indica
anlerioremente, se resuspendieron en medb Hanks a una
concenlrackdn de 2.5 x 10* cilubg/ml Con una mirojeringa
{Ham{lton, Nevada) provista de dispensador automético se afiadld 1
! de la suspensién de finfocitos a cada uno de los pocills de la
placa de Terasaki. Eslas se Incubaron 30 minuios a lemperatura
ambienle, afadiéndose después 5 plpor pocilio de complemento de
conejo (Behring, Alkmania) e Incubindose 60 minutos mas, Las
reacclones posllivas y negativas se delerminaron Inmediatamenie
después en cada pocille mediante un microscopio Invertida con
conlraste de fase (Nikon, Japén). En Ia Figura 18 se representa un
esquema sencillo de la téenica completa. El fenotipo HIA-A, -B, -C, -
Bwi, -Bwi se dedujo de hs especificklades de los antisueros con
reaccldn positiva. La cuantificacién de Ias reacclones se hizo de
acuerdo con la siguien te nomenclatura utilizada intemaclonalmente:
8= mis del 80% de linfocitos mucrtos; 6= 60-80% de linfocitos
muerlos; 4= 40-60% de linfocitos muertos; 2= 20-40% de iinfocitos
muertos; 1= menos del 20% de linfocltos muerlos; 0= reaceién no
valorahle, Se consideran positivos los pacillos con reacciones de 8 6
6, dudosos con reacciones de A y negativos con reacciones de 2 6 1.

2.2 HLA-DR, -DQ:

La determinacién de los antigencs de chse II se llevs a
cabo por microlinfocilotoxicldad sobre linfocitos B purificados
{(Danilovs y col, 1980), ya que estos antigenos estén presentes en
linfocitos B pera no en linfocitos T, Los linfocitos B constituyen un
10% de ks linfocltos totales de sangre periférica, Para st alslamiento
se prepararon microcolumnas de plistico (0.6 x 19.5 cm, Winkler,
Califomia) con 60 mg de lana de fibra de nylon (Fenwall, lllinols)
suavements empaquetada (15 mg/cm) v sumergida en medio RPMI
1640 (Flow, Reino Unido) suplementado con un 10% de suero de
temera fetal descomplementado (Fow, Relne Unido). Las
mictocolumnas se seflaron z fuedo en cufia por un extremo y se
taparon con Nescofilm (Nesco, Japén) por el otro, conservandose a -
80°C hasta su wlilkzacidn,

Los linfocilos tolakes oblendos como se indica més
amiba, se resuspendieron a una concentracién de 80 x 10 células/m!
de medio RPMI 1640 miés 10% de suero de temera fetal ("medio
Felal) calentado a 37°C. La suspensién se introdujo por b parte
superior de b micocolumna, que se habfa lavado e Incubado
previamente con medio Fetal 30 minutos a 37°C, se sel con
Nescofilm por ambos extremos cuando hubo empapado la lana de
nylon y se incubb a 37 “C duranie 30 minutos, Los Infocltos T se
eluyeron haclendo pasar 20 ml de nedio Fetal 2 37°C a través de
la lana de nylon. Los iinfocitos B se extrajeron comprimiendo de
arriba a abajo la lana de nylon empapada en medio Fotal a 37°C ¥
lavado repetidas veces con dicho medio hasta complelar 10 ml. Los
linfocitos B se lavaron dos veces (10 ml, 10 minulos, 1.200 rpm)
con medio Fetal antes de su utilizacksn, Bl rendimiento de la téenica
fug del 10% de linfocltos B respecto a los Iinfocitos tolales inlelales,
y ha pureza de la preparacién del 90%. Los antisueros utilizados
abarcaban las especificilades listadas en la tabh..... Los finfocitos 1
purlficados se resuspendieron en medio Fetal a una concentracion
de 2.5 x 10° células/ml. Se afiadid 1 1| de esta suspension a cada
antkueroy se Incubd la mezcla 50 minutos a temperatura amblen e,
Después se afadleron 5 pl por pocille de complemento de conejo y
se Incubd la mezcla 100 minutos més, Las plcas se tiieron con
eosina {Merck, Alemania) al 5% (5 ul por pocilla) y se fjaron con 10
it! por pocille de formaldehido (Merck, Alemania) y se conservaron
2 4°C hasta su kclum. Las reacciones positivas (linfocitos rojo
oscura} y negativas (linfocitos refringenles) se determinaron
mediante un microscapio Invertido con conlrasie de fase (Nikon,
Japén). El tipaje HLA-DR y -DQ se dedufo de las especifickades de
los anthsueros con reacckin positiva, Las reacciones se cuentificaron
exactamente igual a Jo explicado para clase 1.
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A Medio de Medio de
cultivo culhfo

Disociar el Ajustar la suspensién
precipitado celular o Contar las celular a 2.000 células
en medio de cultivo células por ul

Llenar los pocillos con acelte mineral

AT :MHIIH

1l de suero antiHLA | ' Incubar 30 minutos a T3 ambiente (15-25'0){

)

‘ Sulde
i 2 E complemento
m | 530 por poeillo] - ’]

Incubar 60 minutos a T* ambiente (15-25°C

T LT

3 ul de eosina por pocillo 8 ul de formalkdehido por pocillo
Leer al microscopio invertido con contraste de fase

B C

REACCION NEGATIVA (1) REACCION POSITIVA (8)

Figura 18. Test de microlinfocitotoxicidad para la determinacién del fenotipo HLA de clase I.
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3. Aislamiento del material genético

3.1 Estraccion de DNA
gendémico

El DNA se extrajo a partir de sangre total en los mismos
individuos que determinaba el fenotlpo HLA 0 a partir de células
Homocigotas de tipaje. La sangre (30 ml) se extrac alvack en tubos
con EDTA K; (Terumo, Japén). Después de centrifugar [a muestra
durante § minutos a 1.500 rpm, se remueve el sobrenadante yse
afiade tampdn de lisis de eritrocitos (RCLB del inglés: Red Cell Lysis
Buffer} hasta un volumen final de mezcla de 50 ml Se mezcla
cukladosamente y se procede a una segunda cenlrifugacion durante
10 minutos a 1.500 rpm, desechando, al final de b misma el
sobrenadante. Se repite el proceso anterior una segunda vez, al final
de b cual, se procede a resuspender el precipilado en 0.5 m! de
RCLEB.

Los 500 planteriores, contenlendo las células blancas de
sangre, ¢ la suspensién de células homocigotas (sl se parte de éstas
Gltimas) se somenten a un proceso de extraccién automatico {Davls
y col, 1980) en un extractor de INA 340A {Applied Biosystems,
Fosler City, CA, U.S.A.) que se esquematiza en b Figura 19, y que
se resume en los siguientes pasos:

-Incubacién a 50°C y durante 1 hora con solucién de
lisis de células blancas {WCLB del ingks: White Cell Lysis
Builfer).

-Dos extracciones consecutivas con I'CH,

-Una extraccién con Cloroformo / Isoamilico (24/1),
-Adicién de acetato sédico 3 M.

-Adiclén de un volimen de alcohol kopropflico.
-Agitacibn suave (precipitaciin del DNA en forma de una
"medusa®)

“Tres lavados sucesivos del DNA con etanol al 70%.
-Recogida y secado de la muestra de DNA sobre un filtro.,

Los DNAs as{ extraklos se obllenen sobre un filro estéril.
8e kes aitade agua bi-destilida para su resuspension. Para ello se
somenten 2 una centrifugaciin lenta conectada a vach y calor
durante 20 minutos. Cuando esle tratamienio es msuficien te para
oblener una resuspensién completa, durante dias sucesivos se
somenten a pedodos alternativos de calentamlento a 37°C/
agilacidn rotatorlh suave. Finalmente se realizan lecturas
espectrofolométricas de absorcibn a 260 y 280 nm, para caleular su
concentracidn y se conservan a -20°C hasta su utilizacin.

3.2 Extraccidbn de RNA

citoplasmico total

(Sambrook y col., 1989)
~Por cada 10 a 30 millones de céluls se obtiene un
precipitade seco en un tube tpe eppendorf de 1.5 ml.
-Se resuspende el precipitado en 250 pl de Tampén de
liss de RNA y 5 pul de inhibidor de RNAsas a 50
Unidades/uL
-S¢ incuba la muestra en hielo 1 minuto.
-Se cenfrifuga a 14.000 rpm duranle 2 minutos v a 4°C.
-Elprecipitado grande comesponde a bos nucleos celulares
y s& puede procesar para obtener DNA, El sobrenadante,
lrasparente, se procesa para RNA como sidue:
-Afiadir 250 ul de Tampén PK 2x.
-Aiadir 20 p! de Protelnasa K (preparada a 10 mg/ml en
Tris, pH 7.5, 20 mM).
-Incubar a 37° C durante 30 minutos,

-AMiadlr 1 volumen de PCI {500 pl)
-Agltarvigorosamente ¢ incubar 5 minutos a temperatura
ambiente.

~Centrifugar a 14.000 ;pm durante 5 minutos y a 4°C,
-Pasar la fase acuosa (superior) a un tubo linpio)
-Repetar b extraccibn con PCI

-Afiadir 50 y11de Acetato sédico, pH 5.5, 3 M.

-Afiadir 1 m! de etanol absoluto.

-Agltar bien la mezch.

-Incubar a -80°C durante 30 minutos o a -20°C toda
la noche.

-Centrifugar a 14.000 rpm durante 20 minutes y a 4°C,
-Aspirar el sobrenadante a vacio,

-Afiadir 500 p!de Etanol al 70% (pre-eniriado a -20°C).
-Agltar suavemente para lavar el precipitado.
~Centrifugar a 14.000 ypm durante 5 minutos v a 4°C.
-Asplrar el sobrenadante a vacio,

-Secar el precipitado tofalmente.

-Resuspender el precipitade seco en 20 pl de agua bi-
destilada,

-Afiadir 180 pl de TE 1x a los 20 de la muesira.
-Afiadir 2 plde MgClL 1M y 2 plde DTT 10 mM (para
que queden a concentraciones finales de 10 mM y 0.1
mM respectivamente),

-Afiadir 4 pide inhibidor de RNAsas (a concenlracién de
50 unidades/pl)

-Afiadlr DNAsa-1 de L. coli para que quede a
concentracién final de 2 pg/m) {8 pla concentrackn de
200 unilades/pl).

-Incubar & 37°C duranle 60 minutos

-Afiadir 25 pl de EDTA 100 mM y 25 pl de SDS al 2%.
-Afadir 250 plde PCly agitar intermitentemente d urante
5 minutos.

~Centrifugar a 14.000 mpm durante 5 minutos y a
temperatura amblente.

~Pasar [a fase acuosa superior a un tebo lmpio.
-Afiadir 25 pl de Acetato sédico, pH 5.2, 3M y 500 plde
etanol absoluto,

-Incubar a -80°C durante 30 minutos,

-Centrifugar a 14,000 rpm duranie 10 minulos y a 4°C.
-Lavar con etanol al 70% pre-enfriado a -20°C,

-Secar totalmente ¢l precipitado y resuspenderlo en 20 pl
de agua bi-destilada.
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F'igura 19. Esquema del proceso de extraccién automético de DNA en el extractor 340A de Applied Biosystems.
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4. Obtencién de Fragmentos de Restriccion de
Longitud Polimérfica (RFLPs).

(Amaiz-Villena y col., 1989; Bidwell y Jarrold, 1986; Martinez-Laso y col., 1989;

Sambrook y col., 1989)

41 Preparacién vy
purificacion de
plasmidos y sondas

Dia 1: Precultivo

~Preparar un erkenmeyer de 2 litros con 600 ml de medio
rico LB estéril,

-Afiadir el antibidtico adecuado (segfin a resktencia del
plismido que se vaya a cultivar,

-Afadir 2 viales del cultivo bactedano que se va a
amplificar {conservados a -20°C en glicerol al 15%)
-Agitar en un incubador orbltal a 37°C y 150 mpm
durante toda la noche.

Dia 2; Cultive

-Preparar un erlenmeyer de 5 litros con 1.4 lilros de
medbo minimo M9.

-Afiadirle el anUbidtico adecuada,

-Verler el cultivo ohtenido en los 600 ml de medioc LB
dentro del erlenmeyer que contiene el medio M9,
-Agitar en un incubador orbital a 37°C y 150 mpm
duranle toda la noche.

Dia 3: Tratamiento con cloranfenicol

{Este bratamiento no es imprescindible, pero si recomendable, sabre
todo cuando se trabaja con plismidos que generan pocos niimeros
de coplas)

-Anadir cloranfenkol (solucibn madre; 34 mg/ml en
etanol absoluio) en la proporcién de 5 m! por cada libo
de cultivo.

-Agitar en el Incubador orbilal a 37°C y 150 mpm
duranie toda la noche,

Dia 4: Lists ba

-Centrifugar los cullivos en botellas de 1 lito de
capacidad a 4,000 mpm durante 30 minutos.

-Decantar el sobrenadante y desechark.

-Resuspender el precipitado celular en 40 m1de Soluckn
1,
-Aiiadir 500 pl de Lisozima (preparada a 4 mg/ml en
solucibn 1). Esta enzlma, puede tenerse preparada
previamente y conservada en allquotas a -20°C.

-Agllar la botella, invirténdola, suavemente hasta que se
observe un  aumento grande de la  viscosilad
{aproximadamente 5 minutos).

-Afiadir 80 ml de Solucién 2.

-Agitar b botella suavemente, Invirtiéndola, hasta que la
mezcla sea practicamente transparente (5 minulos).
-Afiadlr 80 ml de Soluci6n 3.

-Agitar b botella suavements, procurando que el
precipitado flocukento que se forma sea uniforme y lo
menos disgregado posible (3-4 minutos).

-Centrifugar a 4,700 rpm durante 1 hora.

-Retiar el sobrenadante pasindolo a una botella limpia
(colocando una gasa estérl para evitar que entren
particulas del precipitado).

-Miadlr a este sobrenadanie 360 ml de Alcohol
lsopropilkco puro, agltary dejar en hielo hasta k aparickn
de un precipitado {45 minutos)

~Centrifugar a 4.500 rpm durante 5 minutos.

-Eliminar ¢] sobrenadante con cuidado de no mover el
precipitado {aspirando a vacio, por elemplo)

~Dejar secar €] precipitado

-Resuspender en 15 mlde TE 1x.

-Pasar el plismido resuspendido a botellss de
policarbonato parz uliracentrifuga.

-Centrifugar a 25.000 rpm durante 30 minutos y a 4°C,
-Recoger el sobrenadante.

-Afiadir al sobrenadante 200 pl de RNAsa libre de DNAsa
{preparada seglin Maniatis, 1991} e incubar a 37°C
durante 1 homn,

-Afiadir a la mexch grinulos de Proteinasa K pan que
quede a una concentracibn final de 200 pg/ml.
-Incubar toda ka noche a 42°C con agifacion.

Dia 5: Purilicacién y precipltacién:

-Afiadir el mismo volumen de PCI que el de muesta a
purificar,

-Agitar vigorosamenie i mezch con la mano o un
agilador orhital fuerte 3 a 5 minutos

-Centrifugar a 1.500 rpm durante 3 minutos, Si tras Ia
centrifugaciin no se observa una separacién nftida en 2
fases, aumentar el tlempo o velocldad de cen rifugacién.
“Transferir la fase acuosa superior a un twho limpo,
desechando Lz interfase blanquecina y la fase orginica
inferior,

=Repetir bos pasos anteriores una vez mis

-Afiadir un volumen igual al de muestra de Clorolormo
[ Isoamfilico (24/1).

-Agitar vigorosamenie 3 a 5 minutos

-Dejar reposar la mezcla

-Eliminar la fase orgénica inferlor que se forma
~Repetir olra vez lodo el proceso con clowformo.
-Afiadir elvolumen adecuado de NaCI3M para que quede
a una concentracin final de 150 mM.

-Afiadlr 2 vollimenes de Etanol Absoluto o 1 voldmen de
Alcohol Bapropflico.

-Agitar e Incubar 30 minutos a -80°C o toda la noche a
-20°C.

~Centrifugar a 10.000 rpm durante 45 minutos y a 4*C
-Decantay el sobrenadante y secar el precipltado a vacio.
-Resuspender el precipilado en 4 mlde agua bidestilada.

I: Digestion con endonucleasas:

-Una vez purificado el plismido, para libetar la sonda que
contiene, se estima su concentraclén y pureza por
medida espectrofolométrica a 260 v 280 nm.

-La digestién se hace con las endoncleasas especificas
con las que se haya clonada la sonda. Se trala el DNA
con l enzima adecuada en una proporclin de §
Unidades Enziméticas (IL.E.) por cada pg de DNA. Fsla
mezcla, se Incuba durante 3 horas {pudléndose alargar b
incubacién a toda una noche) en presencia de un
tampén especfico para cada endonuclasa, a h
temperatura especifica de cada endonucleasa.

-Las sondas utilizadas, amablemente cedidas por Jeffrey
Bidweli, UK Transplanl Service, Bristol, Reino Unido
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(Bidwell y col, 1988), fuemon;

pRTV1: fmgmento Pst-l de 517 bp de un clon de cDNA
HLA-DRB (ver Figura 20).

pDCHLI: fragmento Pst-1de 797 bp de un clon de cDNA
HLA-DQA (ver Figura 20).

pll-B-1: fragmento Ava | de 627 bp de ur clon de cDNA
HLA-DQB {ver Figura 20).

