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INTRODUCTION.

The Major Histocompatibility Complex (MHC) is a set of cell surface glycoproteins
molecules encoded by a large gene family which controls a major part of the immune
system in all vertebrates. The MHC determines compatibility of donors for organ
transplant, as well as one's susceptibility to an autoimmune disease via cross reacting
immunization. The Human Leukocyte Antigen (HLA) is the name for the human MHC.

The HLA is an extended region of the genome that spans some 4 million base pairs
(bp) on the short arm of human chromosome 6 between 6p21.3. The major function of
the HLA molecules is to facilitate the display of unique molecular fragments on the
surface of cells in an arrangement that permits their recognition by immune effectors
such as T-lymphocytes. The HLA-I or HLA-II molecules are those cell surface
glycoproteins that actually perform the binding and recognition steps, while other genes
that map to these regions may contribute to antigen-processing and presentation
functions in other distinct ways.

A polymorphic locus or gene is one that has a high frequency of genetic variants and
the HLA genes are the most polymorphic genes in man. This is understandable in light
of the central role these play in the immune response.

HLA-I and HLA-II are not only two distinct genetic regions within the HLA system,
with the HLA-III region interspersed between them, but also code for structurally
different proteins. HLA-I molecules consist of a heavy chain (o chain), which is non-
covalently assembled with a light chain known as B2-microglobulin (f2-m, encoded by
the b2m gene on chromosome 15). HLA-II molecules are also heterodimers, composed
of an a chain noncovalently assembled with a f2-m chain. Both HLA-1 and HLA-II
proteins have similar structure consisting of extra cellular region, trans-membrane
region and a short intra-cytoplasmic tail. Class-1 protein has three domains (al, a2 and
a3) of which the membrane distal al and 02 domains form the antigen-binding groove.
The a3 domain along with B2-m form the membrane proximal region. The a and 3
chains of class-II have two domains each and the membrane distal al and B1 domains
form the peptide groove while 02 and f2-m are membrane proximal regions.

HLA-G is a class I, non-classical molecule, whose structure resembles other classic
class I HLA molecules. The HLA-G gene has low polymorphism in its coding region
(only 53 alleles are described to date), a limited expression pattern in healthy
conditions, and the unique characteristic among HLA molecules of forming multimers.

In addition, seven different isoforms can be formed through alternative splicing (HLA-
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G1 to HLA-G7), four membrane-bound, G1-G4, and three soluble, G5-G7. All those
characteristics contribute for the increasing scientific interest on that molecule, some of
which have vital importance by the induction of immune tolerance. In the HLA-G
molecule, the peptide is located more deeply into the cleft between domains al and a2
as compared with classic HLA molecules. These special characteristics of HLA-G make
it unlikely that this molecule plays an important role in antigen presentation. The
expression of HLA-G is highly restricted to specific tissues, in addition to being
expressed in fetal tissues, such as the trophoblast cells, it is constitutively expressed in
adult thymus, cornea, pancreatic islets, and precursors of endothelial and erythroid cells.
However, HLA-G expression can be induced in situations such as transplantations,
inflamatory diseases, tumour cells, multiple sclerosis, and viral infections.

The peopling of America, and the source of Native American populations, has been
the subject of various studies. There are several theories about the peopling of America.
One of the most significant is the Greenberg’s theory. He first postulated the triple
migrations theory; Amerindians (most North and South American Indians; between
30.000- 15.000 years before the present (BP)), Na-Dene (Athabascans, Navajo, Apache;
between 15.000-10.000 BP) and Eskimo-Aleuts (10.000-8.000 BP). Secondly, a trans-
Pacific route of American peopling from Asia or Polynesia has been suggested, but
finally, both genetic and archaeological evidence suggests that a two-ways trans-
Atlantic traffic occurred before Columbus discovered America; archaeologists in New
Mexico have recently found tools used 20,000 years ago, in Spain.

Most Amerindian immigrants in Madrid come from Andean Countries in the last 10
years (mainly Ecuador, Colombia, Peru and Bolivia). They show an HLA profile with
“quasi-specific alleles”, which makes them different to the rest of the World, and they
never had been typed for HLA-G gene before. Immigrant volunteer unrelated blood

donors contributed to the present study.

AIMS.
The aims of this work are as follows:
1- To determine HLA-G alleles in a population of immigrant Amerindians in Madrid.
2- Calculate the extended haplotypes HLA-G / HLA-A / HLA-DRBL1 (class | and class
I1) in the same population.
3- To compare the frequencies of Amerindian HLA-G alleles with those of the rest of

the world populations.
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4- Search for possible new alleles of the HLA-G locus in Amerindians.

5- To extract functional and evolutive conclusions about HLA-G from the results
(mainly of the null allele HLA-G * 01: 05N), in the different populations of the
world.

RESULTS.

A total of one hundred fifty-four individuals, have certain HLA-G alleles with a
four-digit resolution, and one hundred seventeen individuals were determined with six
digits of resolution. In both cases individuals are Amerindian immigrants in Madrid,
healthy and unrelated.

Of all 53 alleles described, only eighteen are represented in this population. The
most common groups are; HLA-G*01:01 (71.8%), HLA-G*01:04 (18.5%), HLA-
G*01:03 (5.8%) and HLA-G*01:06 (2.9%).

The most common extended haplotype observed in this population is HLA-
A*24:02-B*35:01-DRB1*14:02-G*01:04, with a frequency bordering on 3% of the
population. This haplotype, without the locus HLA-G, is also found in other
Amerindian populations such as Aymara (2.8%), Quechua (1.4%) and Jaidukama
(7.7%).

It should be mentioned that, in the rest of world populations, extended haplotypes
with HLA-G locus have not been studied, so when compare haplotypes with other
populations, no one considers this locus.

The second and third most frequent extended haplotype HLA-A*02:01-B*35:04-
DRB1*08:02-G*01:01 (1.7%) and HLA-A*02:01-B*40:02-DRB1*04:07-G*01:01
(1.2%) respectively, can also be seen in numerous Amerindian populations.
Furthermore, there is a certain European influence, which can be observed in HLA-
A*03:01-B*07:02-DRB1*15:01-G*01:01, since it has a possible North
African/Western Europe origin and has a high frequency in populations of, for example,
the North of Spain and Ireland.

There are three null alleles, HLA-G*01:05N, found in three different heterozygous
individuals. The presence of this allele, was also observed with a low frequency (1-
1.3%, four and six-digit resolution respectively). This also applies to European
Caucasian populations, Oriental, Pygmies in African and Brazilian. In the case of
Amerindian populations, Mayans and Uros, the presence of this allele is null. Three
extended haplotypes carrying the null allele in this population, HLA-A*33:03-B*57:03-
DRB1*13:02-G*01:05N' HLA-A*31:01-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N and HLA-
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A*29:02-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N, all of them with the lowest frequency
encountered (0,6%) and none have been observed in other populations. Only significant
differences were observed (p <0.05) among immigrants Amerindians in Madrid and the
Middle East populations (North Indians, Iranians and Iragi) and African Negroids,
except Pygmies (Africans from Ghana, African American and African Shona). The
latest have the highest frequencies of this allele. Moreover, corroborating the above in
previous studies, the null allele HLA-G*01:05N is in linkage disequilibrium with HLA-
A*30:01 also in Amerindian immigrant of Madrid’s population.

During the HLA-G alleles typing process, we found two new alleles. Two
heterozygous individuals of different origin: The first, of Ecuadorian origin (new allele
1) and the second (new allele 2), of Dominican origin. In the case of the new allele 1
they were determined exons 2, 3 and 4. Throughout these three exons, four positions
can be located where the nucleotide changes, creating an unseen new sequence in any
individual above.

Regarding new allele 2, were determined exons 2 and 3. The nucleotide localized
variations in this allele were only found in exon 3.

Thus, three Single Nucleotid Polymorphism (SNPs) were observed, of which the
third, located in the sequence position -605, is the first time that is determined. From the
new proteins formed point of view, regarding the new allele 1, the four nucleotide
changes in the sequence, imply only one change of amino acid in the protein.

This change is observed in exon 4, where there is a SNP-Y at position 219. This
position is known as a common polymorphism site in the a3 domain of HLA-G, and is
related to a diversity of possible affinity between this domain and CD8ao and LILRBs.
Regarding the protein formed by the new allele 2, the third nucleotide change, produces
a non-silent substitution at position 178. This change results in a productive amino acid
substitution from methionine (as in the rest of alleles heretofore described) to threonine,
with a corresponding change in polarity. This polymorphic change, has not been

described previously in any allele HLA-G.
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CONCLUSIONS.

1- New extended haplotypes HLA-G/HLA-clase I/HLA-clase Il have been
described for the first time in Amerindians.

2- It has been observed that, contrary to expectations, the frequencies of HLA-G
alleles in Amerindians are more similar to European ones than to Asian ones.

3- High frequencies of HLA-G * 01: 05N null allele, are recorded in populations of
the Middle East, while they are very low in Amerindians. The environmental
factors that have been able to maintain this great difference and their functional
and evolutionary implications are discussed.

4- A new HLA-G allele has been found in an Ecuadorian population of the
Altiplano: HLA-G * 01: 08: 02. There are several changes in the molecule: in
the a3 domain (residue 219, Arg — Trp), it could change the interaction of the
new molecule with CD8 and the LILRBs receptors, that is, of cells presenting
with B lymphocytes, T, NK, macrophages, Monocytes and dendritic cells.

5- A new HLA-G allele has been found in a Caribbean Sea population (Dominican
Republic), HLA-G * 01: 20, with a significant change in the a2 domain (residue
178, Met — Thr) at one corner of the loops of the HLA-G leaflet, which may
affect the interaction with the clonotypic lymphocyte receptor.

6- HLA-G*01:05N null alleles, have been observed in low frequency in
Amerindian populations of Central America, North and South of South America.

7- Twelve new HLA-A-B-DRB1-G haplotypes have been described in
Amerindians. In addition, four new haplotypes, without HLA-G, have been
found in the Amerindian immigrant population in Madrid.

8- New molecules and new haplotypes that have been described here, may have
relevance in the physiology and pathology associated with HLA and HLA-G in

Amerindians.
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Resumen

INTRODUCCION.

El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major

Histocompatibility Complex), constituye un conjunto de genes, en su mayoria altamente
polimorficos, cuyos productos se expresan en la superficie de gran variedad de células y
que son responsables de la respuesta inmune “adaptativa”. Se considera que estos genes
estan presentes en todos los vertebrados.
Estas moléculas son glicoproteinas de membrana, que actian como presentadoras de
antigeno a los linfocitos T. Se han definido clasicamente como antigenos de trasplante,
ya que median las reacciones de rechazo que se producen contra los injertos de 6rganos.
El sistema principal de histocompatibilidad del hombre se denomina sistema HLA (del
inglés, Human Leukocyte Antigen).

Se localiza fisicamente en el brazo corto del cromosoma 6 humano, ocupando una
region de aproximadamente 4 millones de pares de bases (4Mb). La funcién principal de
las moléculas HLA es facilitar el despliegue de fragmentos moleculares unicos en la
superficie de las células, en un orden que permite su identificaciéon mediante efectores
inmunes, como los Linfocitos T. las moléculas HLA de clase | y clase Il son
glicoproteinas de membrana responsables de los pasos de reconocimiento y unién,
mientras que otros genes de esta region, contribuyen en el procesamiento y presentacion
antigénico de otra forma.

Un gen polimérfico es aquel que tiene una alta frecuencia de variantes genéticos, y
los genes HLA son los mas polimoérficos de la especie humana. Esto se debe a su
principal papel en la respuesta inmune.

Los genes HLA de clase | codifican para proteinas formadas por una cadena pesada
(cadena o), unida no covalentemente con la f2-microglobulina. Los genes HLA de clase
I1, también son heterodimeros formados por una cadena a, unida no covalentemente con
una cadena 3. Ambas proteinas, HLA clase | y clase II, presentan una estructura similar
que consiste en una region extracelular, una region transmembrana y una cola
citoplasmatica. Las moléculas de clase | tienen tres dominios (al, a2 y a3) de los
cuales, los dominios aly a2, en la parte distal, forman la valva de union al péptido. El
dominio a3 junto con la B2-m forman la region proximal. Las cadenas a y p de las
moléculas de clase Il, tienen dos dominios cada una, la region distal al y plforman la

valva de union al peptido, mientras que a2 y 2-m forman la region proximal.
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HLA-G es una molécula de clase I, no clasica cuya estructura es similar a las
proteinas HLA de clase I. ElI gen HLA-G tiene un bajo polimorfismo, (53 alelos y 18
proteinas descritas hasta la fecha), una baja expresion tisular y la capacidad de formar
dimeros. Por otro lado, mediante un proceso de splicing alternativo, se sintetizan siete
isoformas distintas (HLA-G1 a HLA-G7), cuatro unidas a membrana (G1-G4), y tres
solubles (G5-G7). Todas estas caracteristicas contribuyen al aumento del interés
cientifico en esta molécula, ademas de su importancia en la induccion de tolerancia
inmunologica. En la molécula de HLA-G, el péptido se encuentra localizado mas
profundo dentro de la valva.

La expresion de HLA-G esta restringida a tejidos especificos como tejido fetal,
trofoblastos, timo, cdrnea y precursores eritrociticos y endoteliales. Sin embargo, puede
ser inducido en determinadas situaciones como trasplantes, enfermedades inflamatorias,
celulas tumorales, infecciones virales etc.

El poblamiento de América y la procedencia de la poblacién nativa americana, ha
sido el objeto de numerosos estudios. Existen numerosas teorias acerca del poblamiento
de América. Una de las mas significativas es la teoria de Greenberg. El postuld la teoria
de la triple oleada migratoria: amerindios (entre 30.000- 15.000 afios A.C), Na-Dene
(atabascos, navajos y apaches, entre 15.000-10.000 A.C) y Esquimo-Aleutianos (entre
10.000-8.000 A.C). Por otro lado, también se ha sugerido la teoria transpacifica, desde
Asia 0 Polinesia hasta América. Por Gltimo, la teoria transatlantica que sugiere la
entrada desde Europa antes del descubrimiento de América por Colon, ya que, se han
encontrado restos arqueolégicos en Nuevo Méjico de herramientas usadas hace 20.000
anos en Espania.

La mayoria de los inmigrantes amerindios de Madrid provenientes de paises andinos
(Ecuador, Colombia, Perl y Bolivia, principalmente), han llegado en los Gltimos 10
afios. Este grupo poblacional presenta un perfil HLA con alelos casi especificos que los
convierte en distintos al resto de poblaciones mundiales, y no han sido determinados sus
alelos HLA-G anteriormente. Inmigrantes voluntarios sanos y no emparentados han

participado en este estudio.
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OBJETIVOS.
1- Determinar alelos de HLA-G en una poblacién de amerindios inmigrantes en Madrid.
2- Calcular los haplotipos extendidos de HLA-G/HLA-A/HLA-DRBL (clase | y clase 1) en
la misma poblacion.
3- Comparar las frecuencias de alelos HLA-G amerindios con los del resto de
poblaciones mundiales.
4- Buscar posibles alelos nuevos del locus HLA-G en amerindios.
5- Extraer conclusiones funcionales y evolutivas sobre HLA-G de los resultados
(principalmente del alelo nulo HLA-G*01:05N), en las diferentes poblaciones del

mundo.

RESULTADOS.

Para un total de 154 individuos han sido determinados sus alelos HLA-G. Los
individuos del estudio son amerindios inmigrantes en Madrid, voluntarios, sanos y no
emparentados.

De los 53 alelos descritos hasta la fecha, solo 18 estan representados en esta
muestra. Los grupos mas comunes son: HLA-G*01:01 (71.8%), HLA-G*01:04
(18.5%), HLA-G*01:03 (5.8%) and HLA-G*01:06 (2.9%). El haplotipo extendido méas
frecuente es HLA-A*24:02-B*35:01-DRB1*14:02-G*01:04, con una frecuencia de casi
el 3%. Este haplotipo, sin el locus HLA-G, se ha encontrado también en poblaciones
amerindias como aymaras (2.8%), quechuas (1.4%) y jaidukamas (7.7%).

Hay que mencionar que, en el resto de poblaciones mundiales, los haplotipos
extendidos estudiados, no portan el locus HLA-G, por lo que cuando se hacen
comparaciones con otras poblaciones, no tienen en cuenta este locus.