II. Gel de agarosa preparativo;

-El resultado de la digestién se comre en un gel de
agarosa al 1% con pacillos preparativos. A cada lado de Iz
muesha s¢ colocan marcadores de peso molecular para
poder bocalizar el tamafio especifico de 1a sonda liberada.
-Tras unz elechoforesis de 4-5 horas a 60 voltios se debe
observar cliramente la separacién por lamaiio del
fragmento de sonda liberado y del plismido vector,

-Se coloca el gel sobre un trasiluminador ulbaviaketa y se
corta con un bisturi, el fragmento de agarosa que
contlene la sonda,

IlL. Eleclroelucidn:

-3¢ intreduce elfragmento de agarosa en una membrana
de didliss y se sumerge en el tanque de elecbroforesis
perfectamente sellada por los dos extremos.

-Se somete a una corente de 60 voltlos durante una
hora, tiempo suficiente para que ¢l DNA salga de la
agarosa v se quede ligeramente adherido a ln membrana
de diilisis por su interior,

-Se recoge toda el tampén de elechoforesls que ha
quedado dentrode la membrana, lavando repedimente las
paredes inleriores con una pipeta pasteur de plistico.

1. Afiadlr al tampbn de electroforests que contlene la
sonda a cantidad de NaCl 3M necesatla para que quede
a una concenlracién de 0.32 M.

2. Preparar las minkolumnas (Elutip-d, 548, Ref. 462
620) para la purificacion de 1a sonda, inyectando 3 mlde
NaCl 1 M en TE 20/1 (Tris, pH 5.4, 20 mM / EDTA 1
mM).

3. Inyectar ahorm 5 ml de NaCl 0.4 M prepaado en TE
2(/1.

4, Pasar Ia solucién, contenkendo 1a sonda, a través de la
columna con preskn suave e inyectando de 1 en 1 ml,
5. Lavar la columna con una inyeccidn de 800 pl de NaCl
04 Men TE 20/1 con la misma jeringa ulilizada para
Inyectar ta sonda.

6. Elulr la sonda, retenida en b colemna, inyectande 1
ml de NaCl 1 M en TE 20/1.

7. Adadir al efuido de a columna 2 volimenes de etanol
absoluto.

8, Mezclar y ddjar toda fa noche a -20°C,

9. Centrifugar a 15.000 rpm durante 30 minulos y a
4°C,

10.Eliminar el sobrenadante, defar el precipltado que se
seque al aire.

11.Resuspender el precipilado en 500 pl de agua bi-
destilada. Medir su concentracibn al espectrofolémetro y
ajustarta a 5 ng/pul

4.2 Tratamiento del DNA
gendmico con
endonucleasas de
restriccion.

Los procesos que se describen a continuacién se
sumarlzan en la figura 21,

L.a Digestidn
-Las muestras se digieren en tubos eppendorf de 1.4 ml

-Se utilizard enzima en la proporcidn de 5 unidades por
microgramo de DNA

-La temperatura y buffer de Incubacién deben de estar de
acuerdo con bo recomendado por as diferentes casas comerciales de
las enzimas, En general se incubard a 37°C para todas lis enzimas
excepto Taql y Bell. El buffer debe ser comercial, o si se ha
preparado en el laboratorio debe estar filaado y no descongelado
més de una vez. Se utilizarin bufferes concentrados 10 veces
respecto al buffer de incubacién. Se recomienda afiadira los hufferes
espermidina (concentracion finalde 2 mM) cuando el buffer se haya
preparado en el laboratorio, no cuando sca comercial,

-La enzima se afiadird en 3 dosk a intervalos de 1 hor,
y la incubacién se hard durante toda la noche excepto con Taql que
se hard de 1 hora.

-Pasos a segulr para realizar las digestiones:

a)Ponere! BNAen el tubo (previamente homogeneizamaos
¢l tubo de donde Yo vamos a coger)

blafiadir el agua destilada

clafiadir el buffer 10x

dlafiadir la enzima, Las enzimas se conservan a -20°C.
Coger de una vez todo ko que se vaya a ulilizar sin sacar el tubo
madre del congelador. La enzima se afiade en 3 dosls (conservarl
a -20°C entre cada paso, y en hiekh o estratacooler cuando se saca
del congelador). Primero, afiadir 1/3 de la cantidad fotal de enzima
que se vaya a uillizar a todos los DNAs, Mezclr suavemente, y poner
las mueslas en un bafio de agua a 37°C (6 b lemperiun
correspondiente}, Una hora después, cenlrifugar los tubos en una
microfuga durante 10 segundos, afadir otro 1/3 de enzima, agitar
suavemente y volver a poner en el bafio. Por Gliimo, una horna
despuds, mkrofugar otros 10 segundos, afiadlr el Glimo 1/3 de
enzima, agitar suavemente y dejar en el bafia loda b noche.

EIEMPLO
Concentrackn DNA buffer enzima
iniclal
200ug/m| 10x 8 Wul
Volumen
a usar 50 ul 10 uf 3x21ul

llevar volumen final a 100 ul con agua destilada

*Especial para Taql: esta digestion se realiza a 65°C y se considera
complela en 3 horas. Se procederd ifual que con las otas enzimas,
pero se consklera terminada la digesiidn 1 hora después de afadir
la Gliima dosks de enzima,

Lb Controf de digestibn

-centrifugar cada tubo eppendorf 10 segundos en una
microfuga

-tomar una décima parte def contenido (normalmente 10
ul) y correrlo en un gel de agamosa al 0.7% durante al menos 2 horas
a 70 vaitios,

-RESULTADOS POSIBLES:
a) Se obtiene un "smear”; resuliado correcto, La reaccién
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se para afiadiendo EDTA 0.5 M (3 ul) y se procede a concentrar las
muestmas,

b} En muy raros casos, el DNA no se digiere bien: afiad ir
de nuevo enzima e incubar 2 horas adicionaks. S1 10 mejoran los
resultados se puede deber a:

(1) mala resuspension del DINA: se somete
a nuevo tratamiento de resuspension.

{2} la muestra no estd suflcientemente limpia
{coclente 26{Y280 bajo). Se extrae de nuevo
con fenolclroformo y se precipita con
Isopropanol

(3) la enzima esid en malas condiclones:
camblar de lote ¢ de¢ casa comercial,

<) En algunas ocasiones se produce sobredigestion, En
estos casos, el DNA puede estar degradado antes de la digestion. En
estos casos repetir el proceso con mayor cantidad de DNA y en vez
de dejar incubando toda la noche, incubar s6k 3-4 horas.

1. CONCENTRACION DE LAS MUESTRAS

Se puede hacer de 2 modos

ILa n una centrifugta conectada a vacio (SAVANT):

-poner el Eppendorf conteniendo el digerido, una vez
reallzado el control de digestion y después de haber detenido La
reaccidn con EDTA

dejar los tubos ablertos en la centrifuga {SAVANT),
ponerly a funcionar con calor durante aproximadamente 1 hora (se
puede controlar b concentracién cada 30 minutos) y conectada a la
bomba de vacio.

-Se puede concenlrar hasta unos 16 ul, Normalmente se
concenlra mis y habrd que afiadlr agua destilada; 13 ul,

[Lb Precipitacién con etanol:

-afiadir al eppendor que contiene el digerklo Acelalo
sodico 3 M para que quede & una concentrackin de 03 Men la
muesira

-Afadir a continuacién 2 volimenes de Etanol al 100%

-Mezclar suavemente

-Mantener en HIELO durante 10 minutos

~Centrifugar 30 minutos en una microfuga a 14,000 rpm
yai°C

-Eliminar el etanol aspirando a vacio

-Secar en la SAVANT o a temperatura amblente (mis
lento)

-Resuspender en 16 ul de agua deslilada (lavando
cuidadosamente las paredes del tubo)

-Incubar 30 minulos a 37°C

-Centrifugar 10 segundos en una microfuga,

. CARGA DE LAS MUESTRAS EN EL GEL

-Preparar "Loading buffer 5x" {BPB 5x)

-Afiadir 4 ul de BPB 5x a los 16 del digerklo

~Calentar las muestras 5 minutos a 65°C (incluyendo bos
marcadores de peso molecular,

-Centrifugar en una microfuga 10 segundos
-Resuspender suave y cargar "muy lentamente® 20 ul por pocillo.

V. MARCADORES DE PESO MOLECULAR

-Son muy variados ks marcadores de peso molkecular que
hay en el mercado y se pueden usar, Todo depende del peso
molecular de las bandas que esperamos obtener, Pero en lineas
generales usando dos marcadores se cubre casl todo el espectro de

los pesos que se obtlenen en Southem,

-Usaremos rutinariamente 2 marcadores por gel (uno a
cada lado de las muestras):fago lambda digerido con Hind-1lly fago
lambda digerido con EcoRI y Hind-1II.

4.3 Electroforesis vy
transferencia a filtros
de Nylon

-Preparar los geles y huffers fal y como se especifica en
el apéndice 3.
-En general se utllizan geles del 0,7% de agarosa. Pero
pueden utilizarse olros porcentajes.
*0.%% (como en el caso de b Hemoillla B)
para resolucibn de fragmentos pequefios,
*(.6% para resolucldn de fragmenlos grandes.

«Antes de afadir el gel a [a bandeja de ekclroloresis
comprobar que el Pelne es de 1 mm de grosor.

-Una vez solidificado el gel y frio afiadir ks muestras (20
ul por poclllo)

-Migracifn:

*Protegier la parte verticalde los electrodos con
cinfa de contraste,

*Defar recireular buffer de electroforesis
conectando la cubeta a una bomba peristiltica, {sobre todo cuando
sc deja toda la noche o se trabaje por enctma de 70 voltios).

-Seleccionar la corriente {fJada a voltaje constante):

*Para diagnbstico prenatal o de poriadores y
reordenamiento de pieles:

18 a 24 horas a 40-45 voltlos

*Para sondas HLA:

-0.7%: 40 horas a 30 voltios
-0.9%: 48 horas a 25 voltios
-0.6%: 43 horas a 40 voltios

~Hacer una folograffa al final de la migracién (Incluyendo
en la misma una regh o similar que nos permila saber cuantos
centfmetros ha migrado cada wna de las handas del marcador de
peso molecular.

L TRANSFERENCIA A MEMBRANA NYLON
(%-probe, Biorad)

La Tratamlenlo del gel
-Cortarlo a b altura de los pocillos

-A temperatura ambiente y con agilackin suave y

conslante:

a} Sumergirle en HCl 0,15 M durante 10
minulos. Retirar el dcldo, sumergirlo en agua y retiaria,

b} Sumergirlo en NaOI{ 0.2 M/ NaCl 0.6 M
durante 30 minutos, Retiar el liquido y lavar con agua.

¢) Sumergir el gel en Tris pl1 7,6 0.5 M / NaCl
1.5 M dumnte 30 minutos. Retimtlo y lavar con buffer de
transferencla al menos 5 minutos.

b El Sistera de Teansferoncla

-Elsistema de transferencia consta (de abajo a amriba) de:

*Bandeja metilica contenienda el buffer foskato
y cruzada por un crislal,

*Un puente que consta de 3 capas de papel
Whatman 3MM previamente impregnadas con buffer fosfato
{Tamario: 22 x 46 cm).

*2 capas de papel 3 MM previamenle
impregnadas en buffer fosfato (Tamafio: 21 x 23.5 cm).

*el gel tratado como se ha descrito
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anterlormente y rodeado de una pelicula radlogrifica o parafilm.

*a membrana de nylon previamente mojada
en buffer fosfato y con una esquina cortada indicando el pocillo n®
I {Tamafio; 21 x 22 cm).

*6 capas de papel Whatmann 3MM
previamente mojadas en bufler fosfato (Tamafio; 20 x 22.5 cm),

*Una torre de papeles de filtro cortados de
unos 15-20 cm de altura.

*Un crista o superficie plana

*Un peso de 4-5 Kg.

-Dejar que el sistema funclone toda k noche (pudiéndose
hacer un camblo de papeles que se hayan empapado cada 2 horas
de habetlo puests). Hay que asegurarse que hay suficknte buifer
fosfato en la bandeja.

-Alquitar el sistema, lavar b membrana con buffer fosfato
limpio, lo que ayudard a desprenderse los posibles fragmentos de
agarosa que hayan quedado adheridos a la membrana.

-Dejar secar al alre unos minutos

-Cocer 2 horas a 80°C o hacer [facién por ullravickla
{(pendiente de testar),

4.4 Hibridacién con
sondas marcadas y
autorradiografia

L MARCAJE DE SONDAS POR RANDOM PRIMER

La Procedimicnto de marcale

-Por cada membrana de nylon completa:

*mezclar 25 ng de la sonda (5 ul) con 250 pg
de DNA de fago lambda (1 ul)

*hervir durante 2 minuios, poner en hielo 5
minulos

*centrifugar en minifuga 10 segundos

*afiadir § ul de OLB 5x

*afiadlr 8,7 ul de agua bidestilada

*afadir 4 ul de allaP32 dCTP a 10 uCiul
(>3.000 C¥mMoal)

*Finalmente afiadir 1.3 ul de la enzima de
Klenow {fragmenio Klenow de la DNA polimerasa I)

*Es importanle seguir
estrictamente. El volumen fInal es de 25 ul.

*Incubar a temperaiura ambiente (en l
campana adecuada) desde 3 horas hasta toda la noche,

*eliminar los nucleétidos no incorporados
pasando la mezcl a través de una columna de Sephadex G200 (en
pipetas de plistico de 10 ml).

*Contar 2 ul (-+ 2 mlde liquido de centelieo)
en el contador beta para calcular la actividad especifica.

*Se pueden marcar en un mismo tubo
mayores cantidades de sonda respetando las proporciones de los
diferentes reactivos ultilizados,

este  orden

I PREHIBRIDACION E HIBRIDACION

iLa_Prehibridacién;
-Poner h membrana {después de ffar el DNA por coccidn

a 80°C) en una boka de plistico con 30 mi de liguido de
prehibeidacion.

-Sellar ka bolsa a calor cuidando de no dejar burbujas de
alre.

-lncubar de 4 foras a toda la noche a 42°C con
agitacién,

ILb Hibridacin;

-Mezclar a sonda marcada y purlficada por sephadex con
500 ul de ssDNA en un tubo falcon.

-Hewvir 10 minutos, poner en hielo 5 minutos.

-Afiadir 20 m! de liquido de prehibridacin y mezchr
culadosaments.

-Cortar ka bolsa de plistico de la prehibridacin por una
esquina y dejar sallr el méixime de liqguido posible,

-Afiadir a k bolsa los 20 ml de la mezeh de hibridaciin
conteniendo ka sonda marcada,

-Sellar [a boksa a calor cuidando de no defar burbujas de
aire,

-Masajear con la mano para homogenelzar

-Incubar durante 24-40 horas a 42°C con agitacién.

ILc Lavados:

Con agitacion suave:

-Lavar con SSPE 2x durante 5 minulos a femperatura
amblente dos veces.

-Monitorzar con el geiger el Marcaje que queda en k
membrana

-Lavar con 8SPE 2x / SDS 0.5% a 65°C duante 15
mintos mixime {(dependiendo del marcaje que quedara)

-Lavar con SSPE 0.5x a 65°C durante 15 minulos
méximo {dependicndo del marcafe que quedara)

3¢ pueden realizar prehibridaciones e hibridaciones
simultineas de varias membranas con la misma sonda en una caja
Tupperware, tenizndo cuidado de repartir los liguidos de hibridacion
entre las membranas y de que no queden burbujas de alre,

También se pueden hacer lavados de varlas membranas
en un mismo Tupper poniendo 200 ml de las soluchbnes de hvado
por cada membrana (no mis de 5 membranas)

ML AUTORRADIOGRAFIA

-Dejar secar las membranas al aire {sobre un papel de
filiro o papel 3MM).

-Envelverlas en plistico fino transparente (reynokon )

-Limplar un chasis de radiografia con liyuldo antiests ico
y dejar secar al afre §-10 minutos,

-En el cuarto oscur, con luz rofa situar bk membrana
envuelia entre 2 pelicubs Kodak X-OMAT-AR fjando con cinta
adhesiva la pelicula de abajo sobre ¢l chasis y la membrana envuelta,
Ddjar la pelicula de enzima suelia,

-Sacar al dia siguiente b pelicula superior {suelta)

-Segfin los resultados se colocard una nueva pelicula o no
y se decidird ¢l tiempo de exposkcién adecuado,

v, DESHIBRIDACION

-En un baiio a 42°C con agitacién;
*Lavar 30 minutos con NaOH 0.4M
*Lavar 30 minutos con Tris 02 M pH 7.5/
SDS 0.5% / SSPE 0,1X
-Monilorizar con el geiger que no queda marcaje en la
membrana
-Las membranas se pucden guardar en bolsas de plistico,
bien secas, bien en liguido de prehibridacian
-8e pueden deshibridar varias membranas junlas en un
Tupperware (200 m! por membrana y no més de 5 membranas).
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Digestion con Pst I:

3045 bp - pSP64
517 bp - inserto DRB
.

Digestién con Pst |:

4362 bp - pPBR322
797 bp - Inserto DQA
_

Ava |

F'igura 20. Vectores y sondas utilizados para tipificar HLA-DRB, DQB y DQA (Bidwell y Jarrold, 1986).
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Figura 21. Esquema de la tecnologia de Southern para la obtencién de fragmentos de restriccién (RFLPs).
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5. Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR (Reacclén en cadena de la polimerasa; del inglés:
Polymerase Chain Reaction) es, desde un punio de vista te6rico, un
método sencillo para amplificar fragmentos de scidos nuclklcos.
Partiendo de una muestra con un substrato DNA de cualquier
origen, k reaccibn PCR se basa en la repeticibn de un cklbo
constituldo por tres etapas:

a) Desnaturalizacion
b} Anillamienio 6 hibridacién
c) Elongacién o Polimerizacién

En la primera etapa (desnaluralizacién), la doble cadena
del DNA substrato se desnaqturaliea, separindose las dos cadenas al
Incubar la muestra a alta temperalura (93-97°C), Estas dos
cadenas permanecerin separadas libres en la disolucién hasta que
la temperatura sea o suflcientemente baja (37-55°C) para permitir
la renaturalizacién (ver figura 22). 81 al bajar by terperatura, fa
mezch de reacclén conllene, en relativamente alta concentracion,
oligonucledtidos sintéticos complementarios a clertas zonas del DNA
substrato, estos oligonucledtidos sintéticos {denominados primess
o cebadores) se hibrilardn preferentemente a las cadenas subsirato
de DNA, bloqueando la renaturalizackin de las cadenas de DNA
originakes. Es evidente que son necesarios dos primesrs; uno
complementario a una de las cadenas y el otro a la otra cadena, de
forma que ambos se hibriden a zonas de las cadenas DNA substraio
sobre los flancos del segmenio DNA que deseamos amplificar, La
secuenci de estros primers viene determinada por la secuench de
las cadenas DNA subsirato, siendo necesario que las secuenchs de
los primers no sean complementarias entre sf.

Los primers, formados kealmente por20-28 nucleétidos,
se hibridan sobre cadenas dlferentes de forma que sus extremos 3'
{desde los cuales se inicia la polimerizacion) estén uno enfrente del
otro {ver figura 22). La dllima etapa del cklo consiste en la
polimerizacién o extensién {en direcclén 5' a 3') del compldo
primer-DNA substrato mediante una enzima DNA polimerasa que
Incompor los deaxinucledtidos monofosfato (AINMPs), a partirde los
trifosfato (ANTPs} presenies en la disolucidn. La pollmerasa que se
utiliza preferenclabmente es la denominada Taq-polimerasa {extraida
de la bacteria Thermus aquaticus, Saiki y col,, 1985).

5.1 Oligonucleétidos
empleados.

Se listan a continuaclén Jos oligonuckélidos empleados
en las diferentes partes de que consta este trabajo (para PCR, oligo-
tipaje y secuenciacion}:

GH4G 5'-CCGGATCCTTCGTGT CCCCACAGCACG-2'
GH50 5'.CTCCCCAACCCCGTAGTTGTGTCTGCA-S'
DRB-500 §-GCCTGCTCCTCTCGCCCC-8!

DRB-300 §'-GTCATCTGCACTTCAGCTCA-R'

DRB-600 5. TCCATAAACGGCAGGAGAAC-3
DRB-600c  §-GTTCTCCTCCCGTTTATGGAS'

DRB-601 5"-AATCGGGACAAGGTGGACAC-S'

DRB-602 5'-AAGCGCCACAAGATGGACGA-3'
DRBAmpA  5-CAGEPEdCOReTCURETPRT-3Y
DRBAmpB  5.GURERaCeAAATREORTATea
DRB6IZ5 5".CCCAGCTCACAGGGACTC-3'

MI3(:21)  5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3'

En la figura 23 se muestra ha localizacién y direccion de
estos oligonucleétidos en un gen HLA-DRB genérico.

Auph - CCC CACAGCRA (GTTTCTTG
AwpB: (COCTEC ACTOTGRAAGCTCT

52 Reaccliones de
ampilificacion de DNA

La mezclh de reaccién de PCR para amplificar DNA
genémico constaba de:

- DNA gendmico: 1 pg

- KC150 mM

- Tris, pH 8.3, 10 mM

- MgCl, 1.5 mM

- Gelatina 0,01 %

- dATP 200 uM

- dCTP 200 pM

- dGTP 200 pM

- 4TTP 200 uM

- Primer o cebador 1, 1yM

- Primer ¢ cebador 2, 1pM

-Taq polimerasa, 2.5 Unidades enziméticas (Perkin elmer

Cetus, USA.)

- todo elio en un volumen final de 100 pl

Las parcjas de primers utilizadas para la ampliicackn de
DNA fueron:

GHAG-GHS0 (amplificacién genérica DRB; Scharf y col,
1989}

DRBAmMpA-DRBAmpB  (amplificackbn  genérica DRB;
Morales y col,, 1991)

DRBAmpA-DRBEI2S (amplificacibn especifica de DRBE)

las condiclones de amplificacién que se aplicaron en el
DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer Celus) o en el PCR-9600 (Peridn
Elmer Cetus) fueron:

Desnaturalizacién pyevia (95°C) durante 5 minutos

30 clclos constando de 3 pasos:

Desnaturallzaciin a 95°C 30 segundos
Hibridacién a 55°C 1 minuto
Extens¥n a 72°C 2 minutos

Extension final a 72°C durante 5 minutos.

5.3 Reacciones de
amplificacion de RNA

Ll ’NA monocatenario no sitve como sustralo pam b
Taq-polimerasa y en general para ninguna DNA polimerasa, Por ello
antes de realizar [a reacclén de PCR hay que sintetizar una hebra de
DNA complementario {cDNA) al RNA mensajero.

La sintesis de la hebra de cDNA complementaria al RNA
mensajero se realiza en un volumen final de 20 1 que contiene:

-02 a2 pg de RNA ciloplismiko total

- 5 Unidades de inhibidor de RNAsas

-1 mM de cada deoxinucledtido trifosfato {dATP, ACTP,

dGTP y dTTP)

- KC1 50 mM

~ Tris-Cl 20 mM

- OHEO(dT)“ a1l HE



- 100 Unidades enzimaticas de la Transcriptasa Inversa
AMV

Esta mezcla se incuba durante 1 hora a 42°C.
Posteriormente se inactiva la enzima por calentamiento (10 minutos
a 65°C). Sin purificacién necesaria, el 25% del producto de esta
sintesis se puede utiliz en una reaccion PCR como la descrita para
DNA genémico, tanto en composicion de la mezcla de reaccidn
como en en las condiciones de tiempo y temperatura de cada ciclo.

Las parejas de primers utilizadas para reacciones a partir
de RNA fueron:

DRB-500/ DRB-300: amplifican los trénscritos completos
de todos los genes HLA-DRB

DRB-500/ DRB-600c: amplificarian (hipotéticamente) Ia
porcién 5’ de los trinscritos del gen DRB6

DRB-600 / DRB-300: amplificarian (hipotéticamente) la
porcién 3’ de los trénscritos del gen DRB6

DRB-600 / DRB-AmpB: amplificarian (hipotéticamente)
una porcidn del ex6n-2 de los trénscritos del gen DRB6.

54 Controles de

amplificacion

Al ser la técnica de PCR tan extremadamente sensible
(pudiendo producir mds de un millbn de copias de la regién
flanqueada por los primers utilizados) es necesario ser muy
cuidadoso en lo que se refiere a la contaminacién de muestras.

Por ello, en todas las reacciones, tanto a partir de DNA
como de RNA, se introduce un control NEGATIVO, que consta de
los mismos ingredientes que una reaccidn estandar, sustituyendo el
sustrato (DNA o RNA) por agua destilada.

Pero ademas, en el caso de las amplificaciones a partir de
RNA, cuando se utilizan primers que pertenecen ambos al mismo
ex6n (como el caso de la pareja DRB-600 / DRB-AmpB) hay que
utilizar un control de CONTAMINACION DE DNA, pues si hubiere
DNA contimante en la muestra de RNA se podria amplificar
resultando en falsos positivos. Este control consiste en someter a
una muestra de RNA a todos los tratamientos omitiendo el uso de
Transcriptasa Inversa. Por lo tanto no va a haber sintesis de cDNA
y sise produce un resultado positivo se deberi a presencia de trazas
de DNA.

El control de amplificacién se realiza sobre geles de
Agarosa al 1% o Agarosa NuSieve al 2% en presencia de buffer TEA
1x y tefiidos con bromuro de etidio. En cada pocillo se carga la
mezch resultante de:

- 10% del producto de PCR (10 pl)
- 10 pl de agua bi-destilada
- 5 pl de BPB 5x

. Una vez cargado en los pocillos, con marcadores de peso
molecularadecuado para poder identificar el tamafio del amplificado,
las muestras se someten a electroforesis durante 2 horas (100
voltios), visualizindose finalmente el resultado alaplicar el gel sobre
un transiluminador ultravioleta (254 nm). El resultado clisico de un
control de amplificacién se muestra en la figura 24.
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6. Técnica de tipaje con oligosondas (Oligo-

Tipaje)

6.1 Transferencia del
DNA amplificado a
filtros de nylon:

Cuando la PCR se ha realizado parz oligotipaje, un 5% del
producto total obtenldo (5 pl) se desnaturaliza con NaOH 0.4 N
durante 10 minutos a temperatura ambiente:

-5 ¢l de reaccion PCR
-10 pl de agua bi-destilada
-10 pl de NaOI{ 1 M

A continuacifn, esta mezcla se neulmliza con 25 pl de
Nti-acelalo 2 M. Inmedhtaments, bs muestras se afiaden sobre
una membrana de nylon {Hybond N, Amersham) usando el aparato
de dot-blot de Bio-rad (ver figura 25).

Mientras se prepara el aparito para su uso, las muestras
deben mantenerse en hiclo, La membrana debe empaparse en NH;-
acetalo | M, Una vez colocada la membrana en el aparato, se hace
pasar a través de todos los pocillos (dots) 0.5 m!de NH,-acetato 1M;
a continuacién el producto de fa PCR previamente desnaturlizada
y neulralizado y finalmente otros 0.5 ml de NH,-acetato 1 M,

Se desmonta el aparato y se deja secar la membrana al
alre. Para que el DNA se fje a la membrana se incuba ésta durante
2 horas en una estufa a 80°C.

6.2 Marcaje radioactivo
de oligonucleétidos.

Los oligonucle6tidos que se utilizaron para hibridar los
productos de la amplificacién DRB [ueron:

~DRB-600
-DRB-601
-DRB-602

Para marcar estos oligonucle6tidos se realiza la sigulente
mezcla:

-70 ng del oligonucle6tido a marcar

<70 uClde (PUPATP

-2 pl de Tampén kinasa 10x

-5 Unidades enzimiticas de T4 polinuclkedtido kinasa
{Pharmach, Uppsala, Suecia)

La mezcla se manliene durante 30 minulos a 37°C. A
continuacién se afiade 1 pg de DNA carrder {1 1l de ssDNA a 1
mg/ml) y 9 pl de agua hi-destilada.

Se iactiva Ia kinasa por cabr (68°C dumnle 10
minutos) y posterorme se purifica el oligonucleétide marcado a
través de una columna cromatogrifica de peneirabilidad de
Sephadex G-50 (13 ml).

6.3 Hibridaciébn de los
filtros, lavado vy
autorradiografia

la hibridacién de los DNAs amplificados con las sondas
marcadas nos va a permitir detectar diferencias de secuencias de
hasta 1 sola base. Para ello hay que ser muy estrictos en lhs
temperaturas de hibridackin y Lvado de cada oligonuckétido
especifico. Reclentemente, se ha Incorporado a esta téenlea b
utilizackn de una sal de amonio cuatemario 6 TMAC (del inglés:
TetraMethyl-Ammonium Chloride) (Wood y col,, 1985); con el uso
del TMAC las temperaturas de hibridacién y lavado ya no van a
depender del contenilo de bases G y C de! oligo, séko van a
depender de su longltud, Las temperaturas de hibrifackon y lavado
que se proponen a continuacidn son para oligonucledtidos de 18
bases (para oligonucksdtidos de 20 bases habrfa que subir 2°C
ambas tempemturas).

Para la prehibridacién, se coloca v membrana (tal y
como se ha preparado ¢n ¢l apartado 6.1) en una belsa de plistico.
Se moja con 10 ml de SSPE 4x. Se retir el SSPE 4Ax sobrante y se
afiaden 10 mlde TMAC PARA MIBRIDACION (apartado 1), Se sella
Ia bolsa con cabor evitando que queden burbujas de aire en el
interior y se incuba ¢l conjunto durante 1 hora (minimo} a 54°C.

Corfando una esquina de 1a bolsa y sin denamar ifgu o,
se Introducen de 30 2 60 ng (5 a 10 pmoks) del oligonucleétido
marcado con *P (taly como se ha preparado en el apartado 6.2), S¢
vuehe a sellar la bolsa con calor y se incuba a 54°C durante 3-16
horas con agltacidn constante.

Pasado el tlernpo de hibridacidn, se extrae of filiro de la
holsa y se reallzan los siguientes lavados (con agilackn constante);

1. 100 m| de SSPE 2x/ SDS 0.1% durante 10 minutos a
temperatura ambienie (2 veces).

2,100 ml de SOLUCION TMAC durante 10 minuios, a
lemperatura ambien te,

3. 100 mlde SOLUCION TMAC, durante 10 minutos y a
58°C (2 veces).

Se pueden lavar varios filros a la vez, afiadlendo 50 ml
de cada solucién de lavado por cada flitro adicional.

Se dejan secar los filtros al alre. Se envueben en plistico
muy finoe {feynolon) y se exponen a aulomadiografia colocados
junio a peliculas Kodad XOMAT-XARS, a -80°C y de 12 a 24 horas,

Sise quieren reutllizar los filiros, una vez hibridados, hay
que someterlos a un lavado parz desprender el oligonuclebtido
anlerior: Tris, pH 8.0, 10 mM / 8DS 0.5 % durante 15 minutos a
70°C (1 4 2 veces),
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7. Secuenciacion de DNA

{Sambrook y col., 1989)

7.1 Preparacién del

bacteriofago M13.

Para clonar dentro del bacteriofago M13, es necesario un
paso primero de Hnearizacion con la enzima que se vaya a utilizar
para el clonaje. En el caso de productos de PCR, como tienen
extremos romos (no protuberantes) se utilizan alternativamente
Sma-l o Hinc-Il como enzimas de corte. En nuestro trabajo, la
preparacidn del M13 se realizé en todos kos casos con Sma-l,

Se coloca en un tubo tipo "eppendor™, y con un
volumen final de 20 pl los sigulentes productos:

<10 pg de DNA de M13mpl8 en su forma replicativa
-2 plde Tampén Sma-1 10x

-50 unidades enzimilicas de Sma-l
Manheim, Manhelm, FRG})

-agua bi-destilada hasta ajusiar el volumen

(Boehringer

la mezcla se Incuba durante 1 hora a 24°C. Se afiaden
200 plde TE Ix.Y se realizan dos lavados (extracciones): el primero
con 225 pl de PCI y el segundo con 225 ul de Cloroformo /
Isoamflico (24/1}.

A la fase acuosa resultante se le afiaden 20 plde Acetato
sédico 3M y 450 pl de etanol absoluto, S¢ incuba b mezch durante
30 minutos a -80°C. Posterormente se cenlifuga durante 10
minutos, a 4°C y a 10.000 mpm para precipitar el DNA, Se exirie el
elanol a vach y se lava el precipitado con 500 1l de Etanol al 70%.
Se vucle a extraer el clanal, se defa secar completamente el
precipitado, ¥ una vez seco se resuspende en 20 pl de agua bi-
destilada,

Posteriormente se hace una medida espectrofolométrica
a 260 y 280 nm para estimar su pureza y concentracin. Y se diluye
hasta dejarle a una concentracién de 50 ng/pl.

7.2 Clonado del materiai
amplificado en - el
bacteriofago

El producto de PCR sobrante delcontrol de amplificaciin
{8041} se comre en un gel de agarosa preparativo al 1% durante 2
horas a 90-100 voltos. Pasado este tiempo, se silia sobw un
espectrofalémetio ullraviolela y se visualiza la banda del material
amplificado (tamafo adecuado), La banda se recorta con un
escalpelo estéril y se somete 2 electroelucién {(ver apartado 4.1).

[ material eleciroeluido se precipita con acetato sédico
y etanal absoluto, se lava con etanol al 70% y se resuspende en 20
il de agua bi-destilada (del mismo modo que se ha hecho con el
fago M13 en el apartada 7.1). Se ajusla su concentracion a 8 ng/ul.

A conlinuacibn se procede al "lifado" de los dos

materiales genéticos M13 y preducto amplificado) del siguiente
modo:

-1 pl (50 ng) de M13 mpl 8 cortado con Sma-l

-1 p! (8 ng) del producte de PCR putificade

-1 plde Tampén Ligasa 10x

-1 pl de TA DNA ligasa {40.000 Unidades enzimdticas;

New England Blolabs, USA}

-1 plde agua bi-destilada

La mezch se incuba durante toda la noche a 16°C

7.3 Preparacién de
bacterias
competentes vy
transfeccion

Se pincha una colonk aislada de E.coli {cepa TG,
Sambrook y col, 1982} que ha sido crecda en placas de medio
minime M9 y se inocula en 5 mlde medio liguido TY 2x {en tubos
de 50 ml para que el cultivo esté alreado). Se crece el cultiva toda
Ia noche a 37*C y 150 rpm.