El segundo y tercer haplotipo extendido més frecuente, HLA-A*02:01-B*35:04-
DRB1*08:02-G*01:01 (1.7%) y HLA-A*02:01-B*40:02-DRB1*04:07-G*01:01
(1.2%), también se presentan en otras poblaciones amerindias. Sin embargo, se puede
apreciar cierta influencia europea, ya que, en el cuarto haplotipo extendido mas
frecuente, HLA-A*03:01-B*07:02-DRB1*15:01-G*01:01 (1,2%) con un posible origen
europeo, se ha observado con frecuencias elevadas en poblaciones del norte de Espafia e

Irlanda.
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Se han encontrado tres alelos nulos HLA-G*01:05N, en tres individuos
heterocigotos. La presencia de este alelo se ha observado con baja frecuencia (1-1.3%,).
Esto también ocurre en poblaciones europeas caucésicas, orientales, pigmeos africanos
y brasilefios. En el caso de los grupos amerindios Mayas y Uros, la presencia de este
alelo es nula. Tres haplotipos extendidos portan este alelo nulo en amerindios
inmigrantes de Madrid, HLA-A*33:03-B*57:03-DRB1*13:02-G*01:05N* HLA-
A*31:01-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N y HLA-A*29:02-B*15:05-DRB1*04:03-
G*01:05N, todos ellos con una baja frecuencia (0,6%) y se han observado en otras
poblaciones. Solo se han encontrado diferencias significativas (p <0.05) entre la
poblacién amerindia inmigrante en Madrid y las poblaciones del Este Medio (Norte de
India, iranies e iraquies) y negros de Africa, excepto pigmeos (africanos de Ghana y
Shona y afroamericanos) ya que estos ultimos presentan las frecuencias mas elevadas
para este alelo. Ademas, el alelo HLA-G*01:05N presenta desequilibrio de ligamiento
con el alelo HLA-A*30:01 también en la poblacién de estudio.

Durante el proceso de determinacién del alelo HLA-G, se han encontrado dos alelos
nuevos en individuos procedente de Ecuador (alelo nuevo 1) y Republica Dominicana
(alelo nuevo2). En el caso del alelo nuevo 1, se han determinado los exones 2, 3y 4, en
los cuales se han encontrado cuatro cambios de nucledtidos, creando asi una secuencia
nueva. En relacion al alelo nuevo 2, se han determinado los exones 2 y 3. Las
variaciones nucleotidicas solo se han encontrado en el exon 3.

Respecto a las nuevas proteinas formadas, para el alelo nuevo 1, de los cuatro
cambios producidos en la secuencia de ADN, solo uno provoca cambio de aa en la
secuencia aminoacidica (residuo 219). Esto ocurre en el dominio a3 de HLA-G, lugar
de union de esta molécula con los receptores LILRBs y CD8aa, por lo que podria
afectar en dichas interacciones. En el alelo nuevo 2, solo el tercer cambio en la
secuencia de ADN provoca un cambio de aa en la secuencia aminoacidica (residuo 178)
en el dominio a2, lugar de interaccidon con el péptido y el TCR, por lo que también

podria afectar a dicha interaccion.
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CONCLUSIONES.
1- Se han descrito, por vez primera, nuevos haplotipos extendidos HLA-G/HLA-clase
I/HLA-clase Il en amerindios.
2- Se ha observado que, en contra de lo esperado, las frecuencias de alelos HLA-G en
amerindios se asemejan mas a las europeas que a las asiaticas.
3- Se registran unas frecuencias altas, de alelo nulo HLA-G*01:05N, en poblaciones de
Oriente Medio, mientras que son muy bajas en amerindios. Se discuten los factores
ambientales que han podido mantener esa gran diferencia y sus implicaciones
funcionales y evolutivas.
4- Se ha encontrado un alelo nuevo HLA-G en una poblacion ecuatoriana del Altiplano:
HLA-G*01:08:02. Existen varios cambios en la molécula: en el dominio a3 (residuo
219, Arg—Trp), podria cambiar la interaccion de la molécula nueva con CD8 vy los
receptores LILRBs, es decir, de células presentadoras con linfocitos B, T, NK,
macrofagos, monocitos y células dendriticas.
5- Se ha encontrado un alelo nuevo HLA-G en una poblacion del Mar Caribe
(Republica Dominicana), HLA-G*01:20, con un cambio importante en el dominio o2
(residuo 178, Met—Thr) en una esquina de los bucles de la valva de HLA-G que puede
afectar a la interaccion con el receptor clonotipico de los linfocitos.
6- Se han observado alelos nulos HLA-G*01:05N en baja frecuencia en amerindios de
Centroamérica, Norte y Sur de Sudamérica.
7- Se han descrito doce nuevos haplotipos HLA-A-B-DRB1-G en amerindios.
Asimismo, se han encontrado cuatro nuevos haplotipos extendidos, sin HLA-G, en la
poblacién amerindia inmigrante en Madrid.
8- Las nuevas moléculas y los nuevos haplotipos que se han descrito, pueden tener una
relevancia en la fisiologia y patologia asociada a HLA y a HLA-G en amerindios
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Introduccion

|I. GENERALIDADES DEL SISTEMA HLA.

1. DEFINICION.
El complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major

Histocompatibility Complex), o complejo principal de histocompatibilidad, constituye
un conjunto de genes, en su mayoria altamente polimorficos, cuyos productos se
expresan en la superficie de gran variedad de células y que son responsables de la
respuesta inmune “adaptativa”. Se considera que estos genes estan presentes en todos
los vertebrados (Gomez-Casado et al., 2006) y fueron descubiertos en 1948 por Elwood
Briles en el pollo (Briles & McGibbon, 1948)

Estas moléculas son glicoproteinas de membrana muy polimdrficas que actlan
como presentadoras de antigeno a los linfocitos T. Se han definido clasicamente como
antigenos de trasplante, ya que median las reacciones de rechazo que se producen contra
los injertos de oOrganos. El sistema principal de histocompatibilidad del hombre se
denomina sistema HLA (del inglés, Human Leukocyte Antigen). Se localiza fisicamente
en el brazo corto del cromosoma 6 humano, ocupando una region de aproximadamente
4 millones de pares de bases (4Mb) (Arnaiz-Villena et al., 1995).

El sistema HLA es dialélico, codominante y presenta ciertas caracteristicas. Como
se ha referido con anterioridad, es un sistema altamente polimorfico, existen multitud de
alelos descritos para cada locus, cada uno de ellos con distinta afinidad y unién por el
antigeno proteico. De esta multitud de alelos, cada individuo tiene dos heredados, uno
via paterna y otra via materna. Por otro lado, hay que destacar su caracter poligénico, es
decir, varios genes organizados en tres regiones. Por Gltimo, este sistema presenta
desequilibrio de ligamiento, es decir, diferentes alelos de distintos genes se encuentran
en el mismo cromosoma con una frecuencia mayor a la tedricamente esperada en una
combinacion al azar.

Todas estas propiedades hacen que el MHC sea uno de los sistemas genéticos mas

complejos y a la vez més fascinantes descritos en la naturaleza.
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2. HISTORIA.

El intento de trasplantar fluidos, tejidos u 6rganos de unos seres humanos a otros,
tiene una larga prehistoria dificil de datar. El alotrasplante (trasplante entre individuos
de la misma especie) no empezd a tener una base cientifica hasta principios del siglo
XX, cuando en 1901 Karl Landsteiner descubrié los diferentes grupos sanguineos del
sistema ABO. Asi, se evidencio que el alotrasplante de sangre solo daba un resultado
positivo cuando ambas sangres eran de idéntico grupo, aunque no fuese del todo exacto
ya que existia un donante universal (grupo O) y un receptor universal (grupo AB).

Maés tarde se comprobo que existia otro sistema de compatibilidad que afectaba a los
demas tejidos organicos. El descubrimiento del sistema HLA ocurrié estudiando el
rechazo de trasplantes. En 1902, Alexis Carrel puso a punto la técnica de sutura de
vasos sanguineos pero los trasplantes seguian siendo infructuosos (Gracia et al., 1996).

Fue en 1948 cuando fueron identificados antigenos eritrocitarios en el pollo,
comprobandose que estaban codificados en 2 loci independientes (A y B) (Briles et al.,
1950; Briles & McGibbon, 1948). En ese mismo afio, George Snell descubri6 el
primer componente del Complejo Mayor de Histocompatibilidad a través del papel que
ejercia en los rechazos de trasplantes en ratones (SNELL, 1948).

Afos después, en 1958, Jean Dausset descubrié en la superficie de los globulos
blancos el primer antigeno en humanos. Dausset observd que un paciente que recibia
sucesivas transfusiones de sangre compatible con el sistema ABO, seguia sufriendo una
inesperada reaccion inmunoldgica. En este caso, detectd que los anticuerpos estaban
atacando a los gl6bulos blancos del donante. El llamé a este antigeno MAC
(correspondiente al HLA-A2) y fue el primero aislado en el sistema HLA (Dausset,
1958).

Al mismo tiempo Rose Payne y Jon Van Rood observaron anticuerpos que fueron
detectados en el suero de mujeres multiparas que habian desarrollado inmunidad contra
los antigenos leucocitarios paternos presentes en el feto (Payne & Rolfs, 1958; VAN
ROOD et al., 1958).

En 1962, usando este suero Van Rood definid dos sistemas alélicos que €l denomind
grupo 4. Posteriormente esto fue desarrollado por Payne, quien definié un sistema
aparentemente independiente de antigenos que el llam6 LA (L de leucocitos y A del
primer locus) (Bodmer, 1987).

Mas tarde, se hizo evidente que estos antigenos pertenecian a dos series, cada una de

las cuales se comportaban como si estuvieran controlados por un conjunto de alelos en
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dos loci estrechamente vinculados, ahora conocidos como los loci HLA-A y HLA-B.
Seguidamente un tercer locus fue definido, HLA-C (Bodmer, 1987).

Tras nuevos avances donde se determind el locus HLA-DW, se establecio que este
estaba en paralelo a un conjunto de determinantes serologicos que se podian identificar
predominantemente en los linfocitos B de sangre periférica, el locus HLA-DR. Asi,
estudios celulares y serologicos identificaron adicionalmente tipos similares llamados
HLA-DQ y DP (Bodmer, 1987).

El papel principal de los genes HLA en la respuesta inmune frente a antigenos fue
postulada en 1970, cuando se demostré que los linfocitos T antigeno-especificos no
reconocian antigenos libres o en forma soluble, sino que reconocian porciones de
proteinas antigénicas unidas no covalentemente a las moléculas HLA (Gomez-Casado et
al., 2006).

En definitiva, esto hizo deducir la importancia capital de estos antigenos en la
defensa del organismo contra toda agresion externa o interna y, en consecuencia,
responsable de los fendbmenos de rechazo en un trasplante de 6rganos o de una

transfusion sanguinea, lo que obligd al establecimiento de nuevas estrategias.

3. LOCALIZACION GENOMICA Y CLASIFICACION.

En 1999 fue publicado el primer mapa completo con las secuencias genémicas del

complejo mayor de histocompatibilidad. EI principal objetivo era producir las
caracteristicas genéticas y gendémicas del mapa incorporando genes conocidos. Desde
entonces, la plantilla de la secuencia genémica de MHC ha sido usada en numerosas
ocasiones para investigar SNPs (en inglés, Single Nucleotide Polymorphism) y
variaciones haplotipicas, expresion de genes, diversidad en las secuencias entre
individuos de la misma y de diferente especie y la evolucién de la organizacion
estructural del MHC (Shiina et al., 2009).

La region MHC que abarca 4Mb, ocupa un 0.13% del genoma humano (3x10° bp),
pero contiene aproximadamente un 0.5% de los 32.000 genes codificantes conocidos.
Esta region es una de las méas densas y mejor estudiadas dentro del genoma humano, y
las secuencias aun por definir representan un porcentaje bajo de la region. (Shiina et al.,
2009).

Mercedes Enriquez de Salamanca Carrascosa 19



Introduccion

3.1 Localizacion.

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema HLA se localiza fisicamente en el
brazo corto del cromosoma 6 humano, en la parte distal de la banda 6p21.3 y ocupa una
longitud de 4 centimorgan (CM), aproximadamente 4 millones de pares de bases y
contiene al menos 300 genes, pseudogenes y fragmentos génicos (Petersdorf, 2013).

Los genes identificados dentro de este complejo, dependiendo de la funcionalidad y
estructura de sus productos, se dividieron en tres regiones principales (mas tarde
ampliadas): genes de clase I, en la zona telomérica del complejo y abarca un segmento
cromosomico de unas 1600 kilobases (Kb). Genes de clase I, situados en la regién
centromérica y comprenden unas 900 Kb, y por altimo, genes de clase 11, fuertemente
ligados, abarcan un segmento de ADN de unas 100 Kb e incluyen las proteinas del
complemento y el factor de necrosis tumoral (TNF) entre otros (Arnaiz-Villena et al.,
1995). Debido a la identificacion y caracterizacion constante de nuevos genes no se

excluye una revision futura de esta clasificacion.

Cromosoma 6
q Centrémero P Telémero

dilIl I BIIIMNEINIED

Regién HLA
6p21.1-21.3

Clase ll Clase lll Clase |
Bf Hsp70
DP DM DQ DR C4 C2 TNF BC E AGF

HHHHHHH—

Figura 11: Mapa genético de la region HLA.

3.2 Clasificacion.
El super locus HLA es dividido tradicionalmente en 5 regiones que son: region clase
I extendida, region clase 1, region clase 11, region clase 11 extendida y region clase I11.
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3.2.1 Regidn de clase | extendida:

Es el segmento méas telomérico. A esta region pertenecen genes que codifican para
receptores olfatorios, histonas, ARNt (ARN transferente), proteinas dedos de zinc (en
inglés zinc-finger), genes MOG, entre otros, y el gen de la hemocromatosis (HFE),
estructuralmente parecido a los genes HLA de clase I, codifica para una proteina que
parece estar implicada en el metabolismo del hierro. (Horton et al., 2004; Shiina et al.,
2009).

3.2.2 Regidn de clase I:

Esta region abarca desde HCP5P15 a MICB (Shiina et al., 2009). Comprende seis
subgrupos de genes cuya nomenclatura esta relacionada con el orden cronoldgico de su
descripcidn, estructura, funcionalidad y patron de expresion celular.

- Genes HLA de clase I, clasicos o la:

A este grupo pertenecen los genes HLA-A, -B y -C. Son los primeros descritos
dentro del sistema HLA. Codifican para glicoproteinas de membrana que se expresan en
practicamente todas las células del organismo, si bien, su nivel de expresién varia desde
un méximo en células pertenecientes al sistema inmune (linfocitos T, B y macr6fagos)
hasta un minimo en células musculares, del sistema nervioso y fibroblastos. Son
moléculas implicadas en la restriccion del reconocimiento antigénico mediada por
linfocitos T citotoxicos.

- Genes HLA de clase I, no clésicos o Ib:

A este grupo pertenecen los genes HLA-E, -F y -G. Codifican para proteinas
estructuralmente similares a las de los genes clasicos. Se diferencian de los anteriores
por su limitada expresion tisular, su bajo polimorfismo y por su funcion ain poco
conocida.

Ademas, en la region de clase | se han descubierto una serie de secuencias de ADN,
gue se han clasificado en:

Pseudogenes: Nombrados como HLA-H, -J, -K y -L. Se sitlan en las proximidades
del locus HLA-A, teloméricos o centroméricos a éste. Presentan deleciones que
conllevan la aparicion de codones de terminacion prematuros. Se desconoce si tienen
alguna funcion bioldgica (Geraghty et al., 1992; Robinson et al., 2015).

Genes truncados: Son los denominados HLA-N, -P, -S, -T, -U, -V, -W, -X.
Presentan homologia con los genes de clase | en zonas extensas. (Robinson et al., 2015).

- Genes no HLA que se encuentran dentro de la region de clase I:
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Existe un grupo de genes dentro de la region de clase | que no tienen ninguna
funcién conocida que los relacione con la presentacion antigénica, algunos podrian ser
genes reguladores. Aqui se encuentran genes de la familia P5, genes MOG y los méas
destacables los genes MIC, entre otros. (Shiina et al., 2009).

3.2.3 Region de clase I1:

Esta region contiene los genes de las cadenas alfa (a) y beta (B) de la clase II.
Situada en la zona centromérica del sistema HLA denominada region D. Se divide a su
vez, en tres subregiones de centromero a telomero: HLA-DP, -DQ y -DR. Los genes de
clase 11 se definen con la letra D, seguida de la inicial de la subregion (P, Q o R) y de la
letra A para los genes que codifican cadenas a, 0 B para los genes que codifican cadenas
B, dando lugar a las consiguientes subregiones, Ademas, se le afiade un numero para
designar cuantos genes A o B estan presentes en cada subregion (-DRA, -DRB1-B9, -
DQAL, -DQB1, -DPA1, -DPB1). Existen aproximadamente 27 loci identificados en esta
region, de los cuales 19 corresponderian al sistema HLA, 15 genes clasicos HLA y los 4
restantes, genes no clasicos HLA (-DOA, -DOB, -DMA y -DMB) que aparecen entre
las subregiones -DP y -DQ. Dentro de los genes no pertenecientes al sistema HLA
encontramos, entre otros, los genes TAP (TAP1 y TAP2) (en ingles, transporter
associated with antigen processing) que codifican para proteinas transportadoras de
péptidos y LMP (LMP2 y LMP7) (en inglés, low molecular weight polypeptide) (Casp
et al., 2003), que intervienen en el procesamiento antigénico (Gomez-Casado et al.,
2006; Robinson et al., 2015; Shiina et al., 2009).