Del medio anterior, a Ia mafiana siguiente se inoculan
400 plen 40 mide medio fresco TY 2x v s¢ incuba durante 2 horas
a 37°C y agitacién (hasta que b Q.. a 550 nm sea de 0.2), Del
mismo cultivo de toda la noche, en paraklo, se inocuka una gota en
20 ml de medio fresco TY 2x y se Incuba de 1 a 2 homs,

El cultivo de 20 m] se mantiene a 4°C hasta su uso
como cesped bacteriano, El cullivo de 40 ! se centrifuga duranie
10 minutos a 4.500 rpm y 4°C,

8¢ decanta el sobrenadante, y el precipitado se
resuspende en 20 m] de CaCly 50 1nM preenfriado a 0°C y estéril,
La suspensién baclerlana se defa en hielo durante 30 minutos,
agitindola cada 10 minutos,

Se centrifuga a 4.500 pin durante 10 minuios y a 4
*C. Se decanta ¢l sobrenadanie y el precipitado se resuspende en
4 mlde CaCl; 50 mM [rio. En esta suspensién las baclerias ya son
compelentes y deben usarse en 24 horas conservindols a 0°C
entretanto,

Se mezcla en un tubo tipo Yeppendor™ los sigulentes
productos:

-5 pl del ligado obtenido en el apartada 7.2

-45 plde TE 1x estéril

-300 ! de bacterias competentes en CaCl;

La mezcla se incuba en hkelo acuoso durante 40
minutos. A continuacibn se incuba durante 3 minutos a 42°C y se
vuelve a colocar sobre hielo.

Se funde el Top Agar H (3 m] por cada experimento de
transfecckon) y se deja enfriar hasta 42° C. Por cada experimento de
transfeccién que se vaya a realizar se realiza la mezch:

-200 plde bacleria crecida exponencialmente (inéculode

20 ml que se guardd en la nevera)

-40 plde IPTG (100 mM en agua destilada)
A0 pfde X-gal (al 2% en Dimetil-flormamida)

A cada tubo contenlende las células competentes
transfecladas con el M13-inserto se ke afiade:

-270 pl de b mezcla TGI/IPTG/X-gal
-3 ml de Top Agar H

Se mezcla suavemente {para no producir buthujas) y se
deposita inmediatamente sobre una placa H precalentada a 37°C.
Se afita suavemenle hasla confluencia y se espera hasta que
solidifique el Top Agar. Una vez solidificade, las placas se incuban
invertidas durante una noche a 37°C.
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74 Seleccidn
amplificacion de los
c | o n e s
recombinantes.

Con l introduccibn del IPTG y X-gal en las placas de
cultivo y el uso de la cepa TGl de E. coli, es posible hacer una
seleccibn de bos clones recomblnantes por color: las placas de lisks
de bacteriofago nativo se van a colorear de azul, en tanto que las
placas de lisls de fago M 13 recombinante {con Inserto} no se van a
poder colorear y tienen un aspeclo blanquecino.

Inocular una colonia aikhda de E. coli TGI en un tubo
de 50 m!conteniendo 5 mide medio TY 2x. Incubar toda fa noche
a 37°C y 150 rpm,

A la mafiana siguiente, hacer una dilucién 1:100 de este
cultivo cotr medio TY 2x fresco.

Pinchar con una agwa de siembra una plca
recombinante (blanca) ¢ inocularla sobre 5 ml del cultive anterior
en tubos de 50 ml,

Agllar vigorosamente (250 ypm) a 37°C entre 6y 7
horas (no es conveniente que este cultivo se extienda més de 7
horas, porque puede haher muerle bacteriana y aparecer nuestra
muesir contaminada can DNA, RNA y restos celulares haclerianos).

Centrifugar el cultive a 2,500 rpm. durante 10 minutos,
Transferir el sobrenadanle a un tubo linplo estéril (en el
sobrenadante se encuentran las particulas infectivas del fago M13
que son de DNA monocalenaria; en el precipltado y dentro de las
haclerias se encuentra la forma replicativa del M13 que es de DNA
bi-catenarlo}

Centrifugar el sobrenadante a 2.500 ypm durante 10
minulos y transferir a un nuevo tubo.

Tomar 1.8 mi de sobrenadante y afadir 360 ul de
Solucién PEG para producir L agregacidn de las particulas virles,
Mezclar vigorosamente e incubar durante 30 minulos a 4°C.

Cenlrifugar la suspensién a 10.000 wpm durante 10
minulos para precipltar las particulas virales. Aspirar y desechar el
sobrenadante procurando no dejar trazas del PEG.

Resuspender el precipitado en 400 pl de TE 10/1. Para
refiar las proteinas vimles, se realizardn a continuaclén las
slfuienles extracciones:

- (2x) A00 plde PCL: afiadir el PCI, agitar vigorosamente,
incubar a lemperalura ambiente y cenlrifugar a 10,000
pm durante 3 minutos, Pasar la fase acucsa superior a
un tubo lmplo y repetir el proceso.

- (2x) 400 pl de eter elflico {salurado con agua): afiadir
eleter, agitarvigorosamenle, centrifugarinmedialamenlies
a 10,000 rpm durante 1 minuto, Retirar la fase orgénica
superior por aspiracién a vacio y repetir el proceso.

Afiadir 40 pl de Acetalo s6dico, pH 5.2, 3 M y 800 pide
elanol absoluto, Mezclar bien ye incubar durante 30 minulos a -
80°C o durante loda & noche a -20°C.

Centrifugdar I mezch durante 15 minulos a 10.000 ipm
¥ A°C. Desechar el sobrenadante y afiadir sobre el precipitado 400
il de Etanol al 70% preenfriado a -20°C. Centrifugar 5 minulos a
10.000 pm v 4°C, Descchar el sobrenadante y dejar secar el
precipitado a vack durante 5 minutos.

Resuspender el precipitado en 20 il de agua bi-destilada,
Realizar lecturas espectrofotométricas a 260 y 280 nm panma
determinar la purcza y concentracion del DNA. Disolver las muestras
con agua bi-destilada hasta una concentracién de 250 ng/ul (1 0.D.
a 260 nm equivak a una concentraclin de 33 pg/mk
aproximadamente 2 pg de DNA monocalenario equivaken a 0.8
pmoles).

75 Reacciones de

secuenciacion
. (Gocayne y col,, 1989)

Una vez purificado ef DNA monocatenario de M13
{contenlendo el inserio de Interés) se reallzan las reacclones de
secuenclacién {copia) siguiendo bisicamen te el método descrito por
Sanger (Sanger y col, ). Se pueden utilizar diferentes enzimas
como polimerasas, Las enzimas ulilizadas en este trabajo fueron 2:
Sequenasa y Tagq polimerasa.

La Sequenasa (US.B, US.A.) es una medificacién de h
DNA polimerasa del bacleriofago T7, en tanio que la Taq polimerasa
es una polimerasa que trabaja a alla temperatura (72°C) y se
obtiene a partlr de Termus agquaticus,

Ademds, en este frabajo se ulilizaron primers o cebadores
de secuenciac¥in fluorocromados en lugar de realizar un marcaje
radloactivo. Los 4 primers diferentes (denominades JOR, FAM,
TAMRA y ROX) se combinan con las 4 reacciones diferenciales de
secuenciacibn (A, C, Gy T, respectivamente), como se esquematiza
en [a figura 26.

7.5.1 REACCIONES CON

SEQUENASA

Se utilizan 4 tubos de microcentrifiuga marcados A, C, G
¥ T respectivamente y se mezcla en ellos s cantidades y producios
que se muesiran en [a Tabla 2.

Estas mezclas se incuban a 56°C durante 5 minutos.
Transcurridos éstos, se dejan enfriar lenlamente a lemperatura
ambiente duranie un periodo de 20-30 minutos. Una vez frios Jos
tubos, se centrifugan unos segundos para recoger en el fondo ls
golas de condensacin.

Preparar las mezcls de nuckétidos de reaccin del
sigulente modo;

d/ddA: 1 vol, ANTP mix + 1 vol. diATP 50 uM

d/ddC: 1 vol. ANTP mix 4 1 vol. didCTP 50 pM

d/ddG: 1 vol. ANTP mix + 1 vol. didGTP 50 pM

d/ddT: 1 vol. dNTP mix + 1 vol, dMTTP 50 yM

Preparar la enzima (Sequenasa) del slguiente modo:

-1 pl de enzlma (a 10-12 Unidades/pl}
4.5 1l DIT 0.1 M
-3.5 pl de Tampdn Sequenasa 5%

Aiiadlr a cada reaccién de anillado: 1.5 pl {en el caso de
Jos tubos Ay C) o 4.5 pl (en el caso de los tubos Gy T) de las
mezelas de nucledtidos comespondientes, Afiadir 1 pl {para Ay C)
63 ul (para Gy T) de la enzima preparada,

Incubar las reacciones de exiension durante 5 minutos
a 37°C. Se puede afiadir un "puko® de enzima Kienow para que bs
reacciones inacabadas se completen, pero no es estriclamente
necesario,

Calenfar todos lot tubos a 65°C duranie 10 minutos

para desactivar las enzimas. Centrifugar unos segundos para recoger
en el fondo de los tubos las gotas de condensacidn,
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Juntar las 4 reacclones de cada clon (A, C, G y'T') en uno
de los 4 tubos, Afiadir 6 pl de Acetato sédico, pH 5.2, 3M y 260 pl
de etanol ahsolutlo.

Agitar para mezclay bien e incubar s mezclas en hielo
durante unos 20 minutos. Centrifugar las precipitaciones durante
30 minutos a 10.000 rpm, Desechar el sobrenadante por aspiracitn.

Lavar el preclpitado con 500 pl de etanol al 70%
preenfriado. Centrifegar 5 minutos a 10.000 rpm, desechar el
sobrenadante y secar el precipitado a vacio durante 5 minutos. Este
precipitado seco estd listo para cargar en los geles de secuenciackén,
0 en su caso conservar durante varios meses a -20°C y en
oscuridad.

75.2 REACCIONES CON

TAQ POLIMERASA

Se preparan Igualmente 4 tubos rotulados come A, C, G
¥ T, pero de 0.7 ml (los que se utilizan para Ia técnica de PCR). Se
preparan las mezclas de nuckoétdos del siguiente modo:

MddA: 1 vol. dA mix -+ 1 vol. dATP 3 mM
C/ddC: 1 vol. dC mix + 1 vol, didCTP 1.5 mM
G/ddG: 1 val. dG mix + 1 vol. dGTP 0.25 mM
T/ddT: T vol dT mix + 1 vol. dTTP 2.5 mM

Tambin la enzima (Taq polimerasa) se prepara diluida,
del sigulente modo:

-10 Unidades de Taq polimerasa

-2 plde Tampén Taq de dilucion

-Agua bl-destilada hasta 20 pl de volumen final

A continuvaclén se mezclin en cada tubo el DNA
monocatenario, nuclestidos, lamponesy enzimas det medo indicado
en la tabh 3,

Estas mezelas se someten a 30 ciclos {como los de PCR)
del sigulente modo:

15 PRIMEROS CICLOS:

-Desnaluralizacibn a 95°C durante 30 segundos
-Anilamiento a 55°C durante 30 segundos
-Elongacién a 70°C durante 1 minuto

15 CICLOS FINALES:

-Desnaturalizacién a 95°C durante 30 segundos
-Anillamiento/elongacién a 70° durante 1 minuto

Pasados los 30 cichs, se junta el contenido de los 4
tubos en uno sélo (A+C+G+T) y se le aftade 140 ul de Etanol 92%
/ Acefato sédico 0,1 M

La mezch se incuba en hielo duranie 20 minutos,
Posteriormente se centrifiuga 30 minuios a 4°C y 10,000 rpm, £l
sobrenadante se aspira a vacio y el precipitado se lava con 500 plde
etanol al 70% preenfriado, Se vuebve a centrifugar 5 minutos y a
desechar el sobrenadante. El precipitado se deseca a vacih durante
5 minutos y se carga en ¢l gel o se congela a -20°C y en
oscuridad.

7.6 Carga de los
productos en el gel,
deteccibdbn vy
obtencion de las
secuencias.

Para preparar los geles de secuenciacidn, se mezch:
-50 ¢ de Urea
-15 ml de Acrilamida al A0%

-2 g de resina de Intercambio Bnico

con Jo que se consigue un gel al 6% de acrilamida y 83
molar de Urea. Se agita la mezcla magnéticamen te y con calor hasta
que se¢ disuelva tfotalmente y se caliente a unos 50°C. A
continuacitn se filtra a través de un filvo de 0.2 m, se ke afiaden
10 ml de TBE 10x y se enrasa a 100 m] con agua bi-destiladaa

Los cristales de secuenclacién se lavan con detergentes
que no produzean reskiucs y agua caliente, frotando con un pedazo
de papel blando (tissue). Se aclaran abundantemente con agua del
grifo y, cuando ya no quedan restos de detergente, con agua hi-
destilada. Finalmen!e se lavan con etanol al 95% y se defan secaren
posicion vertical

Una vez secos, se prepara el sandwich cistal-
espacindores-cristal. Se sellan los hterales y ¢l fondo con clila
adhesiva plistica. A l solucién de acrilamida fillrada, se ke afiaden
500 p1de Persulfato de amonio al 1036 y A5 gt de TEMED. Se agita
suavernenle y se carga entre los dos cristales, en posicion verticaly
cukdando que no se formen burbujas. Cuando el Interior de los
crisfales esta lleno hasta 2 ctn del horde superior, se sitfian en
poskién horizontal, se coloca et peine de secuenclacién, y se fja
con 3 pinzas metilicas. El conjunto, se defa polimerizar durante 1
a 2 horas,

Una vez polimerizada [ acrilamida, se reliran las pinzas,
el peine y [ cinta adhesiva. Se lava abundanlemente con agua del
drifo y finalmente con etanol al 95%. A continuackén se coloca en
el interior de la cubeta del secuenclador automético 3734 (Applied
Biosystems, Foster Cily, CA). Una vez puesto el cristal, y
comprobada la lectura del laser, s rellenan con tampén TRE 1x las
cubetas de electroforests superior e inferior. Se conectan los cables
de tension, se limpian los pocllios de restos de acrilamida y s¢
realiza una carrera previa de elechoforests durante 30 minulos, a
1.500 voltios, 20 mAmperios, 30 Watlos,

Las muestas, preparadas como se ha descrito en el
apartado 7.5 se resuspenden en 1 pl de BOTA, pH 8.0, 50 mM y 5
pl de Pormamida desionizada. Se mezch con culdado y
repelidamente para conseguir la resuspensidn. A conlinuacién se
centrifugan los tubos unos segundos para recoger tode el liguido en
el fondo. Se calientan durante 2 minutos a 90°C para
desnaturalizar el DNA y se melen inmediatemente en hiclo. Asf
eslin listas para ser cargadas en los pocillos del gel. Una vez
cargadas, se somenlen a electrofaresis en las mismas condiclbnes
que I pre-cawera, durante 14 horas,

En el secuenciador, se programan los nombres de los
clones Introducidos en cada pocillo. Pasados unos 15-20 minutos
desde que comenzd la clectrofovesls definitiva se da orden de
recogida de datos. Un rayo laser excita a las mokécubs que pasan,
y &stas, al llevar fluorocromos conjugados emllen en una
delenminada longitud de onda (diferente segén que haya terminado
en A, C,G6T) La emkldn se fillra por los 4 colores posthles, se
folomultiplica y se envh al ordenador (ver Figura 27),

Acabada la eleciroforesis, el ordenador inlegra lodas las
emisiones fluorescentes recibidas, normallza e} espacio enlre las
diferentes sefiales y reallza un asignacin de bases, Bl resultado se
conserva en un fichero en el disco duro y se produce una impresitn
en colores por medlo de un plotter (Figura 28). La secuench, se
puede edilar en pantalla y ser corregida por el operario,
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Tabla 2

Reacciones de anillamiento con Sequenasa: composicion

Reaccion Reaccion Reaccion Reaccion
Reactivo A c G T

DNA molde 0.1 pmol 0.1 pmol
Primer (0.2 pmol/ul) 1 ul JOE 1 ul FAM
Tampén Sequenasa5x | 1 pl 1l

Agua bi-destilada variable variable

0.3 pmol

3 ul TAMRA
3ul
variable

15 ul

0.3 pmol
3 ul ROX
3ul
variable

15 pl

Volumen final 5pl 5l

Tabla 3

Reacciones de sequenciacién con Taq polimerasa: composicion

Reaccion
Reactivo A

Reaccion
C

Reaccion
G

Reaccion
T

DNA moide
Primer (0.2 pmol/pl)

0.1 pmol

1 ul JOE
184l
1ul(A/ddA)
2ul
variable

Tampén Taq 5x
Solucién d/ddN
Taq diluida

0.1 pmol
1yl FAM
18 ul
1pK(C/ddC)
2ul
variable

0.2 pmol

2 ul TAMRA
3.6 i
2ul(G/ddG)
4l
variable

0.2 pmol

2 pl ROX
3.6 ul

2 pl(T/ddT)
4 pl
variable

Agua bi-destilada

Volumen final 9 ul 9 ul 18 pl 18 pl

FRAGMENTOS DE DNA
MARCADO MIGRANDO —

EN EL GEL =
£ =
€3 CARGA DEL GEL =
4 -~ (Hasta 24 muestras) S
I = Y
md TUBO DE : = ¥
Tt~ FOTOMULTIPLICACION =

“Teyl| Y DETECCION

FILTROS —L
I DE COLORES / |

| SALIDA DE DATOS
AL ORDENADOR
] J

I EXCITACION POR LASER | 3
DE LA FLUORESCENCIA ——

Figura 27. Esquema del funcionamiento interno del secuenciador: recogida de datos y envio al ordenador de control.
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8. Analisis de Secuencias

8.1 Programa para

prediccion de
estructura
secundaria de
proteinas.

Para la prediccién de estrectura secundarda a partir de
una secuencia de aminodcidos se utilizd el programa GARNIER del
paquele inforindtico PC-GENE (InteiliCenetics, CA, 1U.8.A.). Este
programa  predice  estructuras  secundarias (hélices, liminas
exlendidas, glros y random) basindose en el método de Gamier,
Osguthorpe y Robson {Camier y col, 1978).

Para cada amino4cido de una secuencia, el programa
realiza 4 ecuaclones para cada uno de los estados conformacionales
posibles thélice alfa, limina beta, giros beta 6 estructum andom).
A cada aminoécido se le asigna, pues, un valor para cada una de las
4 estrucluras posibles. Estas ecuaciones tienen en cuenta el efeclo
que sobre un residuo determinado ejercen los 8 resiuos adyacentes
{4 a cada lado). Posteriormente, se propone una “Conslante de
decisiin”, que se resta a cada uno de los 4 valores, De los valores
reslantes, el que sea més allo determina el eslado conformacional
que se ke aslgna a cada aminoicido,

Los valores asocldos a cada aminofcido se basan en
estudlos eristalogrificos o de estructura lerciaria de profeinas
conocidas. También se tienen en cuenta Ybos valores de dicrolsmo
clrcular, que predicen el porceniaje de una proteina en estructura
secundaria, La validez del método de Garnier se ha comparado con
otros métodos existentes (Buseilta y Hospital 1982; Kabsch y
Sander, 1983} y se ha observado que, pam proteinas de esiructura
terciaria conocida, ek método tiene una precision de un 56-57%. Por
tanio, resulta un método més aceptable que el Chou y Fasman (con
una precisién inferior al 50%).

Una vez metida la secuenci de aminodcidos a analizar,
el programa realiza Jos computos y dibuja un sfmbolo debajo de
cada aminodcidos

X: alfa hélice

>: giro beta

-z Bmina beta

*: estruciura random

8.2 Programa para
calculode homologia
entre secuencias y
construcciéon de
dendrogramas:

Los &rboles o dendrogramas lilogenéticos se construyeron
a parlir de las secuencias de DNA utilizando el programa CLUSTAL
del paquete imforméatico PC-GENE (Intelligenctics, CA, USA.),
programa que se basa en el método de Wilbur and Lipman (Higgins
y Sharp, 1988; Higgins y Sharp, 1889; Wilbur y Lipman, 1083),

El programa calcula un valor de similaridad para cada
pargja de secuencias que se someten a comparacin, medlante un
alneamiento iniclal de todas las secuenclas anallzadas. En un
segundo paso, se construye el dendrograma utilizando los valores
de similaridad obtenidos paxa cada parcja en el alineamlento iniclal,
El método que se uliliza para consbruir Jos dendrogramas se
denomina UPCMA (del Inglés: Unwighted Pair Group Maximum
Averages), Elmétodo UPGMA comienza agrupando en una rama las
dos secuenclas mis similares, Postedormente, caleul los valores de
similitud de esta rama con cada una de las secuencias restantes, En
pasos posteriores, se van agrupando las 2 secuenclas més similares
en nuevas yramas y se calculan nuevos valores de similitud para cada
una de las ramas que se establezcan. 8i la similitud entre una
secuencia 0 mma nueva con una rama generada en los primeros
pasos es mayor que con las secuenclas akladas que quedan, se
agrupan varias ramas entre sf formando una rama afin mayor,
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S.

9.1 Individuos

relacionados

no

Se estudiaron un total de 88 individuos sanos no
relaclonados, para el total de los trabajos realizados. Todos elbos,
excepto 4, fueron tipificados para HLA-DR por serologia, y muchos
por RFLPs:

* 32 se utillzavon para la secuenciacién de todos sus
genes HLA-DRB (Tabla 4)

* 44 se utilizaron para oligo-tipaje de HLA-DRBG tras
una amplificacion genérica de HLA-DRB (Tabla 5). 4 de
los individuos de este estudio se utilizaron también para
secuenciacién.

* 5 se utllizaron para la sccuenciaclin del akelo HLA-
DRI3b (Tabla 8)

* 14 se utilizaron para la secuenclackn de fragrientos
més largos del exén 2 y distincion de los sublipos HLA-
DRB6%0201 y HLA-DRB6*0202 (Tabla 12)

Individuos, Familias y Lineas Celulares

9.2 Familias

Dos familias, de 5 mdividuos sanos cada una, se
utilizaron para estudiar la segregacidn de los alelos de HLA-DRB6 en
los diferentes haplotipos. Una de las famillas portaba un cromosoma
DR, y la ofra un cromosoma DR2, Su tipaje seroldgico, asi como
por RFLPs se muesta en la Tabla 11.

9.3 Lineas celulares

Un lotal de 52 células homocigotas de tipaje de los dos
Gltimos Talleres internacionalkes de Histocompatibilidad se utilizaron
con diferentes propdsitos:

* 14 Gniamente para estudios de secuenciacidn de
todos sus genes HLA-DRB

* 19 para oligo-tipaJe de DRBG

* 19 para ambos estudios {secuenciacitn y oligolipaje,
Tablas 6 y 7).
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Tabia 4

Tipaje HLA-DR serolégico y RFLP de los individuos no emparentados
utilizados en estudios de secuenciacién

1 Ne | Individuo | Serologia HLA-DR | Tipaje DR-RFLP |
| 1 AMM 2.X 15,15 :
1 2 PSL 5,6,52 12,13a1
i 3 PL. 4,5,52,53 4,12
1 4 MLS 3,5,52 17.1,12
| 5 EGS 6,X,52 13a3,13b
! 6 JGJ 6,7,52,53 13b,7.1
i 7 JMM 2.X 15,15
i 8 MP 3,X,52 17.1,"Br"
9 OGS 5,6,52 11,13b
| 10 DYC 5,6,52 11,13b
011 JRS 6,7,52,53 13b,7.1
| 12 JRB 4,6,52,53 4,13b
§ 13 AGC 7,X,53 7.1,"B
i 14 AGR 4,X,53 4,"Br"
1 15 0SS 4,6,52,53 4,13b
| 16 EGR 4,X,53 4,'Br"
| 17 MRS 6,7,52,53 18b,7.2
I 18 MPC 3,X,52 17.2,"Br"
1 19 BAC 4,X,53 4,"Br"
I 20 CcC 5,6,52 11,13at
| 21 VRS 27,53 15,7.2
22 JRS 27,53 15,7.2
| 23 JS 7.X,53 71,72
| 24 866 4,X,53 4,4

1 25 867 4,7,53 4,72
i 26 868 4,X,53 4.4

| 27 869 4,7,53 4,72

| 28 876 24,53 15,4

E 29 877 4,753 4,72

§ 30 725 3.X,52 171,172
§ 31 726 4,7,53 4,72
32 727 3,4,52,53 1724
1 33 728 3,7,52,53 172,72
1 34 729 3,4,52,53 17.2,4
| 35 730 3,4,52,53 17.1,4
1 36 MGA 2,6,52 15,13b
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Tabla &

Tipaje HLA-DR serolégico y RFLP de los individuos no emparentados
utilizados en estudios oligo-tipaje de HLA-DRB6

Individuo Serologia HLA-DR Tipaje DR-RF{P
MPC 3X,52 17.2,*Br*
EGR 4,53 4Br
201 4,253 4,16,
692 4,7,53 4,7.1
711 4,7,53 4,71
753 6,7,52,63 13a4,7.2
JRS 6,7,52,63 130,71
058 4,6,52,63 4,13b
424 10,3,52 1017.2
435 10,3,52 10,171
077 10,6,52 10,13a4
148 10,6,52 10,13a3
6224 ND ND
6225 ND ND
7818 ND ND
8138 4,53 ND
8189 ND ND
7774 13,52 ND
7817 1,7,53 ND
7843 27,63 ND
7989 11,10,52 ND
79499 1.2 ND
8000 2,7,563 ND

HOM-2 1,x ND
RAJI 3,10,52 ND

ALCL 23,52 15,17.1
003 1. 1,1
o072 2% 15,15

5650 3,852 ND

5551 2,453 ND

6231 2% ND

6233 1,2 ND

6160 1,2 ND

3935 1,2 ND
261 10,9,53 ND
226 10,1 ND

8132 1,6,52 ND

8133 1.2 ND

8134 10,3,52 ND

8135 10,3,52 ND

3411 10,7,53 20,71

3256 10,7,53 10,7 .2

3985 10,7,53 10,7.2

5471 10,6,52 10,14a

5475 10,4,53 10,4 _;
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Tabla 6

Celulas homocigotas de Tipaje utilizadas para secuenciacién genérica de
sus genes HLA-DRB

. Ne Serologia TCD §
i Workshop Nombre HLA-DR Tipaje Ow | DRw52 |
9002 MZ070782 1 20
9003 KAS116 1 1
9004 JESTHOM 1 1
9005 HOM2 1 1
9006 WT100BIS 1 1
008 D0208915 15 2
2010 AMAI 15 2
8011 E4181324 15 12
a0186 RML 16 22
Q9018 £.0081875 3 3 25
o019 DUCAF 3 3 25
9020 QBL 3 3 25
9022 COX 3 3 24
8023 VAVY 3 3 24
9033 8M14 4 4
2034 SAVC 4 q
2036 SPOO10 11 DB2 25
9038 BM1t6 12 DB6 25
9040 BM15 11 5 25
9050 MOU 7 17
9051 PITOUT 7 17
9054 EK 14 9 25
o057 TEM 14 2] 25
9058 OMW 13 | 18 24
9059 SLEDOS 18 - 7 19 26
2060 CB6B 13 18 25
9061 31227ABO 14 g 25
9063 WT47 13 19 26
9064 AMALA 14 16 25
9066 TABO89 8 8.3
9069 MADURA 8 8.1
9075 DKs 9 23
| ooss PF04015 3 - 24 |
BHGMREIIRSREER R MEIESTHRIS ST | PR RCAS TN R | DRI IR | ISR Ry (i
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Tabla 7

Celulas homocigotas de tipaje utilizadas en los estudios de oligo-tipaje del
gen HLA-DRB6

‘ Ne Serologia TCD
|| Workshop Nombre HLA-DR Tipaje Dw | DRws2 {
| 9002 MZ070782 1 20
9004 JESTHOM 1 1
0008 D0208915 15 2
9011 £4181324 15 12
8016 RML 16 22
9019 DUCAF 3 3 25
9022 COX 3 3 24
9088 PF04015 3 - 24
9021 RSH 3 nuevo 24
9025 DEU 4 4
9026 YAR 4 10
89030 JHAF 4 13
9092 BM92 4 14
9107 LKT3 4 18
9040 BM15 11 5 25
9039 JVM 11 nuavo 25
9036 S5POO10 11 DB2 25
9042 TISI 11 nuevo 25
9105 FPAF 11 FS -
2038 BM16 12 DB6 25
9060 CB6B 13 18 25
9058 OMW 13 18 24
8063 WT47 13 19 26
9057 TEM 14 9 25
9064 AMALA 14 16 24
9050 MOU 7 17
2052 DBB 7 11
9093 BER 7 7
9047 PLH 7 DBt
9067 BTB 8 8.1
9071 OLGA 8 8.2
9066 TABO89 8 8.3
9070 LUY 8 8.3
9075 DKB g 23
2076 T7526 9 —
awo104 MDE 1
9W0404 sUD 4
IWO70H BCR 7
i ISR, | MRS PR PRI | SISO T ORI [| WA EACREGT | UWeeRpyren
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Caracterizacion de la secuencia de DNA del

exén 2 del alelo HLA-DR13b:

1.1 Definicién del alelo HLA-DR13b

La especificidad HLA-DR13b, que es un subtipo de HLA-DRS6, y que se define
por RFLP (Bidwell y col., 1988) es dificil de tipar y se puede confundir con HLA-DR12
(un subtipo de HLA-DR5, Betue! y col, 1984; Schreuder y col., 1984). Incluso
utilizando la técnica de RFLP como modo de tipaje, el patrén que se ha obtenido para
las células homécigotas 13b es idéntico al que se obtiene para células homocigotas
DR18 {(que es un subtipo raro del HLA-DR3). Los compendios de secuencias
publicados previamente a la confeccién de este trabajo (Marsh y Bodmer, 1989), no

inclufan la secuencia de este alelo.

1.2 Seleccion de individuos no emparentados con

tipificacion HLA-DR13b.

Al no disponer en nuestro laboratoric de la célula homocigota para la
especificidad DR13b, tuvimos que seleccionar individuos que portaran en heterocigosis
dicha especificidad. Para ello se realiz6 la tipificacién de HLA-DR y -DQ por serologia
y entre los individuos DR6, se eligieron los que eran DQ3, porque el alelo DR13b
suele ir acompanado de dicho DQ. Estos individuos se tipificaron por el sistema de
RFLP descrito para DRB, DQA y DQB vy los resultados obtenidos se muestran en la

Tabla 8.
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Tabla 8

Fenotipos HLA-DR y -DQ, determinados por serologia y RFLP en los
5 individuos utilizados.

5-3 SEROLOGIA
HLA-DR | HLA-DQ DRA DQA DQB
6,7 2,3 13b,7.2 3,3b 2h,3b
6 1,3 || 13b,18a3 | 1b,3b | 1a,3b
5,6 3 11,13b 3b,3b | 3b,3b
2,6 1,3 15,13b 1b,3b 1b,3b
6,7 23 13b,7.1 3,3b 2b,3b §

1.3 Identificacion de la secuencia del exén 2 de HLA-

DR13b:

De cada individuo analizado se obtuvieron diferentes secuencias del exén 2
correspondientes a alelos de diferentes loci DRB, puesto que el sistema de
amplificacién por PCR con los oligonucledtidos GH46 y GH50 no es especifico para
ningan locus. Todas estas secuencias, procedentes de los genes DRB1, DRB3, DRBA4,
DRBb5 6 DRB7 se compararon con [as previamente publicadas (Marsh y Bodmer, 1989)
y se asignaron a los diferentes alelos. Finalmente quedé una secuencia que no estaba
publicada y que compartfan los 5 individuos analizados, v se asigné como exén 2 del

alelo DR13b (Figura 29).

Con la secuencia de nucleétidqs del ex6n 2, y aplicando el c6digo genético, se
obtuvo la secuencia de protefnas del dominio B1. El alineamiento de esta nueva
secuencia de proteinas con las mds similares previamente conocidas (diferentes
subtipos de DR5 y DR6) demuestra que pertenece a este grupo de reaccién cruzada

(Grupo del DR52), por compartir con ellos los residuos 9-12 de la primera regién
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hipervariable ("EYST", ver figura 30), pero ademds, presenta un fragmento de dos
residuos ("SA" en las posiciones 57-58), que no aparece en ningan otro subtipo de
DR5 6 DR6 y si, en cambio, en un subtipo de DR4 y DRS8, como se muestra en la

Figura 30.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
CGG ATC CTT CGT GTC CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG TAC TCT ACG TCT GAG TGT
primer GH46 'R F L E Y S8 T S E C

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
CAT TTC TTC AAT GGG ACG GAG CGG GTG CGG TTC CTG GAC AGA TAC TTC TAT AAC
H F F N G T E R V R F L D R Y F Y N

34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51
CAA GAG GAG TAC GIG CGC TTC GAC AGC GAC GTG GGG GAG TAC CGG GCG GTG ACG

52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69
GAG CTG GGG CGG CCT AGC GCC GAG TAC TGG AAC AGC CAG AAG GAC ATC CTG GAA

70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87
GAC AAG CGG GCC GCG GTG GAC ACC TAC TGC AGA CAC AAC TAC GGG GTT GGG GAG
D K R A A V D T Y C R H N Y primer GH50

Figura 29. secuencia de nuclestidos del exén 2 del alelo HLA-DR13b deducida a partir de 5 individuos heterocigotos.
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Analisis de secuencias del exén 2 de los

diferentes genes HLA-DRB

2.1 Obtenciébn de 29 secuencias de DNA del exdn 2 de los

diferentes loci HLA-DRB

La amplificacién genérica del exn 2 de los genes DRB de células homocigotas
de tipaje (Tabla 6) e individuos no emparentados (Tabla 4), clonacién de los praductos
amplificados y secuenciacién de los clones recombinantes, nos permitié analizar alelos
de cualquiera de los loci que contienen exdn 2 (genes DRB1, DRB3, DRB4 y DRB5 y
pseudogen DRB7), puesto que se utilizaron como primers de amplificacién GH46 y

GHb50, que deben amplificar todos los genes DRB (Scharf y col., 1989).