3.2.4 Region de clase 11 extendida:

Esta region, situada en la zona mas centromérica, abarca solo 0,2 Mb desde el gen
COL11A2 hasta KIFC1. Con 19 loci, de los cuales, 15 son genes codificantes, aunque
para dos de ellos (WDR46 y PFDNG6) era previamente desconocida su funcionalidad.
(Shiina et al., 2009).

3.2.5 Regidn de clase I11:

Region localizada entre los genes de clase 1y clase 1, contiene 75 loci. En la regién
de clase Il no todos los genes presentan funcion inmunoldgica, contiene genes de
factores del complemento (C2, C4, CFB), y genes de citoquinas TNF (en inglés, Tumor
Necrosis Factor), LTA, LTB (en inglés Lymphotoxin-alfa y -beta). Por otro lado,
muchos de los productos de estos genes, tienen papeles fundamentales en procesos
celulares como regulacion transcripcional (CREBL1, PBX2...), mantenimiento

(DOM3Z, NEUL...), biosintesis, transporte de electrones y actividad hidrolasa
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(DDAH2, ATP6V1G2...), interaccion proteina-proteina para ambas interacciones,
intracelular o intercelular, funciones de sefializacion y chaperonas (HSPA1A, TNXB...)
(Shiina et al., 2009).

La presencia, en esta region, de genes sin relacion funcional o evolutiva con los
antigenos HLA, hace que muchos autores no la consideren como perteneciente al
Sistema Principal de Histocompatibilidad (Gomez-Casado et al., 2006).

3.2.6 Repeticiones intercaladas:

Aparte de los genes anteriormente comentados, el 49,5% de las secuencias
gendmicas del sistema HLA, estan compuestas por elementos de repeticion intercalados
como por ejemplo, SINE (Alu, MIR), LINE (LINE1 y 2, L3/CR1), elementos LTR
(ERVL, ERV clase | y clase 1) y elementos ADN (hAl-Charlie, TeMar-Tigger) (Shiina
et al., 2009).

4. ESTRUCTURA DEL SISTEMA HLA.

4.1 Sistema HLA de clase I.

4.1.1 Estructura genica de los antigenos HLA de clase I, clasicos.

Los genes que codifican para los antigenos HLA-A, -B y -C se caracterizan, como
se ha comentado anteriormente, por su gran polimorfismo, por estar implicados en el
rechazo de injertos y por expresarse de forma casi generalizada en las células del
organismo.

Las moléculas clasicas presentan una cadena pesada o codificada por un gen
constituido por 8 exones, de manera que existe correspondencia exon/dominio
estructural, excepto para los dominios citoplasmaticos que estan codificados por dos o
tres exones. El exdon 1 codifica para la region promotora 5 UTR (del inglés,
UnTranslated Region), y para un péptido lider de 24 aa, éste contiene un nucleo
hidrofobico caracteristico de las proteinas que migran del Reticulo Endoplasmatico. Los
exones 2 y 3 son los mas polimorficos y codifican respectivamente para los dominios al
y a2 de la molécula, mientras que el exén 4 que es menos polimorfico, da lugar al
dominio a3. Los exones 5y 6 codifican para el dominio transmembrana hidrofébico. El
dominio citoplasmatico esta codificado por los exones 6, 7 y parte del 8 para los genes
HLA-A 'y -C, y por los exones 6 y 7 para HLA-B. En este ultimo, el exon 8 ya codifica

para la region 3'UTR (del inglés, UnTranslated Region). La diferencia en el tamafio del
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dominio citoplasmatico se debe a la situacion que ocupa el codon de terminacion,
estando éste en el exon 8 para HLA-A y -C, y en el exdn 7 para HLA-B (GOomez-
Casado, 2002).

Por otro lado, las moléculas de clase | también estan formadas por una cadena ligera
llamada B2- microglobulina (f2-m) cuyo gen se encuentra fuera del sistema HLA, en el

cromosoma 15 del ser humano. (Ploegh et al., 1981).

4.1.2 Estructura proteica de los antigenos HLA de clase I, clasicos.

Los antigenos HLA de clase | clasicos (HLA-A, -B y -C) son glicoproteinas de
membrana compuestas por dos cadenas polipeptidicas, la cadena o de unos 44
Kilodalton (Kd) y la f2-m de 12 Kd. La cadena o es el tnico miembro del heterodimero
que atraviesa la membrana celular y cuyo extremo aminoterminal esta orientado hacia el
exterior de la célula. Ambas cadenas se unen no covalentemente en su porcion
extracelular (Gomez-Casado et al., 2006).

La cadena a esta formada por 338 aminoacidos (aa) en el caso de la molécula HLA-
B y 341 aa en el caso de las moléculas HLA-A y -C. Su porcion extracelular se divide
en tres dominios globulares bien diferenciados de unos 90 aa cada uno, denominados:
dominio al (del aa 1 al 90, porcion N-terminal de la cadena o), dominio a2 (del aa 91 al
182) y dominio a3 (del aa 183 al 247). Estos dominios estan codificados por los exones
2, 3y 4 respectivamente y pueden escindirse de la superficie celular bajo la accién
proteolitica de la enzima papaina.

El dominio a3 y la f2-m presentan secuencias relativamente conservadas y de gran
homologia con los dominios constantes de las inmunoglobulinas. Por el contrario, los
dominios al y o2, fundamentalmente responsables del polimorfismo de los antigenos
HLA de clase I, no presentan secuencias homologas significativas con las regiones
constantes o variables de las inmunoglobulinas (Corell et al., 1992). La porcién
transmembrana, con estructura de o -hélice, de unos 27 aa, se contindia con un pequefio
tallo citoplasmatico de 30 aa aproximadamente, rico en tirosinas y serinas.

La cristalizacion de las moléculas es un paso previo a la determinacion de
estructuras tridimensionales mediante difraccion de rayos X. En 1987, Bjorkman y
colaboradores definieron la primera estructura tridimensional de una proteina HLA,
concretamente la molécula HLA-A2, lo que origind que se multiplicasen los estudios
sobre la relevancia funcional de los sitios de polimorfismo y su unién al receptor de

células T (en inglés, T cell Receptor, TCR) (Bjorkman et al., 1987a). Todos los cristales
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obtenidos presentaban una region distal formada por los dominios al y a2 de la cadena

pesada, y una region proximal a la que pertenecen los dominios a3 y f2-m. (ver Figura

13.) (Corell et al., 1992; Gomez-Casado et al., 2006).

Dominio a1

Figura 12: Representacion tridimensional de la molécula HLA de clase I.
Dominios moleculares (ol y a2) de union a antigeno. (Gomez-Casado et al.,
2006)

Puente
disulfuro

Membrana
plasmatica

Figura 13: Estructura proteica de la molécula HLA de clase I.(Gomez-
Casado et al., 2006).
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Los dominios distales (al y 02) presentan una estructura compuesta por dos laminas
B, formadas cada una por cuatro hebras antiparalelas, y una regién de a-hélice, zona
mas lejana a la membrana. Ademas, el dominio a2 contiene una hélice corta adicional
en posicion carboxiterminal que une los dominios o2 y a3. Las laminas B de ambos
dominios forman la base de una valva flanqueada por las a-hélices orientadas hacia el
exterior. Esta valva, formada por los dominios al y o2 de las moléculas de clase I,
constituye la estructura para la union de los péptidos procesados (Moscoso, 2006).

El gran polimorfismo que muestran estas moléculas se encuentra concentrado en
esta valva. Estos residuos polimdrficos sirven para interaccionar con los distintos
péptidos y/o con el TCR. De los 20 residuos aminoacidicos de alta variabilidad
identificados en las moléculas de HLA, 14 constituyen residuos de posible contacto con
el péptido (posiciones 9, 24, 45, 66, 67, 70, 74, 77, 80, 95, 97, 114, 116 y 156), uno
contacta con el TCR (posicidn 65) y cuatro mas contactan con el péptido y con el TCR
(posiciones 62, 69, 76 y 163) (Gomez-Casado et al., 2006).

Aparece un puente salino entre las posiciones 55 del dominio al y 170 del dominio
a2. Dos puentes disulfuro unen las cisteinas de las posiciones 101 y 164 de o2 y las
posiciones 203 y 259 de a3, ademés de varias interacciones de puentes salinos
interdominios. Todas estas relaciones entre aa contribuyen a la estabilidad de la
molécula de clase | en su parte distal. (Madden et al., 1992). En la posicién 86 se
localiza una asparagina N-glicosilada, pero esta ramificacion no es esencial para el
ensamblaje de la molécula ni para su expresion en superficie.

La region proximal a la membrana esta formada por el dominio a3 y la f2-m y cada
uno de ellos, al igual que los dominios constantes de las inmunoglobulinas, consiste en
dos laminas B antiparalelas, una formada por cuatro hebras y la otra por tres. Las hebras
de cada lamina se conectan entre si por puentes disulfuro internos. La p2-m se sitta por
la parte de abajo de la valva, de tal manera gque existe un minimo contacto entre estos
dos dominios y el a3 (Moscoso, 2006).

Si los dominios al/a2 interaccionan con el péptido y con el TCR reconociendo
residuos polimorficos, el dominio a3 lo hace con el correceptor de la célula T (CDS),
reconociendo determinantes monomorficos en a3. La interaccion con CD8 requiere la
presencia de aa acidos en las moléculas de clase I, en posiciones 223, 227 y 229, que
ocupan una zona localizada en un lazo del dominio a3, en una cavidad justo debajo de

la valva (Connolly et al., 1990).
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Existe una gran variabilidad entre las moléculas de clase | como consecuencia de
cambios topologicos en los sitios de union al péptido. Las caracteristicas quimicas y la
exclusiva configuracion de la estructura de cada valva (o Peptide-Binding Groove)
explica como pueden unir gran variedad de péptidos de entre 8 y 10 aa generalmente
enddgenos (Janeway et al., 2003). En 1991, se identificaron una serie de depresiones a
lo largo de la valva, conocidas como “Peptide-binding Pockets” o bolsillos (Saper et al.,
1991). Los péptidos unidos a la valva pueden acomodar una 0 mas de sus cadenas
laterales aminoacidicas en estos bolsillos. Se han identificado seis bolsillos
denominados con letras de la A a la F, localizados en las uniones de las laminas  con
las a-hélices (bolsillos B, C, D y E) o en los extremos de las dos a-hélices (bolsillos Ay
F). Estos dos altimos contienen aa mas conservados que los otros cuatro. De las 18
posiciones de alta variabilidad identificadas en las proteinas de clase | que interaccionan
con el péptido y/o con el TCR, 16 estén situadas en la valva (Barber & Parham, 1993;
Gomez-Casado et al., 2006; Moscoso, 2006).

Figura 14: Disposicién de los bolsillos de union al péptido en la
molécula HLA de clase I. El color de cada circulo (residuos
variables) representa la contribucién a cada bolsillo. (Gomez-
Casado et al., 2006)
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Las moléculas de clase | se consideran miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas por tener un origen evolutivo comdn y por similitudes estructurales,

maés evidentes en el dominio a3.

4.1.3 Estructura geénica de los antigenos HLA de clase I, no clasicos.

No existen grandes diferencias en cuanto a la organizacion de exones e intrones de
estos genes con respecto a los clasicos, aunque poseen una serie de caracteristicas
peculiares que los diferencian de estos Gltimos, anteriormente mencionadas.

HLA-E: Localizado genéticamente entre los loci HLA-C y HLA-A, fue descubierto
en 1988. Tiene bajo polimorfismo. (Mizuno et al., 1988). La estructura genética es igual
a las moléculas clésicas.

HLA-F: Fue caracterizada como gen de clase | no clasica en 1990 (Geraghty et al.,
1990). Al igual que los otros genes no clasicos, HLA-F presenta una organizacion
exon/intrén y tamafio similar a los clasicos. Posee dos caracteristicas importantes: la
primera de ellas se debe a una mutacion puntual en 3' del intron 6, que elimina por
“splicing” (maduracion del ARNm, ARN mensajero) el exén 7, resultando en un
dominio citoplasmatico mas corto. La segunda es debida a un inusual extremo 3’UTR,
exclusivo entre los genes de clase |, que se caracteriza por la insercion de una secuencia
altamente conservada durante la evolucién y semejante a la de una proteina ribosomal
(Gomez-Casado et al., 2006).

HLA-G: Esta codifica también por 8 exones, de los cuales, el exén 1 codifica para el
péptido lider, el exon 2 y 3 codifican para los dominios al y a2 respectivamente, el
exon 4 codifica para el dominio a3, exdn 5 para la region transmembrana y por tltimo
el exdn 6 que codifica para la cola citoplasmatica.(NCBI, 2015a). Este corte es debido a
un codén de terminacion en el exén 6, por lo que el exdn 7 esta siempre ausente del

ARNmM maduro y el exdn 8 no se traduce (Teixeira et al., 2013).

4.1.4 Estructura proteica de los antigenos HLA de clase I, no clasicos.

- HLA-E: Sus ARNm se han visto en todo tipo de tejidos, incluyendo tejidos fetales
y placentarios (Gomez-Casado et al., 2006), ademas los transcritos de ARN se expresan
en el citoplasma y superficie celular de citotrofoblastos en los Gltimos estadios del
embarazo y sus niveles de expresion pueden verse aumentados con el interferobn gamma
(INF-y) (Gomez-Prieto et al., 2010). En el analisis cristalografico de HLA-E, se mostro

como su estructura era similar a las moléculas clasicas (O'Callaghan et al., 1998). Es un
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heterodimero formado por una cadena pesada a y la f2-m. La cadena pesada esta
anclada a la membrana. HLA-E une un conjunto restringido de péptidos derivados del
péptido lider del resto de moléculas de clase 1. La cadena a estd codificada por 8
exones. El exon 1 codifica para el péptido lider, el exén 2 y 3 para el dominio al y 02,
ambos unen el péptido, el exon 4 codifica para el dominio a3, el exon 5 para la region
transmembrana y por ultimo los exones 6 y 7 que codifican para la cola citoplasmatica
(NCBI, 2015c).

- HLA-F: Es un heterodimero formado por una cadena pesada o (anclada a la
membrana) y la f2-m. También presenta bajo polimorfismo (NCBI, 2015d).

Su expresion esta restringida a células B, timo, bazo, amigdalas e higado fetal.
También se expresa en el citoplasma de trofoblastos (semanalmente en los tres primeros
meses de embarazo) (Gomez-Prieto et al., 2010).

A diferencia de la mayoria de las otras cadenas pesadas a, esta molécula se localiza
en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi, con una pequefia cantidad en la
superficie de determinados tipos celulares (NCBI, 2015d).

HLA-F une un grupo restringido de péptidos para la presentacion antigenica.(NCBI,
2015d). Posee residuos conservados de cisteina (posiciones 101 y 164) que son
cruciales para conformar su estructura tridimensional y también el importante sitio de
glicosilacién, Asparagina 86. Por otro lado, conserva la mayoria de residuos esenciales
a la hora de unir la molécula CD8. Su funcién es desconocida (Gomez-Prieto et al.,
2010).

- HLA-G: Esta molécula de clase | no clasica es un heterodimero formado por la
cadena pesada o y la f2-m. La cadena pesada a est4 anclada a la membrana.

Esta molécula también posee un reducido polimorfismo, splicing alternativo en su
transcrito primario, lo que da lugar a 7 isoformas proteicas, distribucion limitada en
tejidos y propiedades inmunosupresoras (Teixeira et al., 2013). Méas adelante se
explican en profundidad las caracteristicas fundamentales de HLA-G tanto a nivel

genético como molecular.
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4.2 Sistema HLA de clase I1.

4.2.1 Estructura génica de los antigenos HLA de clase I1.

Los genes de clase Il se localizan en la region mas centromérica. Como ya se ha
comentado, se divide a su vez en tres subregiones, de centromero a telémero: -DP, -DQ
y -DR.

La organizacion exdn/intron de los genes de clase 11 es similar a la organizacién de
los genes de clase I, dado que los exones codifican por separado, para los dominios de
la proteina (Marsh et al., 1999).