La comparacién de los 315 clones obtenidos, entre sf y con otras secuencias
publicadas, nos permitié detectar 29 secuencias diferentes (alelos) como se muestra
en la figura 31. Las secuencias que se han obtenido en este trabajo se marcan con un
asterisco, en tanto que las no marcadas se han recogido de la bibliografia (Marsh y
Bodmer, 1991) para completar la figura 31.

De las 29 secuencias alélicas, 27 se correspondfan con especificidades
previamente secuenciadas (incluida las secuencia DRB1¥1303, correspondiente a la
variable de RFLP DR13b). Sin embargo, las 2 secuencias restantes (denominadas en
la figura X53357 y X53358, que corresponden al ntimero de acceso registrado en el
banco de datos europeo EMBL) presentaban bastantes sustituciones al compararlas

con el resto de los alelos, y eran bastante homélogas entre si,
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Dw 1T 20 3T 40 50 60 70
DRB1*0101 = Dwl TTTCTTGEEEE;EE;i;;E;qrGAATGTcATTTcTTCAATGGGACGGAGCGGGTGCGGTTGCTGGAAAGATGC
DRB1*0102 = Dw20
DRB1*0103 m"BON®
DRB1*1501 ® Dw2 c c A G c ¢ A-
DRB1*1502 ® Dwl2 c c A G c c A-
DRB1*1601  Dw2l c C-—-~AGG--G c c A-
DRB1*1602 ® Dw22 c c A G c c A-
DRB1*0301 ® DW3  ————wmof GA-T-CTC~-C—~ G AC c A~
DRB1#0302 °"RSH® ===w———of GA~T=CTC-Cm G c G A-
DRB1*0401 = Dw4 A G ACAL--G c c c A-
DRB1%0402 DWl0 ——————m GA~-—=~G——~~~ACAl~-G c X Crt A
DRB1+0403 Dwl3a A G ACA---G c c c A-
DRB1*0404 Dwlda A G A---G- c c c A-
DRB1*0405 Dwl5 ~—————of QA~—=rG-=veACA-~~G c c C A-
DRB1*0406 “KT2® ~———e=mf GA~——=G~~=~ACAlL-~G c c c A-
DRB1#1101 ® DW5  ——=——m-f GA-T—CTC~~C=Ch~=G c c A~
DRB1%1102 “JUM® =—=m———m GA-T—CTC~~C—= e c c A-
DRB1#*1103 ——=  ——=——u GA-T-CTC~~Com G c c A-
DRB1*1104  "FS" ~—we———o GA-T=CTC~=C~=C-—-G (o [ A-
DRBl*lle  =——————o] GA~TeCTCnm G Cp = =G cs c A-
DRB1*1201 &"DB6" ———mmm ~BA-T-CTC-=C~GGr~~G==~T § VL G-~ECA-
DRB1%1202 = ——mmeef GA-T—CTC-=CmGG~~Gm—mT: A G-l CAS
DRB1#130]1 ® DW18 ====—m- GA<T-CTC--Cé~Ch-=G c C A-
DRB1#1302 DW19 =————=mm GA-T-CTC—~Cm G c c A
DRB1*1303 ®"HAG" ~——=——=nf GA~T-CTC=~C~~Cr--G c c A-
DRB1+#1401 ® DW9  ——————rf GA-T-CTC-—C~=Cl--~G c c A-
DRB1#1402 ® DWl6 —————m— BA-T-CTC~~Cs—Cl-~=G c G A-
DRB1*0701 ® Dwl7 c- GG A-A-G c A---C cT-
DRB1*0702 “DB1°® c GG A-A-G- c A——C CcT-
DRB1#0801 ® DW8.1 —=——m—of GA-T~CTCa~C=GG——Gmm~T: c C A-
DRB1*0802 DwB.2 ———=—m-| GA=T-CTC=C~GG-—~G==~T: c c A-
DRB1*0803 ® Dw8.3 —————v —BA-T-CTC~+~C-GG-~~G~—-T c c A-
DRB1+0901 = Dw23 A= GA G c G SR G i S
DRB1#1001  ~--- A-G=~G G c C-=
DRB2%0201 & ——=  =——mm——-f (A-<==GC C---G ( P Y SEREL, SRR S A
DRB3*#0101 m DW24 —~——n=mf GA-~T--G G c o A~
DRB3%0201 ® DW25 ——=—=m-m| GA-~T- G c G--—-CA-
DRB3*0202 & DW25 ~—=mww==i GA~=T" C---G c G--=CA=-
DRB3*0301 ® Dw26 ~———w==of GA-—~T g---G c G A-
DRB4*0101 = A-<—=GC G c A—--T—-Akc---arc--~-a-
DRB5*0101 & DW2  ~—==—=-f o NI 7 (EEEA G c C—~=C<C—=~GA=
DRB5%0102 @ DW12 ———==mm CA-—~—GA-—=—~ G c G420 CattG-
DRB5%*0201 Dw2l ————=—mf CA—< == GA—=im=, e c (o Jof R M
DRB5*0202 w Dw22 WCIVRY . YRV TR G c C=-SCmC=2-G—~
X53357 @ —== ———eee GA-—--GC G A T-A--T A-—AC-~—A-C—-——A~
X53358 @ ——=  =e————of BA~—-~GC G A T-A A--AC-——A~C===—A=

Figura 31. secuencias de nuclestidos del exén 2 de los diferentes alelos DRB conocidos
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Dw sci 9({ 1ocl) 110 120 130 140 150
DRB1+0101 ® Dwl |ATCTATAACCAAGAGGAGTCCGTGCGCTTCGACAGCGACGTGGGGGAGTACCGGGCGGTGACGGAGCTGGGGE
DRB1+0102 ® Dw20 . e

DRB1#0103 @"BON" [--oooou—o -

DRB1*1501 ® Dw2 |T-= s £ T

DRB1#1502 = Dwl2 |T e o : T

DRB1*1601 Dw2l |T 2G-=sa

DRB1#1602 ® DW22 |T--—--=-=—=G-— :

DRB1#0301 @ DW3 |T-~C--——me-Goomme—AB-~ T

DRB1#0302 “RSH® |T--C---———G-==-—-AR

DRB1%0401 ® Dwd |T FAALS L e

DRB1%0402 Dwl0 |T————-C A

DRB1+0403  Dwl3a|T-----C- A

DRB1#0404  Dwl4a|T---c-Commm—mmcimmA

DRB1#0405 DwWl5 |T~—---C-mmn- £

DRB1*0406 *"KT2* |T-----C

DRB1#1101 ® DwS |T-— A T

DRB1+1102 *“JUM" |T- A T

DRB1*1103 --- [T AR T

DRB1+*1104 SES” LT A T

DRBl*lle L A T

DRB1+1201 ®*DB6° |T--C Gnerm=CT-C T

DRB1*1202 T--C G cT-C T

DRB1+1301 = Dwl8 |T--C G AA T

DRB1+1302 Dwl9 |T--C G AA T

DRB1+1303 ®"HAG" |T--- A

DRB1+1401 & Dw9 |T--C-- G T

DRB1+1402 ® Dwl6 |T--C G AR

DRB1*0701 ® Dwl7 |T--- G T Ame—m
DRB1+0702 *DB1" |T G T Ammmm
DRB1+0801 = Dw8.1|T A

DRB1+0802 Dw8.2|T- A

DRB1+0803 = Dw8.3|T ~A-A-

DRB1*0901 = Dw23 ~AA.

DRB1*1001 =--- [G--C -—A--C A

DRB2+0201 ® -—- |T A A A T T
DRB3+0101 ® Dw24 |T--C G —T-C

DRB3+*0201 & Dw25 |T--C G A G

DRB3*%0202 ® Dw25 |T--C G A--C c G

DRB3+0301 = Dw26 |T--C- G T

DRB4*0101 = P, NSNS W — L — A

DRB5+0101 ® Dw2 - ———————————GA-T

DRB5*0102 ® Dwl2 . : AA

DRB5*0201  Dw2l AR

DRB5+0202 m Dw22 it Sefs SRt |

%53357 @ ——— |-——-C-~—~A-GG-—-——-AA~C—}-C NN, 2 WSS VNN, SR W_p—
X53358 @ === |=-=C---—-A-GG-—--—-AA-C. A A L N . St Ammmmmmm

Figura 31. secuencias de nuclestidos del exén 2 de los diferentes alelos DRB conocidos (cont.)
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Dw

DRB1+*0101 ® Dwl
DRB1*0102 = Dw20
DRB1*0103 m"BON"
DRB1*1501 Dw2
DRB1*1502 Dwl2
DRB1*1601 Dw21l
DRB1*1602 m Dw22
DRB1*0301 = Dw3
DRB1*0302 *“RSH"
DRB1*0401 ®m Dw4
DRB1*0402 Dwl0
DRB1*0403 Dwl3a
DRB1*0404 Dwl4da
DRB1*0405
DRB1*0406
DRB1*1101
DRB1#1102
DRB1*1103
DRB1*1104
DRBl*lle
DRB1*1201
DRB1*1202
DRB1*1301
DRB1*1302
DRB1+*1303
DRB1*1401
DRB1*1402
DRB1*0701
DRB1*0702
DRB1*0801
DRB1*0802 bw8.2
DRB1*0803 =
DRB1*0901
DRB1*1001

DRB2*0201

DRB3*0101
DRB3*0201
DRB3*0202
DRB3+*0301

DRB4*0101

DRB5*0101 =
DRB5*0102 =
DRB5*0201
DRB5*0202

X53357
X53358

160 170 180

190 200 210 220

I l | I

GGCCTGATGCCGAGTACTGGAACAGCCAGAAGGACK TCCTGGAGCAGAGGCGGGCCGCGGTGGACACCTAC
----- AG-CGA :
c--T SR !
C--T .
C--T
C-=T
----- AGC
AG AG-C—-2 :
AG | SRRENCRREY Velky o) JECIT BECEt d
AG i AG-CGA-- 3 &
AG : AG-CGA-~— -~~~ e
TC c : T U ) LR o\
TC o TR | S S AG-Comnm e Crlmmm e T|
————— "'AG—CG-‘z z -
e e e G OQ R & prir L Lo dm el L
----- AGC : BN
Cm=aG-==C
TC c
TC c
----- AGC ~~AG~(
< emmem=AG-C
----- AGC RS i g L el 1
TC c g foliag -
R kO s :
C-=7
TC c
TC c
C--T
C--T
C--T
C--T
C--T
------ TCG-A---A
TCG-A---A

Figura 31. secuencias de nucleétidos del exén 2 de los diferentes alelos DRB conocidos {final)




2.2 Descripcién de dos nuevas variantes alélicas DRB

Las secuencias X53357 y X53358 se habfan obtenido de fas células BAC y RML,
respectivamente. BAC es un individuo heterocigoto, y por exclusién del resto de las
secuencias que se obtuvieron a partir de su DNA, se pudo asignar X53357 al
cromosoma portador de la especificidad DR"Br", que es un subtipo de HLA-DR1. RML
es una célula homocigota de tipaje con la especificidad DR2 y por lo tanto X53358 era
una secuencia especifica de haplotipos DR2.

La similitud entre ambas secuencias (8 variaciones de los 220 nucleétidos
analizados) podfa estar indicando que fueran 2 variantes de un mismo locus. Sin
embargo, el gran nGmero de sustituciones que presentaban frente al resto de las
secuencias DRB conocidas (Figura 31) hacfa pensar que pudieran perteniecer a otros

loci de clase II (DPB, DQB).

2.3 Las nuevas variantes pertenecen a la familia de genes

DRB

Para decidir su inclusién en la familia de clase Il mas adecuada, se realizé la
comparacion de estas secuencias con secuencias consenso de los diferentes loci de
clase Il conacidos: DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DRB7, DPB1, DPB2, DQB1 y DQB2,
La comparacién se realizd utilizando el programa CLUSTAL tanto para nucledtidos,
como para la traduccidn a protefnas de las secuencias nucleotfdicas. Cuando en algan
loci se conocifa la secuencia de mds de 1 alelo, se obtuvo una secuencia "consenso"
para dicho loci ("consenso"= en cada posicidén se coloca el nuclestido o aminoacido
mds representado de entre todas las variantes conocidas).

Los resultados de estas comparaciones se reflejan en la Tabla 9.
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Tabla

Homologia media entre el exén 2 (y dominio B1 tebrico) de las
nuevas secuencias y los exones 2 de otros genes de clase Il (y sus
dominios B1 deducidos)

: HOMOLOGIA (%)
GEN
Proteina DNA
| DRB1 64.5 80.3
| DRB7 63.6 82.8
| DRB3 65.8 82.6
| DRB4 65.8 82.8
| DRB5 67.1 81.7
1 DPB1 59.5 -
! DPB2 44.6 -—
| DaB1 52.7 -- ;E
L DAB2 e | e 36D s o m—

Se observa claramente que [a homologia de estas nuevas secuencias (al menos
en su traduccién a protefnas) es mucho mayor con las protefnas DR que con las
protefnas DQ & DP. Por lo tanto estas nuevas secuencias se asignan a la familia DRB

y se propone como nombre para el nuevo loci DRB el de HLA-DRBS.
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3. Estudio de la distribucion y segregacion del
nuevo gen en los diferentes haplotipos HLA-

DR

3.1 Distribucién por haplotipos de las dos nuevas

secuencias:

Para analizar la presencia de estas secuencias en los diferentes haplotipos
(cromosomas) HLA-DR se disearon 3 oligonucle6tidos basindonos en las
concordancias o discrenpacias entre estas secuencias (X53357 y X53358) y el resto de
secuencias DRB conocidas:

DRB-600: nucleétidos 79-98; deberfa hibridar en las amplificaciones donde
estuvieran presentes cualquiera de las dos nuevas secuencias y
no deberfa hibridar con ninguna otra secuencia.

DRB-601: nucledtidos 199-217; seleccionado en la regién de méaxima
disparidad entre X53357 y X53358, presenta identidad total con
Xb3357 y 4 diferencias con X53358. Deberfa hibridar
exclusivamente en presencia de X53357.

DRB-602: nucledtidos 199-217; extendiéndose en la misma zona que el
nucleétido anterior. Deberfa hibridar exclusivamente en

presencia de X53358.

En la figura 32 se muestra un resultado modelo de el oligo-tipaje realizado con
estas tres sondas. Una vez analizadas todas las células homocigotas de tipaje (Tabla

7), individuos no emparentados (Tabla 5) y 2 familias de 4 individuos, se observa que
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el oligonucleétido DRB-600 hibrida con los amplificados de todos los individuos DR1,
DR2 y DR10, en tanto que el DRB-601 sélo hibrida con los DR1 y DR10 y el DRB-602

s6lo hibrida con los DR2, como se resume en la Tabla 10.

©0@® | SONDADRB-600
SONDA DRB-601

SONDA DRB-602

Figura 32. Patrones de coligo-tipaje del gen DRB6 en las células homocigotas analizadas

Tabla 10

Resumen de los resultados de Oligo-tipaje para la presencia de
DRB6 en los diferentes haplotipos

Tipaje DR Positivos Positivos Positivos Negativos
serolégico DRB-600 (%) | DRB-601 (%) | DRB-602 (%) | para las 3 (%)

100

100

100
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Estos resultados estén, pues, a favor de la existencia del locus DRB6 en estos
tres diferentes haplotipos: DR1, DR2 y DR10. También se confirma que existen al
menos dos variantes alélicas de locus:

-X53357: presente en los haplotipos DR1 y DR10, y que de ahora en

adelante denominaremos HLA-DRB6*0101

-X53358: presente en todos los haplotipos DR2, y que de ahora en

adelante denominaremos HLA-DRB6*0201

3.2 Segregacién de las secuencias de DRB6 en familias

El hecho de que las dos secuencias sean excluyentes, es decir, que en un
cromosoma se encuentra una o la otra, pero nunca las dos juntas, y la segregacion
observada en dos familias (Tabla 11) junto a los alelos DR1 y DR2, respectivamenta,
demuestra que son dos alelos de un mismo locus. Sin embargo, la demostracién
definitiva es que al estudiar el sistema en 6 células homocigotas y 33 individuos no
relacionados y hacer los célculos para un equilibrio de Hardy-Weinberg, se observa que
los valores de frecuencia esperados para ambos alelos coinciden exactamente con los
valores observados. Los alelos HLA-DRB6*0101 y *0201 constituyen un sistema
dialélico en equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que no excluye que haya més alelos

(principalmente por subdivisién de alguno de estos dos).
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Tabla 11

Familias analizadas para la segregacion de alelos DRB6 portécnicas
de oligo-tipaje.

HLA-DR HLA-DR
Individuo serologia RFLPs
578 padre 1,4,53 1,4
579 madre 5,6,52 11,13a1
580 hija 1,6,52 1,13al
581 hija 1,6,52 1,13a1
682 hija 1,6,52 1,13a1
097 hijo 3,x,52 17.2,17.2
856 padre 3,4,52,63 17.2,4
857 hijo 3,4,52,53 17.2,4
858 hija 2,3,52 15,17.2
859 madre 2,3,52 15,17.2
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Estudios de expresiéon del gen HLA-DRB6

4.1 Estudios indirectos: amplificacién genérica de genes

DRB vy oligotipaje locus-especifico.

El primer intento que se realizé para estudiar la expresién del nuevo locus
DRBS, consistié en amplificar de modo genérico el RNA mensajero para todos {os loci
DRB. Para ello se utilizaron los oligonucleétidos DRB-500 y DRB-300 que hibridan,
respectivamente, con los exones 5'UT y 3°UT. Una vez sintetizada la primera hebra de
cDNA a partir del RNA citoplasmico total, se sometfa a PCR y un 10% del producto se
corrfa en geles de agarosa al 2%.