Por lo general, la cadena a del gen de HLA de clase 11, consta de 5 exones: el exon 1
codifica para la secuencia lider que contiene una regién promotora 5°, la secuencia sefial
y ademas codifica los primeros 5 aa de la proteina. Dos exones, el 2 y el 3, codifican
para los dominios al y a2, mientras el péptido de conexion y los dominios
transmembrana y citoplasmatico son codificados por el exdn 4. La mayor parte de la
region 3"UTR es codificada por el exon 5. La estructura del gen de la cadena  es muy
similar, sin embargo, esta constituida por 6 exones. El péptido lider esta codificado por
el exon 1, el exdn 2 y 3 para los dominios de proteina B1 y B2 respectivamente, el exén
4 para el péptido conector, el dominio transmembrana, parte del dominio citoplasmatico
y el resto de este dominio estd originado por, al menos, dos exones mas, si bien esto
ultimo varia en las diferentes subregiones. (Gémez-Casado, 2002; Muro et al., 2015).

Subregién -DR: Dependiendo del haplotipo (genes o alelos que se heredan

conjuntamente), aparece un solo gen DRA que codifica para las cadenas a (HLA-DRA),
cinco genes para las cadenas p (HLA-DRBL1-5), y 4 pseudogenes (HLA-DRB6-9)
(Muro et al., 2015). No todos los genes HLA-DRB estan presentes en todos los
haplotipos, de modo que algunas combinaciones son especificas, pueden ocurrir varios
reordenamientos dentro de este locus. EI gen DRB1, es el mas polimorfico. (Gémez-
Casado, 2002).

Subregion -DQ: Consta de dos genes para la cadena a; DQAL, -DQAZ2 y tres para
las cadenas 3, -DQB1, -DQB2 y -DQB3. Los productos de los genes HLA-DQA1 y -
DQB1 se asocian para formar los antigenos HLA-DQ (Muro et al., 2015). Los demas

son pseudogenes.
Los dos genes codificantes se orientan del mismo modo que los genes -DP. HLA-
DQAL presenta la estructura tipica de los genes A de clase Il. Sin embargo, -DQB1
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tiene un dominio citoplasmatico mas corto al eliminarse por maduracion de su ARNm,
el exon 5 (Radley et al., 1994).

Subregion -DP: Ocupa unas 100 Kb y contiene los siguientes genes para la cadena
a; -DPAL, -DPA2 y los genes para las cadenas ; -DPB1 y -DPB2. Los genes -DPAl y

-DPB1, que se orientan cabeza con cabeza con sus promotores separados por 2 Kb,
codifican para un heterodimero tipico de clase Il. -DPA2 y -DPB2, no se expresan, por
lo que se consideran pseudogenes. Las causas de esta no expresion son desconocidas
(Gbmez-Casado, 2002).

Otros genes HLA de clase 1I: Entre las subregiones -DP y -DQ hay toda una serie de

genes cuya estructura y funcion empieza a conocerse en la actualidad. Entre ellos estan
los genes -DOA, -DOB, -DMA y -DMB.

Los genes -DMA, -DMB y -DOA se sitllan méas préximos a la subregion -DP vy el
gen -DOB lo hace cerca de -DQ (Horton et al., 2004).

El gen -DM (A y B) codifica para las cadenas o y  de la proteina, no es polimérfico
y se encuentra implicado en el procesamiento y la presentacion antigénica. Cada uno de
sus genes estd estructurado en secuencias de intrones y exones relacionados con los
dominios estructurales de la proteina codificada por ellos.

El gen -DO (A y B) también codifica para las cadenas o y B formando un
heterodimero. No es polimorfico. Su cadena 3 contiene 6 exones, al igual que el resto de
genes de clase Il. EI ex6n 1 codifica para el péptido lider, los exones 2 y 3 codifican
para los dos dominios extracelulares, el exdn 4 para el dominio transmembrana vy el

exon 5 para la cola citiplasmatica.(NCBI, 2015b).

4.2.2 Estructura proteica de los antigenos HLA de clase I1.

Las moléculas de clase Il (HLA-DP, -DQ y -DR) son también glicoproteinas de
membrana de tipo I, forman heterodimeros transmembrana que constan de dos cadenas,
una cadena o de 33-35 (Kd) y otra  de 26-28 Kd asociadas no covalentemente (Gomez-
Casado et al., 2006). Esta diferencia de tamafio se debe a la cantidad de carbohidratos de
cada cadena. Cada una de ellas, consta de una region citoplasmica de 12 a 15 aa, una
region transmembrana de 20-25 aa, y una region extracelular formada por dos dominios
de unos 90-100 aa. Los dominios proximos a la membrana de cada cadena, a2 y 2,
poseen una estructura del tipo de la superfamilia de las inmunoglobulinas, mientras que

los dominios distales, a1 y B1, forman la estructura de union al péptido.
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Figura I5: Estructura proteica de la molécula HLA de clase II. En
rojo se marcan los puentes disulfuro(Gomez-Casado et al., 2006).

Las cadenas a contienen dos puntos de N-glicosilacion, uno en cada dominio
extracelular y un puente disulfuro intradominio en a2, mientras que las cadenas 3 solo
presentan un sitio de N-glicosilacion en B1 y dos puentes disulfuro intradominio, uno en
B1, que genera un asa de 64 aa, y otro en 2. (Corell et al., 1992).

Intracelularmente las proteinas de clase 11 se asocian con un tercer elemento proteico
no polimorfico, de 31 Kd, denominado Cadena Invariante y codificado fuera del sistema
HLA (Corell et al., 1992; Gomez-Casado et al., 2006). Este complejo formado por la
Cadena Invariante y el heterodimero se forma durante la biosintesis y transporte de las
moléculas de clase Il; sin embargo, se disocian antes de su expresion en la superficie
celular. La Cadena Invariante podria jugar un papel importante en el transporte
intracelular de las moléculas de clase Il y en la unién del péptido (Kvist et al., 1982).

En 1993, se consigui6 obtener la estructura tridimensional de la molécula HLA-
DR1 gracias a las técnicas de difraccion de rayos X. Pudieron observar que esta
molécula era muy similar a las de clase I, de tal forma, los dominios aly o2 de HLA-
DR1 se asemejaban al dominio al y 2-m de las moleculas de clase | y los dominios 1
y B2 de HLA-DR1 eran superponibles respectivamente a los dominios a2 y a3 (Brown
etal., 1993).

El punto de interaccion con CD4 se ubica en el dominio B2 de la molécula de clase
Il (Konig et al., 1992).
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Los dominios distales de la proteina, (a1l y p1), forman la valva de union del péptido
que consiste en una lamina B formada ocho hebras antiparalelas y flanqueada por dos
regiones en a-hélice. La region helicoidal del dominio al presenta un extremo amino
terminal en cadena extendida y su extremo carboxiterminal se pliega hacia la base de la
valva. Esta peculiaridad hace que la zona de unién al péptido muestre los extremos
abiertos. En esta valva abierta por los extremos se puede acomodar un péptido grande,
de entre 12 y 24 aa. Este péptido puede permanecer en la valva en conformacion
extendida y sus extremos amino y carboxiterminales sobresalir fuera de la molécula
(Rammensee et al., 1995; Rudensky et al., 1991).

El polimorfismo de estos genes se concentra en el exdn 2, que es el responsable de
codificar la estructura de la union al péptido. Las regiones hipervariables, para las
moléculas HLA-DRB1, se sitdan entre las posiciones aminoacidicas 25 a 40y 65 a 80, y
son las regiones diana de los métodos de determinacion de alelos usados para definir los
polimorfismos en el ADN mediante PCR (del inglés, Polymerase Chain Reaction)
(Saiki et al., 1988). Las moléculas HLA-DQ y -DP son polimorficas en ambas cadenas
a Yy B. (Muro et al., 2015).

Otros genes HLA de clase 11

Las moléculas -DO forman un heterodimero ao/B. No son polimérficas, se
encuentran en los lisosomas de los linfocitos B y suprimen la carga de péptidos de las
moléculas de HLA de clase Il por inhibicién de HLA-DM (van Ham et al., 1997).

Las moléculas -DMA y -DMB también se organizan en un heterodimero o/p, de
membrana, con 263 aa aproximadamente, no aparecen en la superficie celular. La
estructura proteica de este dimero seria ligeramente diferente a la del resto de los
antigenos de clase Il; los dominios proximales a la membrana pertenecen a la
superfamilia de las inmunoglobulinas y los dos dominios distales contienen aa que
pueden formar multiples puentes disulfuro que darian lugar a una conformacion muy
rigida y probablemente cerrada. Estos genes poseen una funcion relacionada con la
presentacion antigénica mediante moléculas HLA de clase Il (Gomez-Casado et al.,
2006).
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5. NOMENCLATURA.

El desarrollo del sistema HLA ha sido mucho mayor desde que se iniciaron una

serie  de talleres internacional, llamados Workshops Internacionales de
Histocompatibilidad, iniciados por Amos en 1964. Los trabajos de los talleres definen el
desarrollo del sistema HLA (Bodmer, 1987). En el primer encuentro internacional se
puso de relieve las dificultades de este tipo de trabajo de colaboracion masiva. Los
diferentes métodos experimentales, la inconsistencia en la ejecucion de las mismas
pruebas y una falta de homogeneidad de los sistemas de asignacion de nombres, hacian
necesaria una colaboracion internacional.

El sistema de nomenclatura mas reciente para el sistema HLA, se desarrollo en el
2010 por el Comité para Factores del Sistema HLA de la OMS (Organizacion Mundial
de la Salud) que se reunieron por primera vez en 1968, dejando cerrados los criterios
para las sucesivas reuniones. Este comité se retine regularmente para discutir cuestiones
de nomenclatura y ha publicado 19 informes importantes que documentan, en primer
lugar, los antigenos HLA vy, maés recientemente, los genes y alelos (Robinson et al.,
2015).

Desde 1989, cuando un gran nimero de secuencias de alelos HLA se analizaron y se
nombraron, el trabajo de mantenimiento de una base de datos de secuencias se hizo
imprescindible (Robinson et al., 2015).

De tal manera, la nomenclatura actual se rige por las siguientes normas:

Cada nombre de un alelo HLA tiene un nimero Unico de cuatro, seis u ocho digitos.
La longitud de la designacién del alelo depende de la secuencia de éste. Todos los alelos
reciben, por lo menos, un nombre de cuatro cifras; el sexto y octavo digito se asignan
solamente cuando son necesarios.

Los primeros dos digitos describen el tipo, que corresponde a menudo al antigeno
serologico, el tercer y cuarto digito se utilizan para enumerar los subtipos (alelos,
propiamente dichos), nimeros que son asignados de acuerdo con el orden en que se han
determinado las secuencias de ADN. Los alelos cuyos numeros diferencian en los
primeros cuatro digitos deben diferenciase en una o méas sustituciones de nucleotidos
gue cambien la secuencia de aa de la proteina codificada. Los alelos que se diferencian
solamente por sustituciones de nucleétidos sindnimas, (no cambia el aa para el que
codifica) dentro de la region codificante se diferencian con el uso del quinto y sexto
digito. Alelos que solo se diferencian por cambios en la region no codificante (intrones)
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0 en las regiones 5' 0 3' no traducidas que flanquean los exones y los intrones, son
distinguidas por el uso del septimo y octavo digito.

Ademaés del numero Unico del alelo, hay sufijos adicionales que se pueden agregar a
un alelo para indicar su expresion. Los alelos que se ha demostrado que no se expresan,
se les afiade el sufijo “N”. Para indicar que un alelo tiene baja expresion en la superficie
de la célula en comparacion a los niveles normales se utiliza el sufijo "L". El sufijo "S"
ayuda a denotar un alelo que especifica una proteina que es soluble, no esta presente en
la superficie de la célula. Una "C" afiadida como sufijo indica que el producto del alelo
esta presente en el citoplasma, pero no en la superficie de la célula. El sufijo "A" indica
una expresion aberrante, donde hay una cierta duda de si una proteina se expresa o no.
La "Q" es agregada como sufijo cuando la expresion de un alelo es cuestionable, dado
que la mutacién considerada en el alelo se ha demostrado previamente que afecta a la
expresion normal.(Robinson et al., 2015).
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Guién que separa el nombre Muestra sustituciones silenciosas
del gen del prefijo HLA de ADN dentro de la region
codificante
A
Separador| | Separadores Sufijo que indica
de grupo cambios en la expresién

T
HLA-A*01:01:01:02N

l -

T

Proteina especifica
Gen HLA

! v Muestra cambios de

ADN dentro de laregién
Prefijo HLA Grupo de alelos ho codificante
B

DQB1 DRB1 B C A

978 1.977 4.459 3.290 3.657

Figura 16: A) Esquema de la nomenclatura actual del sistema HLA. (Robinson et al., 2015). B)
El gran polimorfismo observado hoy en la region HLA es fundamental para entender: a- su
utilidad en el estudio de la genética de poblaciones; b- la dificultad de encontrar dos individuos
idénticos para efectuar trasplantes; c- su utilidad en el estudio de enfermedades ligadas a HLA
en las distintas poblaciones; d- la importancia del estudio farmacogendémico prospectivo
(industria farmaceutica) y diagndéstico/prondstico de los efectos de los farmacos ligados a HLA
en diferentes poblaciones.

6. EUNCION DE LAS MOLECULAS HLA: PRESENTACION ANTIGENICA.

La funcion protectora de los linfocitos T depende de su capacidad para reconocer

células que presentan agentes patdogenos o que han internalizado agentes patdgenos o

sus productos. Los linfocitos T llevan a cabo dicha funcion reconociendo fragmentos
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peptidicos de proteinas derivadas de agentes patdgenos, en forma de complejos de
péptidos y moléculas de HLA en la superficie de esas células. La generacion de
péptidos a partir de un antigeno intacto conlleva la modificacién de la proteina nativa, y

suele denominarse procesamiento antigénico, mientras que el acto de desplegar el

péptido en la superficie celular por moléculas de HLA se denomina presentacion
antigénica (Janeway et al., 2003).

Las moléculas HLA de clase | y Il corresponden a dos vias diferentes de
procesamiento de los antigenos, y se asocian con dos sistemas diferentes de defensa

inmunitaria.

6.1 Moleculas HLA de clase I.

Las moléculas de clase | actian como receptores de péptidos enddgenos, propios,
normales, alterados (tumorales) y virales, para hacerlos accesibles a la deteccion por las
linfocitos T que llevan en su superficie celular el marcador CD8+ (mayoritariamente
linfocitos citotdxicos) y destruyan la célula infectada (Gomez-Casado et al., 2006). En

la siguiente figura se muestra el proceso de presentacion antigénica.

L~ Antigeno presentado
) por molécula HLA de
clase |

Membrana plasmatica

Vesicula
Secretora

Reticulo
endoplasmatico

“5

=
“’ 2

x s §4

e — «I ...,f L O

Proteina mtoplasmatlca Proteosoma ' -I

Tapasina
£}

...
@alreticulina

Calnexina

Figura 17: Via de presentacion antigénica endogena. Las moléculas de clase | actian como
receptores de péptidos enddgenos para hacerlos accesibles a la las deteccion por linfocitos T
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CD8+ y destruyan la célula infectada (Gomez-Casado et al., 2006). Estas moléculas presentan
selectividad alelo-especifica (Falk et al., 1991). Todos los péptidos producidos en el citosol son
translocadas al lumen del reticulo endoplasmético, donde deben plegarse correctamente. Como
se muestra en la figura, los péptidos presentados son degradados por proteasomas (Koopmann et
al., 1997), formados por dos subunidades: LMP2 y LMP7 (Janeway et al., 2003). Posteriormente
son traslocados a través de la membrana del reticulo endoplasmatico por los transportadores de
péptidos TAP1 y TAP2. Dicho complejo muestra preferencia por los péptidos de 8 o 10 aa
(Janeway et al., 2003).La cadena a de la molécula HLA de clase I recién sintetizada, se une a
calnexina, que retiene a la molécula en un estado parcialmente plegado en el reticulo
endoplasmatico. Cuando la f2-m se une a la cadena a, ambas se disocian de la calnexina y se
unen a un complejo proteico, formado por la calreticulina y un segundo componente que es la
tapasina, permitiendo que la cadena . y la f2-m aguarden el transporte de un péptido apropiado
desde el citosol. Finalmente, la union de un péptido al heterodimero, cadena a-f2-m
parcialmente plegado, lo libera del complejo TAP-tapasina-calreticulina, permitiendo a la
molécula HLA de clase | ser transportada hacia la membrana celular a través del cis y trans-
Golgi. (Carreno et al., 1995; Janeway et al., 2003). La mayor parte de las interacciones con el
péptido confieren estabilidad a la molécula y al péptido, y los hacen méas accesibles al contacto
con el TCR del linfocito T (Gomez-Casado et al., 2006).

6.2 Moleculas HLA de clase I1.

Las moléculas de clase Il unen un grupo heterogéneo de péptidos procedentes, en su
mayor parte, del exterior celular y se encargan de exponerlos en la superficie de las
células presentadoras de antigenos (linfocitos B, células dendriticas y macrofagos), ahi
son reconocidos por el TCR de los linfocitos T CD4+ (generalmente cooperadores). La
mayor parte de los péptidos presentados por las moléculas de clase Il, provienen de la
degradacion endocitica de proteinas exdgenas o bien, pero en menor medida, de
proteinas enddgenas que acceden a los endosomas. En la siguiente figura se muestra el

proceso de presentacion antigénica.
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Antigeno i
presentado por { Proteina extracelular

-

molécula HLA de _—
# -
clase Il

“C D, Membrana plasmatica

Endosoma /

J Ruta endocitica

MIIC
L 1

L ol

HLA-DM CLIP

Reticulo
endoplasmatico

tEg)

Figura 18: Via de presentacion antigénica exdgena. Los antigenos interiorizados que
penetran en la célula por endocitosis, quedan envueltos en el endosoma, que se
acidifica de forma progresiva y degrada las proteinas contenidas en ellos. Las cadenas
a Yy 8 de los antigenos HLA de clase 1l son sintetizados en el reticulo endoplasmatico, el
heterodimero naciente se asocia a la Cadena Invariante (proteina de membrana de

tipo Il invertida) que ademas de ayudar al ensamblaje de las cadenas «/ &, bloquea la

hendidura del heterodimero impidiendo la unién del péptido. La unién estd mediada
por la proteina BiP y la calnexina (Marks et al., 1995) ademas de otras chaperonas
que ayudan a la estabilizacion y ensamblaje correcto de complejos nonaméricos (a/f)
31i3 (Roche et al., 1991). Estos complejos son exportados hacia los compartimentos
endociticos (de bajo pH) a través del aparato de Golgi. Una vez en el endosoma, la
cadena invariante es digerida por proteasas, quedando en un péptido de unos 20 aa
denominado CLIP (del inglés, Class Il Associated li Peptide) que ocupara la
hendidura. Aqui, los complejos nonaméricos se disocian en dimeros «/8 y entra en
juego la molécula HLA-DMA/DMB, que actlia como catalizador en la separacion de la
molécula HLA de clase Il de CLIP, liberando el sitio de unién del péptido para la
adquisicion de los péptidos antigénicos (Weber et al., 1996), ademas DM podria
desemperiar un papel en la liberacion de péptidos distintos de CLIP, seleccionando una
determinada subpoblacion de péptidos de alta estabilidad para su presentacion en la
superficie celular. Dicho compartimento endocitico se denomina MIIC (del inglés,
MHC Class Il Compartment) (Gomez-Casado et al., 2006).
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7.HLA Y FARMACOGENOMICA.

Término que hace referencia al estudio de la contribucion de los polimorfismos

genéticos de un individuo a la variacion en las respuestas a los medicamentos entre la
poblacion, para asegurar la eficacia terapéutica de los mismos y minimizar los posibles
efectos adversos de acuerdo a los perfiles genéticos.

Desde la mejora en la precision de la determinacion de alelos HLA y los fenotipos
clinicos en las reacciones a farmacos, han sido publicados un gran numero de
asociaciones entre los alelos HLA de cada individuo y el desarrollo de varias RAF
(Reacciones Adversas a Farmacos, en inglés, Adverse Drug Reactions) y SHF
(Sindromes de Hipersensibilidad a Farmacos) (Pavlos et al., 2012).

Los residuos clave en la union de la molécula HLA al péptido de determinados
alelos, permiten la formacion de enlaces no covalentes con ciertos farmacos. Por lo
tanto, la fuerte especificidad entre un alelo HLA y un farmaco puede ser explicada por
una complementariedad estérica junto con otras fuertes interacciones no covalentes
entre la molécula del farmaco y la hendidura de presentacion antigenica, alterando asi el
repertorio de péptidos ligando que se pueden unir y ser presentados a los linfocitos T
(Pavlos et al., 2012).

El concepto de interaccion no covalente entre el farmaco y la molécula HLA-TCR
puede ocurrir con el farmaco original o con sus metabolitos.

En la dltima década, se ha producido un incremento significativo del volumen de
publicaciones que asocian distintos alelos HLA con diferentes SHF. En general, las
diferentes poblaciones tienen distintas asociaciones genéticas. Estas diferencias podrian
ser el reflejo de diversas frecuencias alélicas, asi como la presencia de otros genes que
contribuyen al desarrollo de los distintos sindromes, tales como los genes implicados en
el metabolismo de farmacos.(Pavlos et al., 2012).

Ciertos farmacos pueden producir enfermedades como el sindrome de Steven-
Johnson/necrolisis epidérmica téxica (SSJ/NET), que consisten en reacciones
mucocutaneas poco frecuentes que destacan por su gravedad.

Los farmacos que causan esta enfermedad, generalmente se superponen con los que
causan SHF, siendo los mas comunes el alopurinol, anticonvulsivantes aminas
aromaticas, antirretrovirales (particularmente Nevirapina), los AINEs vy sulfa
antimicrobianos (Cheng et al., 2014). En 2004, Chung W.-H. y colaboradores,
detectaron una fuerte asociacion entre el alelo HLA-B*15:02 con el SSJ/NET inducido

por carbamazepina.(Chung et al., 2004). Observaron que dicho alelo era especifico para
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la induccion por cabamezepinas de la activacion de linfocitos T CD8 en pacientes con
SSJ/NET. Por otro lado, también existe una asociacion significativa entre el alelo HLA-
B*58:01 y el SSJ/NET inducido por alopurinol en poblaciones orientales, sudasiaticas y
caucasoides. (ver tabla 11).(Cheng et al., 2014; Pavlos et al., 2012).
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8. HLA Y TRASPLANTE.
Estudios realizados tras seguimientos de pacientes con 6rganos transplantados, han

comprobado que la compatibilidad entre donante y receptor en las moléculas HLA es
necesaria para la supervivencia del injerto en los casos de rifién, pancreas, pulmon,
corazén, cornea, higado e intestino. Esta compatibilidad, debe ser, al menos, con los
antigenos pertenecientes a los loci HLA-B y -DR. La compatibilidad debe de ser
méaxima cuando hablamos de trasplante de médula dsea para evitar que se produzca el
Ilamado rechazo de “injerto contra huésped”; un tnico cambio en un aminoacido es
suficiente para que se produzca este rechazo.

Si se analiza el tiempo de supervivencia de un injerto, se demuestra que cuanto
mayor es la compatibilidad HLA, mayor es la supervivencia del mismo. Por ello, es
necesario realizar la tipificacion HLA de aquellos pacientes que entran en lista de espera

para recibir un determinado 6rgano.

9. HLA Y ENFERMEDAD.
Existen muchos estudios que relacionan ciertos alelos HLA, como factores de

proteccion y susceptibilidad a padecer ciertas enfermedades. Aln no se sabe a ciencia
cierta el mecanismo intimo que provoca estas asociaciones, Unicamente se han
observado con valores estadisticos. El primero en observar este tipo de asociaciones fue
J. Amiel en 1967, quien describié como el alelo HLA-A2 estaba ligado a la enfermedad
de Hodgkin (Aimel, 1967).

Algunas enfermedades humanas ocurren con mayor frecuencia en individuos
portadores de determinados alelos. Por ejemplo, la mayor asociacién HLA-enfermedad
conocida, la presenta la espondilitis anquilosante con el HLA-B27. Sin embargo, estas
asociaciones estadisticas no son absolutas, lo cual es indicador de que algunos otros
genes, asi como factores ambientales, desempefian su papel en el mecanismo
fisiopatogénico de las mismas.

Para entender estas asociaciones, se han postulado varias teorias:

El mimetismo molecular entre ciertos patdgenos y péptidos autdlogos podria
desencadenar una respuesta especifica autoinmune.

También se postula que, durante el desarrollo del tejido linfoide en la etapa
embrionaria, los linfocitos T deben realizar un aprendizaje para reconocer los antigenos

propios de cada organismo. Puede ocurrir que por un fallo en esta maduracion (debido a
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un aislamiento de ciertas células), existan células que no hayan sido expuestas a las
moléculas HLA, y al ser expuestas, estas no las reconozcan como propias Yy
desencadenen una respuesta inmunolégica.

Existe también, la teoria de la molécula HLA como receptor de virus, como ocurre
en el caso del adenovirus tipo Il que se une a moléculas HLA clase I.

Por altimo, mencionar la hipétesis de la alteracidn de lo propio, donde el agente que
causa la enfermedad alteraria las moléculas del propio organismo, y éstas serian el
blanco de las respuestas autoinmunes (Moscoso, 2006).

Tabla 12. Algunas enfermedades asociadas a antigenos HLA.

Enfermedad Asociacion HLA
Artritis reumatoide DR3/DR4

Lupus eritematoso sitémico |DR2/DR3
Espondilitis anquilosante B27

Diabetes mellitus tipo | DR3/DR4
Uweitis B27
Pénfigo wilgar DR4
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Il. HLA-G: MOLECULA Y GEN.

Como anteriormente ha sido mencionado, HLA-G se clasifica como una molécula
de HLA clase I, no cléasica. Se encuentra localizada en el brazo corto del cromosoma 6,
region 6p21.3, entre el gen HLA-A y HLA-F (Teixeira et al., 2013).

En 1987, Geraghty y sus colaboradores, clonaron por primera vez el gen de HLA-
G, en aquel entonces denominado HLA-6.0, dado que era el numero de pares de
kilobases que pesaba (Geraghty et al., 1987).

Ya desde un inicio se detect6 su restringida expresion a nivel tisular (Shukla et al.,
1990) y su homologia a los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C. Sin embargo, se observé
que la proteina diferia en los productos de los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C, en la
falta de un segmento mayoritario de la parte intracelular (Geraghty et al., 1987).

Inicialmente fue descubierta en el citotrofoblasto extravelloso del interfaz materno-
fetal, lo que indujo a elaborar teorias acerca del papel que ejercia en los mecanismos de
tolerancia (Geraghty et al., 1987; Rebmann et al., 2014).

A partir de ese momento, esta apasionante molécula, fue motivo de numerosos
estudios de investigacion, que aln hoy en dia siguen aportando datos de sus muy
diferentes papeles en diversos campos.

1. ESTRUCTURA.

1.1 Estructura génica.

La estructura génica del gen HLA-G consta de una region promotora 57, 8 exones, 7
intrones y, por Gltimo, la region 3"UTR. Su organizacion intron/exén es muy similar a
los genes clasicos (HLA-A, -B y -C) (Teixeira et al., 2013)

Contiene 4.396 pb. La region promotora 5 contiene una secuencia TATAAA
variante, que es TCTAAA. Veinticuatro pares de bases aguas arriba de TCTAAA, se
encuentra la secuencia CCAAT. Ambos elementos estan conservados en los genes
HLA-A 'y -B (Geraghty et al., 1987).

Existen, a su vez, dos secuencias conservadas en los genes HLA clasicos de clase I,
en la region promotora 5°, una secuencia palindromica de 13 pb y una segunda
secuencia de 11 pb. Ambas modificadas en el gen HLA-G, la secuencia de 11 pb tiene
dos bases sustituidas y la secuencia de 13 pb tiene una delecién final de 5 pb, siendo las
dos no funcionales en HLA-G (ver tabla 13) (Geraghty et al., 1987).
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Tabla 13: Secuencias conservadas de ADN localizadas en la region promotora de los
genes HLA de clase | (Geraghty et al., 1987). En rojo los cambios producidos en HLA-
G.

Secuencia A Secuencia B
Consenso HLA |5 TGGGGATTCCCCA3 |[5"CATTGGGTGTC3’
HLA-G TGGGGATT......... CATTAGGTGAC

Por otro lado, en la zona de exones/intrones del gen HLA-G, también existe alguna
variacion que mencionar: el exdn 7 siempre esta ausente del ARNm y debido a la
aparicion de un coddn de terminacién localizado en el segundo coddn del exdén 6 y no se

traducen el exon 8 (Donadi et al., 2011).

Ex.1 Ex.2 Ex.J3 Ex4d Ex.5 Ex.6 Ex.7 Ex.38

5 . ARNm
— ol 02 o3 ™ %* primario
Codon de
terminacion

Figura 19: Estructura del gen HLA-G. El exdn 7 siempre esta ausente del ARNm primario y
debido a un coddn de terminacion (asterisco) en el exdn 6, el exén 8 no es traducido. (Ex: exén;
TM: Regio6n transmembrana) )(Donadi et al., 2011).

1.2 Estructura proteica.

Como se ha visto en apartados anteriores, esta molécula es un heterodimero formado
por la cadena pesada o y la B2-m. La cadena pesada o esta anclada a la membrana.

La cadena a consta de los dominios globulares, al, a2 y a3, idénticos en tamafo a
los mismos dominios de las proteinas HLA-A, -B y -C (Gomez-Casado et al., 2006).

En la posicion 86 de la region al también se localiza el aa asparagina N-glicosilada.
En los dominios a2 y a3 existen dos residuos de cisteinas en cada uno, en las posiciones
101 y 164 y en las posiciones 203 y 259, respectivamente. Estas cisteinas estan
conservadas en los antigenos MHC de clase | y forman dos puentes disulfuro. Dos
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cisteinas adicionales se encuentran en la molécula HLA-G, en la posicion 42 del
dominio al y 147 del dominio o2 (Geraghty et al., 1987).

El segmento hidrofébico transmembrana es idéntico en longitud, 27 residuos, a las
proteinas de HLA-A, -B y -C. Sin embargo, el segmento citoplasmatico consiste solo en
6 aa, debido al codon de terminacion en el exon 6: el extremo carboxiterminal, cinco aa
codificados por el exon 5 y el residuo acido aspartico codificado por el primer codon del
exon 6. De tal forma que, la proteina HLA-G careceria del residuo conservado de serina
de la region intracelular de los antigenos humanos y de ratdén de clase | y del residuo
altamente conservado tirosina, codificado por el exon 6, sustrato de la tirosinquinasa
(Geraghty et al., 1987).

Figura 110: Vista apical de la molécula HLA de clase I.
(Gomez-Casado et al., 2006).

Cuatro variaciones de aa estan presentes en el dominio al (codones 13, 27, 31 y 54),
seis variaciones en el dominio a2 (codones 100, 104, 105, 110, 130, 159 y 169) y cuatro
en el dominio a3 (codones 185, 189, 219 y 258). Estas variaciones pueden conducir a la
alteracion de la conformacion de la proteina HLA-G, dando lugar a posibles cambios en
sus funciones biologicas, como afinidad a receptores. (Rebmann et al., 2014).

El repertorio de péptidos de union a HLA-G esta restringido en comparacion con el

de las moléculas de HLA clasicas.
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Esta molécula posee splicing alternativo en su transcrito primario, lo que da lugar a
siete isoformas proteicas, cuatro de ellas ancladas a la membrana (HLA-G1, -G2, -G3, y
-G4) y las tres restantes (HLA-G5, -G6, y -G7) solubles, dado que el segmento
transmembrana no existe. (Teixeira et al., 2013). HLA-G1 es la isoforma completa, con
una estructura similar a las moléculas, ancladas a membrana de HLA clasicas, asociadas
a la 2-m. La isoforma HLA-G2 carece de dominio a2 (codificada por el ex6n 3). HLA-
G3 no presenta los dominios 02 ni a3 (codificada por el exon 3 y 4). HLA-G4 no
presenta el dominio a3 (codificada por el exon 4). Las isoformas solubles HLA-G5 y -
G6 presentan el mismo dominio extraglobular que HLA-G1 y -G2, respectivamente,
con un bloqueo en la traduccion del dominio transmembrana (exén 5). La region 5 del
intron 4 se traduce hasta la aparicion de un codon de terminacion, confiriendo a las
isoformas HLA-G5 y -G6 una cola de 21 aa implicados en su solubilidad. HLA-G7 solo
consta del dominio al ligado a dos aa codificados por el intron 2. Todos los transcritos

alternativos carecen del exon 7 (Donadi et al., 2011).