El resultado caracterfstico de esta amplificacién se muestra en la figura 33. La
banda mayoritaria corresponde al amplificado del trénscrito completo para HLA-DR,
y todas las células son positivas para la amplificacién, puesto que todas expresan
alguno (o varios) genes DRB. Los amplificados se sometieron posteriormente a oligo-
tipaje con los oligonucledtidos DRB-600, DRB-601 y DRB-602 para ver la presencia de
trénscritos especificos de DRB6, pero en todos los experimentos el resultado fué
negativo,

La explicacién més sencilla para este resultado negativo, es que el gen DRB6
haya variado mucho en su secuencia de la regién 5'UT 6 3’UT, o en ambas, con
respecto al resto de los genes DRB y por lo tanto, los oligonucieétidos empleados no
fueran capaces de amplificar sus trdnscritos. Este resultado es posible, si se tiene en
cuenta que el exén 2 de los alelos DRB6 difiere bastante de los otros alelos DRB, y se
sabe que las regiones 5’'UT y 3'UT, no estin sometidas a seleccién natural (por no

traducirse a protefnas), por lo que pueden acumular mutaciones.
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MARCADOR DE PESO MOLECULAR
RNA de la célula RAJI tratado sin transcriptasa inversa
célula 692

célula 8132

célula ALCL

célula RAJI

célula MDE

célula SUD

célula BOR

Linea fibroblastoidea L-929

Control negativo (agua)

MARCADOR DE PESO MOLECULAR

PN AN

- -k - O
M=o

e DL DL A I i e e T R Y A2l L W I e T

4.2 Estudios directos: amplificacion especifica de

transcritos DRB6

Para obviar estos problemas, se realiz6 una amplificacién a partir de cDNA con
dos parejas de primers:

DRB-500 y DRB-600c

DRB-600 y DRB-300
en las que un primer (DRB-600 y DRB-600c) es especifico para DRB6 y el otro es
genérico. Los resultados de estas amplificaciones fueron siempre negativos para todas
las células empleadas, lo que nos indica 2 cosas:

-que los primers DRB-600 son los suficientemente especificos para DRB6
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-que tanto la region 5’UT como la 3'UT del gen DRB6 deben ser muy
diferentes de las del resto de los genes DRB conocidos, o simplemente que el
gen DRB6 no se estd expresando y es un pseudogen.

Por tanto, la Gnica amplificacién posible especifica de DRB6, se obtenia
utilizando primers de la regién cuya secuencia conocemos: DRB-600 y GH50. Sin
embargo, y debido al hecho de que los dos primers se localizan dentro del mismo
ex6n (ex6n 2), y que la presencia de trazas de DNA en la preparaciéon de RNA, esta
amplificacién puede conducir a obtener falsos positivos.

Para resolver el problema de la posible contaminacion de DNA, se realizé un
ensayo en paralelo con la célula RAJI (DR3, DR10, y por tanto DRB6 positiva), llevando
a cabo una sintesis ficticia de ¢cDNA con todos los componentes de la reaccion
exceptuando la transcriptasa inversa. De este modo, si se produce amplificacién tras
la PCR, serd debido a la presencia de DNA contaminante. El resultado de estas
amplificaciones se muestra en la figura 34, donde se observa que sélamente aquellas
células DR1, DR2 6 DR10 (DRB6 positivas) amplifican con esta combinaciéon de
primers. Esto es una indicacién de que el gen DRB6 produce, al menos, transcritos

parciales.

MARCADOR DE PESO MOLECULAR
RNA de RAJI sin transcriptasa

célula 692 (DR4 y DR7)

célula 8132 (DR1 y DR6)

célula ALCL (DR2 y DR3)

célula RAJI (DR3y DR10)

célula MDE (DR1)

célula MGA (DR2 y DR6)

9. célula BOR (DR7)

10. Linea fibroblastoidea L-929

11. Control negativo

12. Control negativo

13. MARCADOR DE PESO MOLECULAR

@ NO O RODS

:igura 34. Amplificacién especffica de transcritos de DRB6 utilizando primers internos al exén 2.
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5. Determinacion de la estructura secundaria

de la hipotética proteina DRB6

Aunque queda por obtener una evidencia definitiva de la expresién del gen DRBS6, se

puede estudiar su hipotético producto proteico y ver si se comporta como el del resto de las

proteinas DRB. Con el programa de andlisis de secuencias PC-CENE se puede traducir una

secuencia de nucledtidos a su hipotética protefna correspondiente, y con la secuencia primaria

se puede predecir la estructura secundaria de la protefna, por comparacién entre su secuencia

primaria y la estructura secundaria de protefnas conocidas cristalograficamente.

De este modo, se realizé la prediccion de estructura secundaria de los dos alelos del

gen DRBG6, asi como de alelos de varios otros loci: DRB1, DRB3, DRB4 y DRB5. La

comparacién de estas predicciones se muestra en la figura 35. Los hallazgos més relevantes

de esta comparacién son:

1

Los dominios B1 hipotéticos de las protefnas DRB6 han perdido la
conformacion de giro beta entre los residuos 17 a 20,

Los productos hipotéticos del gen DRB6 tienen una conformacién en alfa-
hélice més larga (entre los residuos 40 y 55), lo que ocasiona una pérdida de
conformacién en lamina beta extendida entre los residuos 50 y 54.

La presencia de una alfa hélice larga entre los residuos 57 y 76 de los
productos protéicos de los otros genes, se ha perdido entre los residuos 64 y
71 del producto proteico de DRBS.

Ademds, el residuo 22, que es arginina en todas las protefnas DRB, esta
sustituido en la secuencia de la proteina DRB6; por tanto, se ha perdido un

sitio potencial de glicosilacion.

Como conclusion de los estudios de prediccion de estructura secundaria, se podria
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dedﬁcir, que de existir la proteina DRB6, seria muy diferente de las otras proteinas DRB

conocidas.

10 20 30 40 50 60 70 80 90
DRB1*0101 //**l-xxmlzxxxxfxx///*xxxxixxx-l-***ix-x-xx*/*;xxxxl---*;*xxlezxxxxixxxxxxxxxi ------ ///;*___1
DRB1#1303 //*==mua /1//XXXX/ [/ %**XXX ==/ [ [ %% % XX ==X =XX* [ % *XXXX === = ¥ ** ¥ XXX XX XXX XXX XXX XXX XK~~~ A ZALLTEE
DRB3#0101 *//%%~XXXXXXXXXXX// / **XKnmnn// [ **KXXXXKXKK*/ % *XXXXXX~~**XXKXXXKXKKXKXXX/ / / =mmmmmm L AALEEE
DRB4*0101 //**-XXXXXXXXXXXX*//* XXX m e e e e X/ [/ %/ * ¥ Kmmmmm e B 9:0.0.0:0.:0.0.0.60.6:0:66.0.0.6.6 NN ) SN X
DRB5*0101 //**-—-XX///----///*XXXXX~-X//***XXXXXXXXXXX *XXKK~~——* ¥ ¥ XXXXXXXX*XXXXXXXKKK = = o= 11/ %%
DRB6+0101 ~~*XXXXXXXXXXXXXX/// /===~ 1= X/ **XRXXXXXXXKKKXXK* % ¥XXKKKK# %k * - KEXK KKK = e 11171%—
DRB6+0201 == *XXXXXXXXXXXXXXX/XK~mmmmmmmmm XXXXXXXXX *XXXXXXXXXXX** ¥ XXXX/ #% /%% *XXXXXKKXXK e [ H ke H ke

DRB1, B3, B4y B5

DRB6

35.
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6. La caracterizacion del gen DRB6 aporta
datos muy importantes en los estudios

evolutivos de la regién HLA-DR

6.1 Situacion evolutiva del gen DRB6 dentro de la familia

de genes DRB

Con los datos de hamologia de secuencia calculados anteriormente (Tabla 9)
entre las diferentes secuencias consenso de nucledtidos de los genes DRB y la
secuencia consenso de los dos alelos conocidos de DRB6, se puede construir un 4rbol
o dendrograma filogenético para todos los diferentes genes de la familia. Este arbol se
construye con el programa de ordenador CLUSTAL (ver materiales y métodos) que se
basa, Gnicamente, en datos de homologfa.

El resultado més significativo que se observa en el arbol filogenético obtenido
(Figura 36) es el hecho de que el gen DRB6 es, aparentemente, el més antiguo de
todos los genes DRB conocidos, incluso mds que el gen DRB1, que por ser el més
polimérfico de todos se deberfa haber originado el primero. Este hecho podtfa indicar
que la secuencia de los alelos DRB6 sea la mds parecida a la del gen DRB ancestral,
que posteriormente se diversificé por diferentes mecanismos moleculares {insercion,

delecién, duplicacién, mutaciones puntuales o conversiones génicas).

6.2 Evolucién de los diferentes haplotipos HLA-DR: grupos
evolutivos

Si se realiza la comparacién de todas las secuencias nucleotidicas entre sf, en

lugar de comparar sélamente las secuencias consenso, el arbol filogenético que se
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Figura 36. Arbol fllogenético de los diferentes genes de la famila HLA-DRB

obtiene es bastante més complejo, pues tiene mas de 40 ramas diferentes. Ademds,
éste arbol no serfa real, porque los genes no evolucionan sélos en su cromosoma, sino
que evolucionan en bloque (Klein y col., 1989). Hay que tener en cuenta, por lo tanto,
los mecanismos de duplicacién o delecién que se hayan producido, y que han ido
generando diferentes haplotipos (cromosomas) con diferente nGmero de genes.

En la figura 37 se muestra un mecanismo de recombinacién desigual entre dos
cromosomas, cada uno de ellos con 2 genes DRB, que puede originar 2 nuevos
cromosomas: uno con un gen DRB y el otro con 3 genes DRB. Se ha descrito la
posibilidad de estas "duplicaciones" (Rollini y col., 1985) en algunos cromosomas.

También hay datos experimentales que sugieren que los haplotipos DR8 se han

originado por una delecién (Gorski, 1989b). Aunque obtener pruebas formales de estas
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RECOMBINACION
NO HOMOLOGA

DRB1a i DRB2al}

DRB1b

FlgU ra 37. Mecanismos de recombinacién no homéloga que generan haplotipos con diferentes dosis de genes HLA-

DRB

deleciones o duplicaciones es muy dificil, su existencia podria explicar las diferentes
dosis de genes en los distintos haplotipos.

Teniendo en cuenta los mecanismos postulados, el arbol filogenético obtenido
para los genes DRB (Figura 36) y la comparacién entre los 50 alelos diferentes
conocidos (Figura 31), se puede proponer un 4rbol evolutivo para los haplotipos, como
se muestra en la figura 38.

Lo més relevante de este arbol evolutivo, es que se pueden distinguir 3 ramas
o grupos evolutivos:

1 El grupo del DR52, o haplotipos portadores del gen DRB3. Adem4s de ser un

grupo de reaccién cruzada, comparten en su estructura el tener 3 loci DRB:
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Figura 38. Arbol filogenético propuesto para la evolucién de los diferentes haplotipos HLA-DR.




DRB1, DRB2 y DRB3. Incluye aquellos haplotipos (cromosomas) que codifican
para los antigenos HLA-DR3, DR5 y DR6. Ademds, se incluyen en este grupo
los haplotipos DR8, que aunque sélo tienen un gen DRB (hibrido DRB1-DRB3})
se han originado por delecién de un haplotipo DR52 completo (Gorski, 1989b).
El grupo del DR53, o haplotipos portadores del gen DRB4, que
también es un grupo de reaccién cruzada. Incluye los haplotipos (cromosomas)
que codifican para los antigenos DR4, DR7 y DR9. Tienen en comdn, el
contener 4 loci DRB: DRB1, DRB7, DRB8 y DRB4, donde DRB1 y DRB4 son
aclivos, y los olros 2 son pseudogenes.

El grupo de DR1, DR2 y DR10, o haplotipos portadores del gen DRB6, que
lfamaremeos, por similitud con los anteriores, grupo del DR54, aunque en este
caso no constituyen un grupo de reaccién cruzada. Hay 2 tipos de haplotipos:
los DR1 y DR10, con sélo dos genes DRB (DRB1 y DRB6) y los DR2, con 3

genes DRB (DRB1, DRB6, DRBS).
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7. Variabilidad de dosis génica: situacion de

DRB6 en los haplotipos DR1, DR2 y DR10

Con la descripcion del gen DRB6, el nimero de bandas RFLP que se obtienen en los

diferentes haplotipos, coincide exactamente con el ntimero de loci DRB que tiene cada uno

de ellos:
1 RFLP DR8
2 RFLPs DR1y DR10
3 RFLPs DR2, DR3, DR5 y DR6
4 RFLPs DR4, DR7 y DR9

y los correspondientes subtipos de cada uno de estos tipos principales.

En la figura 39, se muestra la constitucion hipotética de los diferentes haplotipos DRB.
La situacién de DRB6 es hipotética, pero en el caso de los haplotipos DR2 se sabe que se sitGa
entre los genes DRB1 y DRBS5 (Kawai y col., 1990), pues ya se conocia la existencia de un gen

adicional en la regién, que corresponde a HLA-DRB6.

DR1, 10

DRB6 17 |

DR2

DR3, 5, 6
—IBREH— DRe2 |—{IDRBSY
DRS8
—{[oR8i s}
DR4, 7, 9

—BRBl—{ DRB7 |—{ PRB8 |— DRB4 } {o—

Figur a 39. Estructura de la regién en los diferentes tipos de haplotipos HLA-DR: dosis diferencial de genes DRB.

(5o — .

{'DRB5 |

12—
{DRAT |

{2 }
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Obtencion de secuencias mas largas del

exon 2 del gen HLA-DRB6

8.1 Descripcion de un tercer alelo del locus DRB6

Con la utilizacién de nuevos primers, capaces de amplificar una regién mayor
del exén 2 de los diferentes loci HLA-DRB:

-DRBampA y DRBAmpB

-6 DRBAmpA y DRB-6125 (éste tltimo es del intrén 2)
se detect un nuevo polimorfismo en la regién 3’ terminal del exén 2. En la figura 40
se puede observar una Gnica sustitucién en la posicién primera del codén 84; "A" 6
"G", que aparecia de modo excluyente en las secuencias DRB6 de los individuos DR2.
Las secuencias con "G" en dicha posicién se siguieron denominando HLA-DRB6*0201,
en tanto que las secuencias con una "A" se denominaron HLA-DRB6*0202.

Para determinar si esta subdivisién de alelos correlacionaba con los subtipos
serolégicos del DR2 (DR15 y DR16) se secuenci6 el exén 2 del gen DRB6 de 14
individuos tipificados para HLA-DR por serclogia y RFLPs (Tabla )y se encontrd una
correlacién absoluta entre el subtipo de DR2 y el subtipo de DRB6 que presentaban
cada uno de los cromosomas estudiados:

-Los cromosomas DR15, siempre iban acompafiados de HLA-DRB6*0201

-Los cromosomas DR16, presentaban siempre el subtipo HLA-DRB6*0202
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Tabla 12

Fenotipo HLA-DR serolégico y RFLP de individuos DR2, y alelos de
DRB6 asociados en cada caso.

Secuencias

: DRB6
Individuo Serol. RFLPs obtenidas
| o325 2,652 | 13a3,16 *0202
9136 2,x 15,15 *0201
9227 2,7,53 7.1,16 *0202
9285 2,652 | 13a1,15 *0201
9150 2,9,53 9,15 *0201
8987 2,753 | 71,15 *0201
9266 2,552 | 11,15 *0201
9097 1,2 1,15 *0201

| 8133 1,2 1,15 *0201
9326 2,652 | 14a115 #0201
8836 1,2 1,15 %0201

| s730 2,753 | 7.1,15 *0201
9187 2,753 | 71,15 0201

| o137 2,6,52 | 14a,16a 0202 |

Se observa, que de los 14 individuos estudiados, fos 11 con el subtipo DR15

tienen el alelo DRB6*0201, en tanto que los 3 restantes, que son DR16, llevan el alelo

DRB6*0202.

No cabe descartar la posibilidad de un mayor grado de variabilidad del gen

HLA-DRBS6, puesto que afin falta por secuenciar sus exones 3 y 4, que en otros loci,

presentan polimorfismo (aungue en menor grado que ef exén 2).
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8.2 Presencia de codones de terminacién en el exon 2 de

los diferentes alelos de HLA-DRB6

Al obtener secuencias més largas del exén 2, se puede observar que los tres
alelos de HLA-DRB6 presentan codones de terminacién, originados por diferentes
mecanismos mutacionales como se puede observar en la figura 40:

1 En el alelo HLA-DRB6*0101, se produce una mutacién puritual en el

codén 94 (el dltimo del exdn) que produce un codon "TGA" de

terminacion de traduccién,

2 En los alelos HLA-DRB6*0201 y *0202, se inserta una "T" entre los
codones 85 y 86, lo que produce un cambio de pauta de lectura: el
codén 86 seria "TTT" en tanto que el 87 seria "TGA" que es de nuevo

una sefial de interrupcién de la traduccion.