Ex.1 Ex.2 Ex.3 Ex4 Ex.5 Ex.6 Ex.7 Ex.8 ARN
. . m
5_< | I al I | C(ZI I U3I | TM| | x | 3" primario
t
Codon de terminacion
5
| [ | [ % 1 | HLA-G1
Transcritos de las
[ — | [ ] [ | .
* HLA-G2 isoformas unidas a
| [ ] | HLA-G3 membrana
| | —— | HLA-G4 )
. HLA-G5 |
' ' : ' [ | ! Transcritos de las
| | | |—%—] | l | HLA-G6 isoformas solubles
] 4] I I [ | HLA-G? |
@2 @
@ney) @)
HLA-G1 HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-G5 HLA-GE HLA-G7
Isoformas de membrana Isoformas solubles

Figura 111: Isoformas de HLA-G producidas por splicing alternativo del ARNm primario. Se
esquematizan las siete isoformas de HLA-G (HLA-G1 / HLA-G7).(Donadi et al., 2011).
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La mayoria de los alelos actualmente descritos pueden producir tedricamente, por
splicing alternativo, todas las isoformas, tanto solubles como ancladas a membrana. Sin
embargo, el alelo nulo, HLA-G*01:05N, presenta la delecion de una citosina en el
ualtimo nucleétido del coddn 129 o primer nucleétido del codon 130, en el exon 3,
causando un cambio en la pauta de lectura, con la consecuente aparicion de un codon de
terminacion en los siguientes codones: codon 189 (exdn 4) que bloquea la traduccion de
HLA-G1 y -G5, o en el codon 297 en el exdn 5, bloqueando la traduccion de HLA-G4.
Sin embargo, este alelo nulo es capaz de mantener la traduccion de las isoformas
ancladas a membrana HLA-G2 y -G3 vy las solubles HLA-G6 y -G7, ya que en todas
ellas el exdn 3, que contiene la delecion, se ha eliminado por splicing alternativo. (Le
Discorde et al., 2005; Suarez et al., 1997).

Existe otro alelo nulo, HLA-G*01:13N, este presenta la transicion de una citosina
“C” por una timina “T” en la primera base del codon 54 en el exén 2 (dominio al),
produciendo la formacién de un coddn de terminacién prematuro (TAG) que impide la
formacion de todas las isoformas, tanto solubles como de membrana, o produce

proteinas no funcionales (Lajoie et al., 2008).

1.3 Polimerizacion.

La presencia de un residuo de cisteina en la posicion 42 del dominio al, es una
caracteristica Unica de la molécula HLA-G. Este residuo permite la formacion de
dimeros gracias a la unién intermolecular Cys42-Cys42, formando un puente disulfuro.

Los dimeros son formados por la recombinacién de monémeros de HLA-G, tanto
isoformas ancladas a membrana como solubles, mayormente en la superficie celular
(Boyson et al., 2002).

Es posible que residuos polimorficos cercanos puedan influenciar la estabilidad del
dimero o alterar su flexibilidad en el puente disulfuro. (Donadi et al., 2011).

Una vez formado el dimero, este adquiere una orientacion oblicua, exponiendo asi,
el sitio de union a CD8 y a LILRB1/B2 (del inglés leukocyte immunoglobulin-like
receptors B1/B2). Esto permite al dimero, interaccionar con dos LILRB o dos CDS8,
ademas de proporcionar mayor afinidad para LILRB en relacion a los mondémeros. Los
dimeros muestran una mayor sefializacion intracelular mediada por LILRB (Donadi et
al., 2011).
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Los alelos hasta ahora descritos no presentan ninguna variacion en la cisteina del

coddn 42, por lo que aparentemente, todos los alelos deberian poder formar el dimero.

Puente disulfuro

Estructura multimérica
unida a membrana

Puente disulfuro

Estructura multimérica
soluble

Figura 112: Dimeros HLA-G, anclados a membrana y solubles. (Amodio &
Gregori, 2012)

2. POLIMORFISMO.

En contraste con el extenso polimorfismo de los genes clase | clasicos de HLA, se

ha considerado bajo el grado de polimorfismo en el locus HLA-G, presentando una

limitada heterogeneidad de secuencias y con pocos alelos descritos hasta la fecha.

2.1 Polimorfismo genético.

El polimorfismo en la region codificante del gen HLA-G es relativamente escaso,

aunque se distribuye mayoritariamente entre los exones 2, 3 y 4, asi como en intrones.
La mayoria de los polimorfismos, o bien no provocan cambios a nivel proteico, o ni
siquiera afectan a la estructura secundaria de la cadena pesada.

Por otro lado, existen polimorfismos en la region no codificante, que consiste en la

region promotora 5 y en la region 3’"UTR, muy importantes en la regulacion, expresion
del gen y la estabilidad del ARNm.
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- Region promotora 5”: los polimorfismos en esta region estdn muy cerca de los
elementos regulatorios. Existen ciertas caracteristicas propias de esta molécula, como la
modificacion en el elemento regulador enhancer Ay la delecion del elemento ISRE, lo
que provoca la insensibilidad del promotor de HLA-G a NF-kB e IFN- y. También
existen modificaciones en el sitio a y en el enhancer B. (Donadi et al., 2011; Rebmann
etal., 2014).

Hasta la fecha, se han identificado 29 SNP. Entre ellos, algunos de los mas
significativos desde el punto de vista clinico son: SNP en posicion 725, asociado con
abortos espontaneos, SNP en posiciones 486 y 964, asociados con asma en nifios,
rechazo agudo en trasplante de rifidn etc. (Lynge et al., 2014; Rebmann et al., 2014).

Antes de entrar en los distintos polimorfismos de la regién 3"UTR, es aconsejable
aclarar que no existe un consenso en la literatura, en relacion a las posiciones de las
distintas variaciones de nucleétidos. Como se publica en la base de datos IMGT, el
primer nucleétido del primer coddon de la secuencia del gen HLA-G lleva una adenina
en el exén 1 (ATG) con la ampliacién de la secuencia hasta la posicién 2.838 del intrén
6, usando la secuencia original descrita por Geraghty y colaboradores. (Geraghty et al.,
1987; Robinson et al., 2015). Esta es la pauta que se ha seguido en el presente trabajo.

- Region 3'UTR: esta region también incluye elementos de regulacion de la
expresion espacio-temporal del ARNm, como motivos ricos en AU etc.

Tres importantes polimorfismos estan asociados a la regulacion de HLA-G en esta
region.

Primero, fragmento  14-pb  insercion o delecion  (14-pb  ins/del)
(5’ATTTGTTCATGCCT-3"), localizado en el exdn 8, asociado con diferencias en la
estabilidad del ARNm. La presencia de la insercion del fragmento 14-pb, provoca un
sitio de splicing alternativo que genera una delecion de 92-pb. (Donadi et al., 2011;
Rebmann et al., 2014).

Segundo, SNP en posicion +3142 C/G que podria ser un objetivo para ciertos micro
ARN, que resulta en la degradacion del ARNm de HLA-G. (Donadi et al., 2011,
Rebmann et al., 2014).

Tercero, SNP en posicion +3187 A/G. La presencia del alelo +3187A esta
relacionado con la disminucion de la expresion de HLA-G por su proximidad al motivo
rico en AU. (Rebmann et al., 2014).

Estos tres sitios polimorficos asociados a la produccion de HLA-G, también pueden

estar asociados entre si. Es remarcable, que la presencia de 14-pb ins estd siempre

Mercedes Enriquez de Salamanca Carrascosa 51



Introduccion

acompariado del alelo +3142G y +3187A, ambos previamente asociados a una baja
disponibilidad de ARNm, lo que indica que dicha disminucion de ARNm asociado a 14-
pb ins, podria ser consecuencia de la presencia de estos dos Gltimos polimorfismos
(Donadi et al., 2011).

El descubrimiento y aplicacion de la PCR (Saiki et al., 1988), ha permitido
desarrollar nuevas técnicas moleculares de caracterizacion del polimorfismo genético de
los alelos HLA de clase | y clase Il: amplificacién e hibridacién con oligosondas
especificas de alelo o grupos de alelos y la secuenciacion de ADN gendmico y ADNCc.

En concreto, los alelos descritos para HLA-G se pueden ver en las siguientes tablas,
aunque ha de aclararse que, de los 53 alelos descritos y nombrados, solo 50 de ellos
tienen su secuencia publicada abiertamente, los restantes aln tienen sus secuencias

confidenciales, por ello en la tabla 15 solo hay 50 alelos mencionados:

Tabla 14: Datos de los alelos, proteinas y alelos nulos para el gen HLA-G en la
actualidad. (Robinson et al., 2015).

Gen Alelos Proteinas Alelos nulos
HLA-G 53 18 2
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Tabla 15: Listado de los 50 alelos HLA-G cuya secuencia esta publicada en la
actualidad. Con un recuadro el alelo descrito en nuestro laboratorio. Subrayado en rojo

se marcan los dos alelos nulos. (Robinson et al., 2015)

HLA-G*01:01:01:01
HLA-G*01:01:01:02
HLA-G*01:01:01:03
HLA-G*01:01:01:04
HLA-G*01:01:01:05

HLA-G*01:01:12
HLA-G*01:01:13
HLA-G*01:01:14
HLA-G*01:01:15
HLA-G*01:01:16

HLA-G*01:05N
HLA-G*01:06
HLA-G*01:07

HLA-G *01:08:01

HLA-G*01:08:02

HLA-G*01:01:01:06 HLA-G*01:01:17 HLA-G *01:09
HLA-G*01:01:02:01 HLA-G*01:01:18 HLA-G*01:10
HLA-G*01:01:02:02 HLA-G*01:01:19 HLA-G*01:11
HLA-G*01:01:03:01 HLA-G*01:0120 HLA-G*01:12
-G* 03: -G*01:01-
HLA-G*01:01:03:02 HLA-G*01:0121 HLA-G*01:13N
SCE 03 -G*01-
HLA-G*01:01:03:03 HLA-G*01:02 LA GI01:14
HLA-G*01:01:04 HLA-G*01:03:01:01 z
HLA-G*01:15
HLA-G*01:01:05 HLA-G*01:03:01:02
HLA-G*01:16
HLA-G*01:01:06 HLA-G*01:04:01
HLA-G*01:17

HLA-G*01:01:07
HLA-G*01:01:08
HLA-G*01:01:09
HLA-G*01:01:11

HLA-G*01:04:02
HLA-G*01:04:03
HLA-G*01:04:04
HLA-G*01:04.05
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Tabla 16: Listado de las 18 proteinas HLA-G descritas en la actualidad. Con un recuadro

la proteina descrita en nuestro laboratorio. (Robinson et al., 2015).

HLA-G*01:01 HLA-G*01:11
HLA-G*01:02 HLA-G*01:12
HLA-G*01:03 HLA-G*01:14
HLA-G*01:04 HLA-G*01:15
HLA-G*01:06 HLA-G*01:16
HLA-G*01:07 | HLA-G*01:17
HLA-G*01:08 HLA-G*01:18

HLA-G*01:09 HLA-G*01:19
HLA-G*01:10 | HLA-G*01:20 I

3. FUNCION.

3.1 Modulacién de la respuesta inmune.

Muchas lineas de investigacion soportan el papel de HLA-G como una molécula
tolerogénica, con una gran importancia en la supresion de la respuesta inmune.

La corta cola citoplasmaética retiene a la molécula de HLA-G durante mas tiempo en
el reticulo endoplasmatico y prolonga su vida media en la superficie celular por la falta
de un motivo de endocitosis.

HLA-G actia a través de tres receptores de inhibicion: LILR (B1 y B2), KIR2DL4
(del ingles, killer cell immunoglobulin-like receptor, receptor de células NK) y el
receptor CD8 (Shiroishi et al., 2006).

El gen KIR codifica para moléculas que exhiben dos (KIR2D) o tres (KIR3D)
dominios de inmunoglobulina extracelulares, y pueden tener motivos ITIM (del inglés
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) (L, para cola larga) o no (S, para cola
corta) en el dominio citoplasmatico. Los genes KIR con la designacion “L” se predice
que son receptores inhibitorios, mientras que los que se designan con la letra “S” se

predice que son receptores activadores (Donadi et al., 2011).
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En general, el dominio al de las moléculas HLA de clase I, es un importante sitio de
reconocimiento para los receptores KIR. Sin embargo, el sitio de union de KIR2DL4 a
HLA-G no esté bien establecido, aunque se cree que podria estar relacionado con los
residuos de metionina (Met) en posicién 76 (Met 76) y glutamina (GIn) en posicién 79,
unicos y conservados en el dominio al de HLA-G.

Los receptores LILRB1 se expresan en la superficie de células NK vy
linfomononucleares, mientras que LILRB2, se expresa principalmente en la superficie
de un grupo restringido de células como monocitos y céelulas dendriticas. Ambos poseen
motivos ITIM en sus colas citoplasmaticas, desencadenando sefiales de inhibicion.
Estos receptores se unen al dominio a3 y a la B2-m de la molécula HLA-G. Sin
embargo, LILRB2 se une con una mayor afinidad que LILRB1. Concretamente, los
residuos de tirosina (Tyr) 36 y arginina (Arg) 38 del LILRB2 se unen al loop 195-197
del dominio a3 de HLA-G, mientras que LILRB1 se une con sus residuos de Tyr 38 y
Tyr 76 al residuo de fenilalanina (Phe) 195 de HLA-G (Shiroishi et al., 2006). Los
polimorfismos observados en este dominio podrian influir en su interaccion con LILRB,
modulando la sefial inhibitoria intracelular.

El receptor CD8 también interacciona con el dominio a3 de las moléculas HLA
clasicas y no clasicas, de tal manera, el sitio de union de este receptor y de LILRB a
HLA-G se superponen. LILRB inhiben la union de CD8 a las moléculas HLA, esto
indica que la funcién inhibitoria de los receptores LILRB es dual, desplazando a CD8 y
activando los motivos ITIM (Shiroishi et al., 2003).

Las moléculas solubles de HLA-G pueden inducir apoptosis en linfocitos T CD8+,
asi como en células NK CD8+. En condiciones en las que HLA-G soluble esta elevado,
incluyendo el embarazo, algunos tumores y aloinjertos con buen pronéstico, este
mecanismo representa un efecto inmunomodulador adicional de HLA-G (Donadi et al.,
2011).

3.2 HLA-G y su importancia en la gestacion.

El utero y la placenta constituyen el Unico sitio de modulacion inmunoldgica donde
el feto es tolerado por el sistema inmunoldgico de la madre. (Lynge et al., 2014). Sin
embargo, hoy en dia se sabe que todos los miembros de la futura familia, el embrién, la
madre y el padre, contribuyen a establecer una tolerancia inmunologica a través de
HLA-G, antes y durante el embarazo (Dahl et al., 2014).
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Se especula que la molécula HLA-G esté envuelta en mecanismos de reproduccion
incluso antes de la concepcidn, dado que HLA-G se puede detectar en el tracto genital y
en la sangre de mujeres no embarazadas, y en fluidos seminales del hombre,
concretamente la isoforma soluble HLA-G5. Ademas, HLA-G también se ha detectado
en embriones pre-implantados (Dahl et al., 2014).

Se sabe que HLA-G inhibe a los linfocitos T y células NK de la madre dirigidos
contra las células fetales uniéndose a los receptores KIR2DL4, CD8 y LILRB
anteriormente comentados (Rebmann et al., 2014).

Durante la implantacion, el desarrollo de transcritos especificos de HLA-G,
concretamente las isoformas HLA-G3 y -G4, van aumentando segin avanza esta etapa.
La isoforma mas expresada en los trofoblastos es HLA-G1. La concentracion de
isoformas solubles, derivada posiblemente de la placenta por escision de HLA-G1 y la
secrecion de HLA-G5, aumenta de dos a cinco veces en mujeres embarazadas,
contribuyendo a la modulacion de citoquinas maternas, en concreto, la regulacion a la
alta de citoquinas anti-inflamatorias como IL-3, IL-4 y IL-10 (Interleuquinas). (Lynge et
al., 2014; Rebmann et al., 2014).

Los niveles de HLA-G soluble se detectan en la sangre periférica de la madre, con el
pico mas alto en el tercer mes de gestacién y comienzan a disminuir durante el tercer
trimestre. Cuando estos niveles son indetectables o con variaciones, especialmente en
las primeras semanas de gestacion, se relaciona con complicaciones en el embarazo.

La pre-eclampsia es un desorden multisistémico del embarazo que se manifiesta
clinicamente a finales del segundo y tercer trimestre, con hipertension acompariada de
proteinuria. Las incidencias de este desorden han aumentado un 25% en las ultimas dos
décadas (Moussa et al., 2014). La etiologia es desconocida, aunque ciertos estudios
apoyan la teoria basada en una mala adaptacion del sistema inmune, con bajos niveles
de células reguladoras y baja expresion de HLA-G (Lynge et al., 2014).

El polimorfismo 14-pb ins/del esta asociado con pre-eclampsia grave en numerosos
estudios. El genotipo 14-pb del, en homocigosis, esta relacionado con los niveles méas
altos de HLA-G soluble, mientras que 14-pb ins, en homocigosis, con los mas bajos.
(Dahl et al., 2014). Por el contrario, otros estudios no han visto ninguna asociacion entre
este polimorfismo y la pre-eclampsia.

Existen otros polimorfismos asociados. El alelo HLA-G*01:06 paterno, se ha visto

que contribuye al aumento de riesgo de la pre-eclampsia en mujeres multigravidas que
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no llevan este alelo (Lynge et al., 2014). El alelo +3187A, en la region 3"UTR, también
se asocia a esta enfermedad.

Otra alteracion importante en el embarazo son los abortos espontaneos y recurrentes.
Se ha estudiado la posible asociacién entre 14-pb ins y el aumento de riesgo de aborto

recurrente, sin embargo otros autores lo impugnan (Lynge et al., 2014).

3.3 HLA-G y su papel en trasplante.

La primera evidencia de que la expresion de HLA-G estaba relacionada con el
trasplante fue descrita en el trasplante de corazon. (Rebmann et al., 2014).

En general, respecto al polimorfismo 14-pb ins/del, el genotipo 14-pb ins, en
homocigosis, esta asociado con el rechazo o la enfermedad de injerto contra huésped
(EICH), mientras que el genotipo 14-pb del, en homocigosis, esta asociado a una menor
probabilidad de rechazo (Donadi et al., 2011).

En el trasplante de higado, no se observa una diferencia significativa respecto a la
frecuencia de los alelos 14-pb ins/del en enfermos, comparados con controles sanos. Sin
embargo, la frecuencia de 14-pb ins en homocigosis, aumenta en pacientes con rechazo
agudo. (Donadi et al., 2011).

Respecto al trasplante de medula Gsea para talasemia, el genotipo 14-pb del, en
homocigosis, esta asociado a una aguda EICH, mientras que la insercion en
homocigosis y heterocigosis con bajo riego de EICH.

En relacion al trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH), el
genotipo 14-pb ins, en homocigosis, estd asociado con supervivencia libre de
enfermedad. Sin embargo, este genotipo presenta factor de riesgo para EICH después de
TCPH, usando la médula 6sea de donante HLA compatible. Por otro lado, existen
estudios que no detectan diferencias significativas respecto a este polimorfismo y TCPH
(Donadi et al., 2011; Rebmann et al., 2014).

Contemplando el trasplante de corazon, el genotipo 14-pb del, en homocigosis, esta
relacionado con niveles mas altos de HLA-G soluble y una mayor biodisponibilidad de
ciclosporina (Donadi et al., 2011).

En trasplantes de pulmon, higado y rifién, el aumento de la expresion de HLA-G
estd asociado con una mejor aceptacion del injerto en términos de rechazo agudo o
cronico. La presencia del alelo +3187A, se asocia con el rechazo agudo o cronico
después del trasplante de higado (Rebmann et al., 2014).
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Bajo la asuncion de que la expresion de HLA-G es de manera preferente controlada
por factores genéticos, en trasplante la genética de ambos, el donante y el receptor, se
tienen que tener en cuenta. Aunque HLA-G no sea una molécula presentadora de
antigenos, la presencia de compatibilidad HLA-G est4 asociada con menor riesgo de
rechazo. (Rebmann et al., 2014).

3.4 HLA-G y su doble funcién en cancer.

Las células cancerosas presentan antigenos asociados a tumores, codificadas por
genes desregulados mutantes o normales que, una vez presentados por moléculas HLA
de clase | clasicas, pueden ser reconocidos por el sistema inmune del huésped, siendo
generalmente eliminados. La mayor via de escape, es la regulacion a la baja o falta de
expresion de moléculas HLA de clase | clésicas, asi las células NK son las que
eliminarian los tumores (Donadi et al., 2011).

El concepto de cancer incluye tres fases: eliminacion, equilibrio y evasién. HLA-G
puede interferir en cada una de estas fases. Puede regular a la baja la fase de eliminacion
por inhibicion de la proliferacion de linfocitos T, B, células NK, la actividad fagocitica
de neutrofilos y la funcidn de las células dendriticas via LILRB. También puede afectar
a la fase de equilibrio controlando la expresion de las moléculas HLA de clase Il por
células dendriticas. Y respecto a la fase de evasion, el tumor en esta fase, pierde
moléculas importantes para el reconocimiento inmunolégico y tiende a expresar HLA-G
en la superficie celular, haciéndolas menos susceptibles a las células efectoras. En esta
ultima fase también aumenta la expresion de citoquinas inmunosupresoras como IL-10.
Todo esto resulta en el crecimiento del tumor, invasion y metastasis (Rouas-Freiss et al.,
2014).

HLA-G se encuentra en tumores solidos y metéstasis en estadios avanzados, por lo
que, ha sido propuesto el uso de HLA-G como marcador de prondstico, y se ha
considerado que los niveles altos de HLA-G serian indicativos de un mal pronostico
(Rouas-Freiss et al., 2014). Asi ha sido descrito en individuos con cancer colorrectal,
gastrico, de pulmon o de esofago (Cao et al., 2011).

Se ha observado que, en tumores hematoldgicos, las células tumorales son células
inmunes capaces de expresar receptores LILRBL, por ello, esta molécula podria tomar
un papel inesperado en la inhibicion de la proliferacion celular. HLA-G inhibiria la

proliferacion de linfomas de células B, mielomas y leucemias de células B ya que
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expresan LILRB1. Esto supone una accién de HLA-G totalmente opuesta a la explicada
anteriormente en tumores no hematologicos. (Naji et al., 2012).

En relacion al polimorfismo 14-bp ins/del de la region 3'UTR, Ge YZ y
colaboradores detectaron, que debe contribuir a la susceptibilidad al cancer de mama y
en general al riesgo de cancer en la poblacion asiatica. (Ge et al., 2014).

El carcinoma hepatocelular (CHC) es un tumor maligno primario del higado. El
alelo 14-pb del, es mas frecuente en casos de CHC en la poblacién brasilefia. HLA-G
soluble estd mas elevado en el plasma de estos pacientes. HLA-G*01:05N, esta
asociado con hepatitis B o hepatitis B con CHC, jugando un papel importante en la
supervivencia inmunitaria en la hepatitis B y CHC (Teixeira et al., 2013).

Respecto al cancer de mama, la presencia de 14-pb, estd asociada a mayor
susceptibilidad a este cancer. Los niveles de HLA-G soluble en circulacion estan
aumentados. (Jeong et al., 2014).

En el cancer de vejiga, el locus HLA-G estd asociado a mayor susceptibilidad al
desarrollo y progresion del carcinoma de células transicionales (CCT). La familia de
alelos HLA-G*01:04, especialmente -G*01:04:04, y -G*01:03, estdn asociados a la
dependencia del tabaco con desarrollo a CCT. El alelo HLA-G*01:04 se asocia al peor
prondstico de este cancer, mientras que -G*01:03 se asocia a una proteccion contra el
CCT. (Donadi et al., 2011).

En la infeccion por el virus del papiloma humano (VPH), los alelos HLA-G*01:03
y -G*01:04 se asocian con lesion intraepitelial escamosa (LIE), y el genotipo
G*01:01/G*01:04 con LIE de alto grado. (Donadi et al., 2011).

3.5 HLA-G y su relacion con enfermedades autoinmunes.

La autoinmunidad es causada por un deterioro de la tolerancia. Se sabe que HLA-G
es una molécula tolerogénica y que la presencia de HLA-G soluble o su expresion en
tejidos afectados, deberia disminuir las manifestaciones autoinmunes. Por ello, HLA-G
tendria que ser un elemento ventajoso para la enfermedad, y por lo tanto, estudiado en
este aspecto, aunque no ha sido asi.(Donadi et al., 2011).

En la esclerosis sistémica, la expresiébn de HLA-G se asocia con una menor
frecuencia de Ulceras vasculares cutaneas, telangiectasia, poliartritis, y con mayor
supervivencia (Brenol et al., 2012).

Un reciente meta-analisis demuestra que el polimorfismo 14-bp ins/del se asocia con

la susceptibilidad a lupus eritematoso sistémico (LES), se observa un aumento en la
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frecuencia del alelo 14-pb ins, asi como el genotipo en homocigosis (Donadi et al.,
2011). Tambien el polimorfismo +3142 G/C esté asociado con la susceptibilidad a LES
en poblacion suramericana. (Lee et al., 2014).

En relacién a la artritis reumatoide (AR), el alelo 14-pb del, esta presente en
pacientes con AR en su forma juvenil pero no en la adulta. Por otro lado, el genotipo
14-pb ins en homocigosis, se asocia a una mejor respuesta terapéutica a metrotrexato
(farmaco contra la AR) en pacientes adultos (Donadi et al., 2011). Otros estudios no
observan asociacion ninguna.(Lee et al., 2014)

Se cree que HLA-G actia como una molécula anti-inflamatoria en esclerosis
multiple (EM). Se ha observado que los niveles de HLA-G soluble en suero y liquido
cefalorraquideo, pueden estar influenciados por polimorfismos HLA-G,
independientemente de la inflamacion. (Rizzo et al., 2012). Otras investigaciones, no
han encontrado asociacion en las frecuencias de los polimorfismos -725C/G (de la
region promotora), las posiciones 129 y 130 del exén 3, 14-pb ins/del y EM (Donadi et
al., 2011).

Respecto a la psoriasis, se ha sugerido que HLA-G podria prevenir la destruccion de
queratinocitos por regulacion de la actividad de linfocitos citotoxicos (Sweeney &
Kirby, 2011). También se ha detectado cierta ventaja en el alelo HLA-G 14-pb del y el
genotipo en homocigosis, ya que Se asocian con una mejor respuesta a acitretina
(farmaco antipsoriatico) (Borghi et al., 2014).

La asociacion del asma bronquial con HLA-G, indica que el genotipo GG del
polimorfismo -964G/A, se asocia con asma en nifios con madres afectadas, mientras que
el genotipo AA se asocia con nifios con madres no afectadas (Donadi et al., 2011).

El alelo 14-pb ins, se ha observado en alta frecuencia en pacientes con sarcoidosis y
la enfermedad de Behcet, mientras que el alelo 14-pb del, se ha publicado como un
factor de riesgo para el pénfigo vulgar y la miocardiopatia dilatada. (Brenol et al.,
2012).

3.6 HLA-G y su relacion con el VIH.

El sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) fue mundialmente conocido
después de los afios 80 cuando aparecieron las primeras sefiales de epidemia, y hasta
ahora no hay cura o vacuna efectiva para esta enfermedad (da Silva et al., 2014).

A través de ciertos mecanismos, los virus han desarrollado la capacidad de impedir

el reconocimiento de las células NK, mediante la induccion de la expresion de HLA-G.
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Las propiedades inmunosupresoras de HLA-G podrian contribuir a la susceptibilidad y
persistencia de las infecciones virales (Donadi et al., 2011). Existen dos tipos de VIH,
VIH-1y VIH-2 (da Silva et al., 2014).

Se deben tener en cuenta los polimorfismos HLA-G. El alelo nulo HLA-G*01:05N,
estd asociado con proteccion frente a la infeccion por VIH-1, mientras que el alelo
HLA-G*01:01:08, se asocia a un mayor riesgo de infeccion en mujeres de Zimbawe.
Dado que el alelo HLA-G*01:05N no codifica para la proteina completa HLA-G1 y
como esta es el mayor ligando por el cual HLA-G inhibe a las células NK, se ha
postulado que la ausencia o reduccion de la expresion de HLA-G1, podria permitir a las
NK destruir las células infectadas por el VIH, dando proteccion a la infeccion. (Matte et
al., 2004).

Mundialmente, 1,4 millones de mujeres embarazadas e infectadas con el virus,
pueden transmitir el VIH a sus hijos durante la gestacion, el parto o después del
nacimiento mediante la lactancia materna (Segat et al., 2014). La transmisién vertical
del VIH-1 es la ruta primaria para la infeccién de los hijos (Luo et al., 2013).

Se desconoce por qué algunos nifios son infectados y otros no, a pesar de una
exposicion significativa al VIH. Existen ciertos factores independientes, asociados con
la transmision vertical que son: cargas elevadas del virus en plasma, baja cantidad de
linfocitos T CD4+ en la madre, parto vaginal, baja edad gestacional, no uso de farmacos
antirretrovirales por la madre y/o el neonato, la lactancia materna y HLA-G expresado
en los citotrofoblastos de la interfase materno-fetal (Luo et al., 2013; Segat et al., 2014).

Se ha observado que las madres con el alelo HLA-G*01:03 tiene menos
probabilidad de transmitir el virus a sus hijos durante el periodo perinatal. Podria ser
debido a las diferentes variantes expresadas de HLA-G y/o a las interacciones con los
KIR, aunque requeriria més estudio. La presencia de los alelos HLA-G*01:01:01:03 y
HLA-G*01:05N también esta asociada a un menor riesgo de transmision vertical del
VIH-1 (Segat et al., 2014).

La presencia del alelo 14-pb del y del genotipo en homocigosis, estan asociados con
un efecto protector respecto a infeccion perinatal de VIH-1 en nifios brasilefios y en
americanos africanos, sugiriendo que la mayor expresion de HLA-G podria contribuir a
crear una respuesta inmune local Th2, disminuyendo la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias asociadas a un aumento del riesgo de transmision vertical. Por el
contrario, esta asociacion no se ha detectado en poblacion europea. Por otro lado, la

presencia del alelo 14-pb ins esta asociado con proteccion frente a la infeccion en nifios
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de Zambia (Segat et al., 2014). El alelo +3010C por separado, no tiene efecto en la
transmision vertical del VIH-1, sin embargo, al encontrarse asociado a 14-pb del (ambos
en desequilibrio de ligamiento), ejerce un papel positivo en la proteccion frente al virus.
(Donadi et al., 2011).

Asi, las distintas variantes genéticas de HLA-G podrian afectar en distinta medida a
la susceptibilidad frente a la infeccion, teniendo en cuenta la poblacion de la que se

trate. Por lo que, seria necesario una mayor investigacion en este campo.
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I1l.  POBLACION DE ESTUDIO: AMERINDIOS
INMIGRANTES EN MADRID.

1. EL ORIGEN DE LOS AMERINDIOS.

La poblacién americana, esta constituida por tres grupos principales de habitantes.

El primero lo componen los descendientes de las poblaciones indigenas, es decir,
individuos que no se mezclaron con la poblacién que llegd desde Europa durante el
descubrimiento y posterior asentamiento de tropas en América en el siglo XV y XVI.
Estas poblaciones viven mayoritariamente en zonas rurales y organizadas en pequefios
grupos por toda la geografia. El segundo grupo se encuentra constituido por la
poblacion mestiza (mezcla de nativos con europeos), representa el mayor porcentaje de
la poblacién y puede presentar diferentes grados de mestizaje dependiendo de la region,
y ocupan principalmente los nucleos urbanos de poblacién. EI Gltimo grupo es el
denominado afro-americano, son principalmente mezcla entre africanos, europeos y
nativos.

Estas poblaciones aparecen poco relacionadas con poblaciones del resto del mundo,
lo que hace suponer que el origen de estos grupos puede haberse iniciado en el viejo
continente y presentar una evolucion divergente determinada principalmente por
factores medioambientales que llevd a una diferenciacion genética especifica.

Existen varias teorias acerca del poblamiento de América. Una de las maés
significativas es la teoria de Greenberg.

En el afio 1986, el antropdlogo JH Greenberg propuso la teoria de las “tres oleadas
migratorias”, apoyada en un estudio multidisciplinar (genético, dental y lingiistico).
Dichas oleadas, darian origen a los tres grupos de poblaciones primitivas en el
continente americano: amerindios (la mayor parte de los indios de América del norte y
de Ameérica del sur; 12.000 afios AC); Na-Dene (atabascos, navajos y apaches; 8.000
afos AC) y Esquimo-Aleutianos (6.000 afios AC) (Greenberg et al., 1986).

Por otro lado, existen otras hipdtesis como La Ruta Transpacifica, originaria desde
Asia o Polinesia. Esta basada en resultados de distintos estudios de genética molecular y
de enfermedad. Propone la posibilidad de una ruta transpacifica como via de llegada a
América para los primeros pobladores del Nuevo Mundo.

La Ruta Transatlantica, teoria que propone el poblamiento de Ameérica desde el
continente europeo a traves del Océano Atlantico, antes del descubrimiento de América
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(Arnaiz-Villena A et al., 2014; Arnaiz-Villena et al., 2000; Arnaiz-Villena et al., 2010).
Arqueologos han encontrado en Nuevo México herramientas utilizadas hace 20.000
afios en Esparia (Arnaiz-Villena et al., 2000)

Las poblaciones nativas amerindias, se encuentran distribuidas a través de todo el
territorio americano especialmente en Centro y Suramérica. En la region de
Norteamérica, el nimero de poblaciones consideradas como amerindias se encuentran
en numeros bastante reducidos. La familia amerindia contiene 583 lenguas, habladas

por 18 millones de individuos.(Arnaiz-Villena et al., 2010)

2. ESTUDIO DEL SISTEMA HLA EN POBLACIONES AMERINDIAS.

Tecnologias como, estudios de polimorfismos de ADN en el cromosoma Y, analisis

de ADN mitocondrial y analisis de los genes HLA entre otros, han incrementado
favorablemente el conocimiento de las caracteristicas genéticas de los pobladores de
América y permiten su comparacion con otras poblaciones alrededor del mundo.
Diferentes estudios HLA en amerindios han mostrado resultados sorprendentes, que
hacen que este grupo de poblaciones sean de especial interés y de gran ayuda para poder
comprender con mayor precision algunos aspectos no aclarados todavia, como las
posibles rutas migratorias que han dado origen al poblamiento de Ameérica, o la
evolucion del polimorfismo de los genes HLA después del contacto con nuevos

patdgenos que su sistema inmune fue incapaz de responder (a partir del siglo XV).