Este hallazgo es muy interesante, ya que por una parte, sexrfa un dato a favor
de que el locus DRB6 es un pseudogen, desde un punto de vista tradicional, por la
aparicién de codones de terminacién en exones tempranos; y por otra parte, si
aceptamos que se pueda expresar y traducir a protefnas, estas protefnas estarfan tan
severamente truncadas con respecto a las otras protefnas DR, que habrfa que pensar

tuvieran alg(n otro tipo de funcién.
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1. Elalelo HLA-DR13b se pudo haber originado

por un mecanismo de conversion génica.

La comparacién de la estructura del alelo HLA-DR13b con otros de su grupo de
reaccion cruzada (Grupo del DR52) sugiere que su aparicién pudb haber tenido lugar por un
mecanismo de conversién génica. Se ha llamado conversién génica al infercambio desigual
de pequenas porciones de material genético, donde hay un fragmento de DNA (o gen)
"receptor” y otro "donante" (Gregersen y col., 1987). Los datos de esta comparacién indican
que DR13b se pudo originar bien a partir de DR11 (subtipo *1102), 6 de DR13 (subtipo *1301
6 1302) como receptores, y de DR4 (subtipo *0405) 6 DR8 (subtipo *0801) como donantes.
La donacién implicé como minimo la regién comprendida entre los nucleétidos 109 y 207,
y se refleja principalmente en los cambios de aminoécidos en las posiciones 56 y 57 ("SA").
En la figura 41 se propone esquematicamente el mecanismo molecular que pudo dar origen

a la aparicion de este subtipo genético.

POSIBLES GENES ACEPTORES (r11 6 DR13)

CONVERSION
GENICA

MUTACION PUNTUAL
DR13b v

Ademis, la existencia en la posicién 71 de una lisina ("K") en lugar del 4cido glutdmico

("E"), que es el residuo de todos los posibles aceptores, sugiere que ha debido de producirse
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una mutacién puntual no conservativa. Este hecho, unido a la sustitucién que se observa en
la posicién 57 (Serina "S", en lugar de aspartato "D") pueden ser fos hallazgos mas relevantes
de la secuencia de este exdn, ya que pueden haber generado un cambio conformacional de
la molécula e incluso conferir susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades. Se ha sugerido
recientemente (Erlich, 1989) que la presencia aminodcidos neutros diferentes a Aspartato en
la posicion 57 de la cadena 8 de las proteinas DR puede conferir susceptibilidad a padecer
enfermedades autoinmunes, y la serina es uno de estos aminoacidos neutros. Serfa, por lo
tanto, de gran interés, investigar fa frecuencia del alelo HLA-DR13b en estas enfermedades,

y compararla con la incidencia de los subtipes DR5 y el resto de los subtipos del alelo DRG.

2. El locus HLA-DRB6

2.1 Distribucién por haplotipos

El hallazgo del locus DRB6 en los haplotipos (cromosomas) DR1, DR2 y DR10

se puede considerar de gran trascendencia por varios motivos:

1. Con la descripcién del gen, el ntimero de RFLPs que se obtienen en las
diferentes células homocigotas de tipaje coincide exdctamente con el
n(mero de genes 6 pseudogenes HLA-DRB que se conocen en los
diferentes haplotipos (Bidwell y Jarrold, 1986): 1 gen (DR8), 2 denes
(DR1 y DR10), 3 genes (DR2, DR3, DR5 y DR6) 6 4 genes (DR4, DR7

y DR9).

2. Por lo tanto, es razonable pensar que este gen es el Gnico que quedaba

por identificar en la subregién HLA-DR.
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2.2 Alelos del gen DRB6:

Se han encontrado hasta el momento 3 alelos def gen HLA-DRBS6, con un
patrén de distribucién especifico en los diferentes haplotipos donde este locus estd
presente:

DRB6*0101 se ha encontrado en todos los haplotipos DR1 y DR10 analizados |

DRB6*0201 se ha encontrado en todos fos haplotipos DR15 (subtipo de DR2)

DRB6*0202 se ha encontrado en todos los haplotipos DR16 (subtipo de DR2)

Esta distribucién tan exacta parece indicar que el alelismo del locus se pueda
haber originado paralelamente a la diferenciacion de estos 4 haplotipos donde estd
presente. Se podria decir, que las variantes alélicas son contempordneas a la
diversificacién de los haplatipos o, a lo sumo, posteriores. Si el alelismo de DRB6 fuese
mds antiguo que la separacion de los haplotipos DR1 y DR2, por ejemplo, cabria
esperar que hubiese en la actualidad haplotipos DR2 con el alelo DRB6%0101 6
haplotipos DR1 con el alelo DRB6*0201, y este no es el caso. Por otra parte,
suponiendo que los 3 alefos provienen de una f{inica secuencia ancestral, es 16gico
suponer que las mutaciones que han sufrido sean bastante antiguas, pues se han

perpetuado en todos los haplotipos analizados.

HLA-DRB6: ¢Gen o Pseudogen?

3.1 Estudios de expresion

‘ Los estudios de expresién del locus HLA-DRB6 no han resultado totalmente
concluyentes, en el sentido de que lé Gnica trascripcién que se ha podido detectar
corresponde a una pequeiia regién del exén 2 y no al gen completo. De estos
resultados, se pueden obtener, en cambio, algunas conclusiones importantes:

1. Los exones para las regiones 5'UT y 3'UT de HLA-DRB6 han de ser
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muy diferentes a los de los restantes genes DRB; esto viene explicado
por una ausencia de amplificacién con oligonucleétidos especificos para
estas regiones.

Ademas, si asumimos que HLA-DRB6 es el mismo gen que localizaron
en los haplotipos DR2 (Kawai y col, 1989), hemos de aceptar que
carece de ex6n 1, esto es, el exdn que codifica para el péptido serial.
La amplificacién especifica de HLA-DRB6 a partir de cDNA, con los
debidos controles que monitorizan la contaminacién de DNA es
positiva, lo que aparentemente significa una transcripcidn parcial del

gen.

3.2 Prediccidbn de estructura proteica

La comparacién de la estructura secundaria del hipotético producto proteico

del locus DRB6 sugiere que, si este gen se estd expresando, la proteina para la que

codifica va a ser bastante diferente del resto de las protefnas DRR conocidas:

1.

Carece de sitios potenciales de glicosilacién, por haber perido el residuo
Arginina en posicién 22

La estructura en alfa-hélice entre los residuos 57 y 76, se rompe entre
los residuos 61 y 71 del producto proteico de DRB6. Y esta alfa-hélice

es muy importante como limite del bolsillo de presentacién antigénica.

De todo ello se deduce, gue si HLA-DRB6 es un gen y no un pseudogen, la

proteina codificada va a tener una funcién diferente, ya que su eslructura es

radicalmente diferente a la del resto de las proteinas DRR conocidas,

3.3 Caracteristicas nucleotidicas del exdén 2 de HLA-DRB6

Ademds de los estudios especificos de expresién, o de lo que se puede teorizar
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estudiando la estructura hipotética de la proteina HLA-DRB6, podemos comparar la

secuencia primaria de nucledtidos, que es el dato mas real del que disponemos. Esta

comparacién nos permite observar determinadas caracteristicas que distinguen los

diferentes genes HLA-DRB de los pseudogenes, como se observa en la Tabla 13.

Tabla 13

Caracteristicas nucleotidicas del exén 2 de los genes HLA-DRB

EEETTADESRIRONOny | IEERETIR AT | R E I ORI
Codones de | Polimorfismo Codones
terminacion | en elexén 2 para
Gen en el ex6bn 2 metionina
DRBA - + -
DRB2 * * *
DRB3 - +
DRB4 +
DRBS +
DRB6 + + +
DRB7 + - +
: DRB8 * * *
E RN SRR | SRR PR ) AARESTEINT RTINSO | SN ATRTRRr

Deleciones
enelexbtn?

I-}-[-(ll-i-

MRS
Definicion de §

grupo :i
*supratipico* :

P44

Lt

* Aspectos no comparables debido a la ausencia parcial o total de exén 2 en estos

genes

Si no existe producto de HLA-DRB6, su secuencia nucleotidica tiene unas

caracteristicas peculiares, que lo colocan en una situacién intermedia entre el resto de

los genes y pseudogenes HLA-DRRB conocidos:

1.

HLA-DRB6 contiene codones para residuos metionina, al igual que el

pseudogen DRB7. Ademas, contiene codones de terminacién dentro del

exon 2: exactamente igual que DRB7 y a diferencia de los otros genes

DRB.

A diferencia de los pseudogenes, HLA-DRB6 presenta polimorfismo de

secuencia en el exdn 2. (como DRB1, DRB3, DRB4 y DRBS5; todos los

genes activos), carece de deleciones totales o parciales de nucleétidos

del exén 2 (a diferencia de DRB2, DRB7 y DRBS, que son pseudogenes)

y define un grupo “supratipico" de haplotipos: el de DR1, DR2 y DR10,

que asemeja a lo que sucede con DRB3 (que agrupa a DR3, DR5 y
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DR6) y lo que sucede con DRB4 (que agrupa a DR4, DR7 y DR9).

Situacion evolutiva de HLA-DRB6 dentro de

la familia de genes HLA-DRB

4.1 HLA-DRB6 es el gen mas antiguo de la familia DRB

La comparacion de la secuencia nucleotidica consenso del exén 2 de los
diferentes alelos del locus HLA-DRBG con las secuencias consenso def mismo exén del
resto de los genes HLA-DRB, sitGa a este locus, DRB6, muy lejano en la evolucién de
esta familia de genes. Como se observa en la figura 36 este locus es incluso més
antiguo que el locus DRB1, que es el més polimérfico de la familia. Esto significa, que
HLA-DRB6 es el gen que primero se diversificd a partir del gen DRB ancestral
(primordial). Y ademdés, este hecho indica, que los haplotipos que poseen este locus
genético {DR1, DR2 y DR10) son previsiblemente los més antiguos en la evolucién de

esta region del genoma HLA.

4.2 Evolucién de los diferentes haplotipos HLA-DRB

Los genes, sean de la regién o cromosoma que sean, no evolucionan en
solitario (Klein y col., 1991). Tampoco el gen HLA-DRB6 ha evclucionado sélo, lo ha
hecho inmerso en los haplotipos que lo portan: DR1, DR2 y DR10. Teniendo en
cuenta el desequilibrio de ligamiento entre los genes, y que no se ha encontrado hasta
fa fecha la presencia del locus DRBG en haplotipos diferentes de DR1, DR2 6 DR10,
al igual que no se ha encontrado el gen DRB4 en haplotipos distintos a DR4, DR7 6
DR9; teniendo en cuenta, ademads, el diferente niimero de genes HLA-DRB que se

encuentra en cada haplotipo, y teniendo, por Gitimo, en cuenta la antiguedad de los
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diferentes genes DRB, se ha podido construir un drbol de evolucién de haplotipos
hipotético (Figura 38).
En este 4rbol, se pueden localizar 3 ramas cliramente diferenciadas:
1. La rama DR52: incluye a todos aquellos haplotipos que portan el gen
DRB3 (DR3, DR5 y DR6) y los haplotipos DR8. Esta rama ha sufrido
una compleja sucesion de eventos genéticos: deleciones y duplicaciones
consecutivas (Rollini y col.,, 1985) que llevan a su estructura actual con
3 genes: DRB1, DRB2 y DRB3. Un caso aparte es el de los haplotipos
DR8, que solo tienen un gén hibrido DRB1-DRB3, y se sabe que se
originaron por delecion, probablemente a partir de un haplotipo DR5

(Gorski, 1989).

2. La rama DR53, incluye los 3 haplotipos que contienen el gen DRB4:
DR4, DR7 y DRY. Esta rama evolutiva parece haber sufrido menos
modificaciones y contener las 4 copias DRB originales: DRB1, DRB7,

DRB8 y DRB4.

3. La rama DR"54", incluye los 3 haplotipos que contienen el gen DRB6:
DR1, DR2 y DR10. Dentro de esta rama hay 2 grupos claramente
diferentes: el grupo del DR2, con 3 genes DRB: DRB1, DRB6 y DRBS,
y el grupo del DR1 que se debi6 originar posteriormente por pérdida del

locus DRB5 y que aglutina a los haplotipos DR1 y DR10.

Con esta hipdtesis, todas las piezas del rompecabezas evolutivo encajan
adecuadamente. Se puede pensar, que si esta evolucion no es estrictamente cierta, si

es bastante probable. Las pruebas experimentales de estos procesos de duplicaciones
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/ deleciones son dificiles de encontrar. Deben buscarse bien en otras especies
relacionadas con el hombre (como primates superiores), bien en restos fosiles de
antecesores del Homo sapiens (como otras especies Homo, o incluso individuos del
género Australopitecus).

Sin embargo, hay un dato importante que si se puede valorar: el gen DRB6 se
encuentra directamente en fos haplotipos DR1, DR2 y DR10. De modo indirecto,
también se encuentra en los haplotipos DR4, DR7 y DR9, va que la primera regién
hipervariable del gen DRB4 es idéntica a la del gen DRB6. Esta consideracién apo&a
los datos obtenidos en cuanto a la edad del gen DRB6, aparentemente el maés arcaico,
¢Qué ha sucedido con los haplotipos DR3, DR5, DR6 y DR8?. Podemos pensar en 2
explicaciones para argumentar la pérdida de este gen: Por una parte se ha postulado
que los haplotipos del grupo DR52 han sufrido continuas deleciones y/o duplicaciones
(figura 38} y en una de esas deleciones se pudo perder el gen (Corell y col., 1992); por
otra parte, el pseudogen de estos haplotipos, DRB2, carece de exén 2, y también es
posible que este exdn delecionado contuviera una primera regién hipervariable como

la de DRB4 y DRB6. Ambas hiptesis son de dificil fundamentacién experimental,
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Se ha caracterizado la secuencia nucleotidica del exdén 2 del
alelo HLA-DR13b definido por la técnica de RFLPs, y que es

un subtipo del alelo serolégico HLA-DRS.

La secuencia nucleotidica de HLA-DR13b sugiere que este
alelo se ha podido originar por un mecanismo de
conversién génica, bien a partir de otros subtipos HLA-

DR13, bien a partir de alelos HLA-DRS.

Se ha caracterizado la presencia de un nuevo locus HLA-
DRB, denominado HLA-DRB®S, en todos aquellos haplotipos
cuyo gen DRB1 codifica pafa las proteinas definidas

serologicamente como HLA-DR1, -DR2 6 -DR10.

Este nuevo locus presenta al menos 3 variantes alélicas que
se han denominado HLA-DRB6*0101, *0201 y *0202. Se ha
enconirado un desequilibrio de ligamiento absoluto entre
estas 3 variables alélicas y los haplotipos DR1y DR10 (para

*0101), DR15 (para *0201) y DR16 (para *0202).
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Con el hallazgo de este nuevo locus, el nimero de genes
DRB de cada haplotipo HLA coincide exactamente con el
nimero de RFLPs que se obtienen cuando se utilizan

sondas de cDNA especificas de exén (como pRTV1).

Los estudios comparativos de este locus, DRB6, con el
resto de los loci HLA-DRB, sugieren que DRB6 es
probablemente el gen mas antiguo de la familia; es decir, el

primero que se diversificé a partir del gen DRB ancestral.

La presencia del locus HLA-DRB6 en sélo algunos
haplotipos, permite definir un nuevo grupo evolutivo
"supratipico", que hemos denominado DR54 e incluye los
haplotipos DR1, DR2 y DR10. DRB6 es un marcador de
estos 3 diferentes haplotipos, tal como DRB3 es marcador
del grupo DR52 (haplotipos DR3, DR5, DR6 y DR8) 6 como
DRB4 es marcador del grupo DR53 (haplotipos DR4, DR7 y
DR9). Ademas, la mayor antigiiedad del locus DRBS6, indica
que estos haplotipoé (DR1, DR2 y DR10) son tanibién,

probablemente, los mas antiguos.
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Los estudios de expresion indican que en las células DR1,
DR2 y DR10 hay transcritos, al menos parciales, del gen
DRB6. No se han detectado transcritos completos, y de
existir un producto proteico del locus, éste seria bastante
diferente tanto estructural como funcionalmente, del resto

de proteinas HLA-DR conocidas.
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ABREVIATURAS MAS COMUNES
UTILIZADAS EN EL TEXTO

B2-m: B2-microglobulina

BAT: Transcritos asociados al locus B

bp: par de bases de DNA

cDNA: DNA complementario (sintetizado a partir de RNA
"in vitro")

ciM: centi-Morgan: unidad de longitud de DNA
calculada por estudios de recombinacion

CRE: Elemento regulador de clase |

DAF: Factor de disminucién de la aceleracion

ap: Glicoproteina

GLO: Glioxalasa

HLA: Antigenos Leucocitarios Humanos

HSP: Proteinas de shock térmico

IRS: Secuencia de respuesta a interferon

kb: kilo-base (1000 pares de bases)

kd: kilo-dalton

LMP: Proteasa grande y multifuncional

MHC: Sistema Principal de Histocompatibilidad

OS8G: Gen codificado en la hebra opuesta

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PFGE: Electroforesis en campo pulsante

RFLP: Fragmentos de restriccién de longitud polimorfica

TAP: Transportadores asociados con el proceso de
antigenos

TCR: Receptor para antigeno del linfocito T

TNF: Factor de Necrosis Tumoral

UT: Regidn no-traducida

21-OH: 21-hidroxilasa
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