2.1 Polimorfismos de los genes HLA en amerindios.

Una caracteristica destacada del sistema HLA en amerindios, es el bajo nimero de
alelos que hay en los genes de clase | y de clase Il (Cadavid & Watkins, 1997). El
namero bajo de alelos presente en los grupos amerindios, se ha relacionado con la
hipotesis que considera a la poblacién de América como originada por un ndmero
reducido de cazadores provenientes de Siberia con un numero bajo de alelos HLA.

Locus HLA-A

A nivel del locus HLA-A, los grupos de alelos mas representativos son: HLA-A*02,
-A*24, -A*31 y -A*68. (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Meyer et al., 2007).

Locus HLA-B

Los grupos de alelos mas representativos del locus HLA-B son: HLA-B*15, -B*27,
-B*35, -B*39, -B*40 y -B*48 (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Meyer et al., 2007).

Locus HLA-C
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En relacion al locus HLA-C, las poblaciones amerindias tienen preferentemente los
siguientes grupos de alelos: HLA-C*01, -C*03, -C*04, -C*07, -C*08 etc. (Gonzalez-
Galarza et al., 2011; Meyer et al., 2007).

Locus HLA-DRB1 y DQB1

El comportamiento de los loci HLA de clase Il en amerindios, es diferente a los

pertenecientes a la clase I, ya que no existe una variabilidad tan alta como en los
ultimos. Sin embargo, en la metodologia para estudios de emparentamiento poblacional,
estd estandarizado el uso de estos loci, en especial HLA-DRB1, dado que para la
mayoria de las poblaciones estdn determinados los alelos de ambos, con cuatro digitos
de resolucion (Rey et al., 2013).

Respecto al locus HLA-DRB1, los grupos de alelos mas frecuentes son: HLA-
DRB1*04, -DRB1*08, -DRB1*14 y -DRB1*16 (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Meyer
et al., 2007).

Acerca del locus HLA-DQB1, los grupos de alelos méas frecuentes son: HLA-
DQB1*03, -DQB1*04 y -DQB1*05 (Gonzalez-Galarza et al., 2011; Meyer et al., 2007).

Haplotipos extendidos més frecuentes

a) Haplotipos centroamericanos: son compartidos con otros amerindios y uno de
ellos (A*02-B*35-*DRB1*08:02-DQB1*04:02) con la poblacion Yupik (aborigenes
esquimales del norte del continente americano). (Arnaiz-Villena et al., 2010).

- HLA-A*02-B*35-DRB1*04:07-DQB1*03:02

- HLA-A*02-B*39-DRB1*04:07-DQB1*03:02

- HLA-A*02-B*35-DRB1*08:02-DQB1*04:02

- HLA-A*24-B*39-DRB1*04:07-DQB1*03:02

- HLA-A*68-B*39-DRB1*04:07-DQB1*03:02

b) Haplotipos suramericanos: la mayoria de los haplotipos frecuentes son
compartidos con otros amerindios estadounidenses, pero no con asiaticos. (Arnaiz-
Villena et al., 2010).

- HLA-A*02-B*35-DRB1*08:02-DQB1*04:02

- HLA-A*02-B*15-DRB1*08:02-DQB1*04:02

- HLA-A*24-B*35-DRB1*08:02-DQB1*04:02

- HLA-A*02-B*35-DRB1*04:03-DQB1*03:02

- HLA-A*02-B*40-DRB1*04:07-DQB1*03:02

Mercedes Enriquez de Salamanca Carrascosa 65



Introduccion

De tal forma, se observa que los haplotipos extendidos de los amerindios no
comparten nada con los haplotipos asiaticos, por lo que genéticamente hablando ambas

poblaciones estan alejadas (Arnaiz-Villena et al., 2010).

2.2 Relaciones genéticas en las poblaciones amerindias.

Los amerindios mayoritariamente viven en Centro y Suramérica, donde ademés hay
otras poblaciones mas numerosas, como las mestizas (mezcladas con europeos) y las
negras (mezcladas con poblaciones negroides de Africa). Este fenémeno es importante,
dado que, en una misma é&rea, pueden vivir grupos con diferencias genéticas
relacionadas a su vez con patologias especificas, asi como, con diferentes modelos de
respuesta a enfermedades infecciosas y/o enfermedades autoinmunes. EI conocimiento
de las caracteristicas genéticas de cada uno de ellos es de gran utilidad, ya que, permite
delinear el posible comportamiento de cada grupo con relacion a algunas enfermedades
y a su vez, desarrollar programas de medicina preventiva y protocolos de “screening”
para la deteccion precoz de patologias que requieren un manejo temprano (Erlich et al.,
1993; Perez-Luque et al., 2000).

Los estudios HLA realizados en distintos grupos étnicos, han dado resultados
parecidos: a) son grupos poco polimorficos, hay pocas variantes alélicas en cada grupo
poblacional; b) estas variantes, presentan frecuencias muy elevadas, llegando hasta mas
del 50% en muchas poblaciones para ciertos alelos; c) los alelos presentes en alta
frecuencia, no lo estan en otros grupos poblacionales del resto del mundo, donde ni tan
siquiera existen estos alelos; d) algunos haplotipos HLA extendidos encontrados en los
amerindios, son comunes a otras poblaciones amerindias y no a poblaciones de otras
regiones. (Moscoso, 2006) (Arnaiz-Villena A et al., 2014; Arnaiz-Villena et al., 2000;
Arnaiz-Villena et al., 2010)

Cabe mencionar también que: a- los amerindios de mesoameérica (relacionados con
las culturas Maya y Olmeca) parecen menos relacionados con las islas del Pacifico que
algunos amerindios de sudamerica; b- la Isla de Pascua muestra un probable
intercambio cultural y genético con aymaras del lago Titikaka. Esta civilizacion también
comparte rasgos significativos con las poblaciones ibéricas de construcciones
megaliticas en Europa; c- los mesoamerindios parecen agruparse de acuerdo a los genes
HLA vy a rasgos culturales (la cultura Olmeca podria haber dado lugar a los mayas,
zapotecos, mixtecos, mazatecos y culturas Mixe); d- todos los amerindios del Norte,

Meso y Sudamérica se agrupan juntos y se separan de otras poblaciones mundiales. Las
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poblaciones amerindias siguen poco desnivel geografico respecto a las frecuencias HLA
analizas, a excepcion de grupos mesoamericanos. (Arnaiz-Villena A et al., 2014,
Arnaiz-Villena et al., 2000; Arnaiz-Villena et al., 2010)

Finalmente, los estudios HLA en las poblaciones de América, son una herramienta
util para la caracterizacion genética de cada uno de los grupos étnicos y esta seria una
base para el analisis de los posibles riesgos de patologias infecciosas y autoinmunes, asi
como también el apoyo fundamental para los programas de transplante de 6rganos y

tejidos.

3. AMERINDIOS INMIGRANTES EN MADRID.

La poblacion amerindia tiene un alto grado de homogeneidad genética entre si,

mientras que hay grandes diferencias antropoldgicas e inmunogenéticas frente al resto
de poblaciones mundiales, incluyendo a la espafiola. (Parga-Lozano et al., 2011).

Mientras todas las poblaciones mundiales estan emparentadas genéticamente en
cuanto al perfil de genes HLA (en el mapa se representa con un suave gradiente de rojo
a amarillo), los amerindios tienen un perfil HLA totalmente diferente y asi se observa
un cambio brusco de color rojo a verde en la figura 113.
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Desde hace més de diez afios, el flujo migratorio de amerindios (principalmente
andinos) a las grandes ciudades espafiolas como son Barcelona y Madrid, ha hecho que
buena parte del sector servicios, esté ocupado por trabajadores amerindios en estos
nucleos urbanos. Alrededor de un 4,0-4,5% de la poblacion de la Comunidad de Madrid
era amerindia en el momento de la toma de muestra. (Parga-Lozano et al.,
2011)(http://www.madrid.org/). Segun el barometro de inmigracion en la Comunidad de
Madrid, en el 2014, el pais amerindio mas representado en la comunidad inmigrante fue
Ecuador, seguido de Colombia, Peru, Bolivia, Republica Dominicana, Paraguay Y, por
ultimo, Brasil. Aunque es remarcable que, en estos Gltimos afios, debido a la situacion
econdmica de Espafia, muchos de estos inmigrantes han vuelto a sus lugares de origen,

mayoritariamente los ecuatorianos (http://www.madrid.org/).
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Objetivos

1- Determinar alelos de HLA-G en una poblacion de amerindios inmigrantes en Madrid.

2- Calcular los haplotipos extendidos de HLA-G/HLA-A/HLA-DRBL (clase | y clase 1) en

la misma poblacion.

3- Comparar las frecuencias de alelos HLA-G amerindios con los del resto de

poblaciones mundiales.

4- Buscar posibles alelos nuevos del locus HLA-G en amerindios.

5- Extraer conclusiones funcionales y evolutivas sobre HLA-G de los resultados
(principalmente del alelo nulo HLA-G*01:05N), en las diferentes poblaciones del

mundo.
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1. SELECCION DE MUESTRAS.

Para realizar este estudio, se han utilizado ciento cincuenta y cuatro individuos para
los que han sido determinados sus alelos HLA-G, (dos alelos por cada individuo, uno
paterno y otro materno) con cuatro digitos de resolucion. Para ciento diecisiete de ellos,
también se han determinado sus alelos HLA-G no proteicos, con seis digitos de
resolucion.

Entre dichos ciento cincuenta y cuatro individuos, para ciento veintidos también se
han determinado sus alelos HLA-A, ciento dieciséis sus alelos HLA-A y HLA-DRB,
para ochenta y tres sus alelos HLA-A, -B y -G y para ochenta y seis sus alelos HLA-A,
-B, -DRB1y -G.

2. OBTENCION DE MUESTRAS.

Las muestras han sido recolectadas gracias a la colaboracién de la Dra. Sedeka Abd-
El-Fatah-Khalil en las colectas de donacion de sangre del Centro de Transfusion de la
Comunidad de Madrid.

Los individuos seleccionados son donantes de sangre, sanos y no emparentados, que
voluntariamente han firmado un consentimiento para participar en el estudio. Todos
ellos amerindios inmigrantes en Madrid, con parametros antropométricos, externos y
visibles, tipicos de su origen, posteriormente confirmado genéticamente, utilizando los
genes HLA.

3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

Una vez extraida la muestra de sangre, en tubos de 9 ml y utilizando EDTA como
anticoagulante, se ha procedido al centrifugado a 4.000 rpm durante 4 minutos.
Al finalizar la centrifugacion, en cada tubo se observan tres fases, hematies la inferior,
capa leucoplaquetaria, también llamada “buffy coat”, la intermedia y el plasma la
superior.

Para obtener el ADN de cada individuo se ha separado la capa leucoplaquetaria del

resto y se almacena y conserva a -20 °C hasta su extraccion.

4. EXTRACCION DE ADN GENOMICO.
El proceso de extracciébn de ADN se ha desarrollado en un extractor automatico
(Nucleic Acid Extraction System,QuickGene-810 de FUJIFILM).
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Tras la descongelacion previa de las muestras, se ha realizado el protocolo de
extraccion de ADN de sangre entera gracias al kit comercial (QuickGene Whole Blood
Extraction Kit S, FUJIFILM) realizando los siguientes pasos:

- Diluir 100 pl de sangre en 150 pl de solucidn salina (PBS pH 7.4, GIBCO) en un
tubo de 1.5 ml.

- Afadir 30 ul de proteasa (DNA whole blood Protease EDB-01, FUJIFILM).

- Afadir 250 ul de solucion de lisis (DNA whole blood Lysis Buffer LDB-04,
FUJIFILM). Mezclar bien.

- Incubar en un bafio a 56 °C hasta que desaparezcan los posibles codgulos (2-10 min).
- Afadir 250 pl de etanol absoluto frio (-20C°). Mezclar bien.

- Pasar la muestra a una columna del kit e introducirla en el extractor automatico,
donde serd sometida a 3 ciclos de lavado (DNA whole blood Wash Buffer WDB-03,
FUJIFILM) y posteriormente seré eluida en 200 ul de una solucién de elucion (DNA
whole blood Elution Buffer CDB-02, FUJIFILM).

Finalmente, para comprobar que la concentracion y la pureza de la muestra han sido
las adecuadas, se ha recurrido al espectrofotometro (Spectrophotometer ND-1000,
NANODROP), dando por valido concentraciones de entre 100-120 ng/ul y una relacion
A260/A280 con valor superior de 1,6 para una buena pureza.

5. AMPLIFICACION DE SECUENCIAS HLA-G.

Posterior a la extraccion del ADN de cada muestra, el proceso se ha continuado con
la amplificacion de la secuencia deseada, en este caso la secuencia corresponde a los
exones 2, 3y 4 del gen HLA-G.

La amplificacion de una secuencia tiene como finalidad el aumento exponencial del
namero de copias de una secuencia determinada de ADN.

Se lleva a cabo gracias a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)(Saiki et al.,
1988), descubierta en 1986 por Kary Mullis. Esta técnica se basa en la capacidad natural
de replicacion del ADN a partir de una hebra molde. Para ello, se necesita ademas de la
hebra molde, los cuatro tipos de nucleodtidos (por unién de una de las cuatro bases
nitrogenadas existentes; Adenina, Guanina, Timina y Citosina en el ADN), dos
cebadores complementarios a la hebra que flanquean, y por tanto determinan el
fragmento del ADN que sera amplificado. El cebador directo se une al extremo 5 de la

hebra y el inverso al extremo 3". Y, por dltimo, una enzima polimerasa estable y activa
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a temperaturas elevadas, la mas utilizada se denomina ‘Taq’ y se obtiene a partir del gen
de la polimerasa de la bacteria Thermus aquaticus.

La PCR consiste en la repeticion ciclica de tres etapas:

- Desnaturalizacion: separacion de las dos hebras debido a temperaturas elevadas (95
°C aproximadamente)

- Hibridacion: union de los cebadores a sus secuencias homdlogas en el ADN molde.
Los cebadores son oligonucledtidos sintéticos. Para que actuen debidamente, debe haber
un descenso en la temperatura y no deben ser ni autocomplementarios ni
complementarios entre si.

- Elongacion: polimerizacion de la nueva cadena en sentido 5'— 3, gracias a la
enzima ADN polimerasa (Taq polimerasa en este caso). Con temperatura de maxima

actividad de 75-80 °C aproximadamente.

Buffer
MgCl,
Taq polimerasa
dATP apP
dCTP 5’
= dGTP k= &
ADN dTTP
muestra Cebadores
1. Desnaturalizacion 3. Elongacion
ADN

2. Hibridacién

Figura M1: Esquema de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Estas tres etapas ocurren dentro de un aparato llamado termociclador, capaz de

elevar o disminuir la temperatura segun la fase del ciclo en la que se encuentre.
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La variabilidad en la region codificante del gen HLA-G, esta distribuida a lo largo

del ex6n 2, exén 3 y exon 4 (Donadi et al., 2011). Por ello se ha procedido a la

amplificacion de estos tres segmentos del gen con las siguientes condiciones:

EXON 2:
MEZCLA DE REACCION CONDICIONES PCR
Reactivo ] m“(‘:j)”a MIX (ul) Ne ciclos T (°0) t (min)
Buffer 10x 2 8 1 95 5
Cl,Mg 50mM 0,6 24 95 0,5
Primer 5’ 10mM 1 35 68 05
Primer 3’ 10 mM 1 72 0,67
dNTPs 25 mM 1,6 6,4 1 72 10
Taq pol 5U/ml 0,25 1 - 4 (pausa)
H2Oq - 9,55 38,2
DNA 4 64 Tiempo estimado: 73' 27"
TOTAL: 20pl
EXON 3:
MEZCLA DE REACCION CONDICIONES PCR
Reactivo [] mu((laj)tra MIX (i) Ne ciclos T (°C) t (min)
Buffer 10x 2 8 1 94 2
Cl,Mg 50mM 0,6 2,4 94
Primer 5’ 10 mM 4 35 67 1,5
Primer 3’ 10 mM 4 72 2
dNTPs 2.5 mM 1,6 6,4 1 72 10
Taq pol 5U/ml 0,25 1 - 4 (pausa)
H20q - 9,55 38,2
DNA 4 64 Tiempo estimado: 109' 15"
TOTAL: 20pl
EXON 4:
MEZCLA DE REACCION CONDICIONES PCR
Reactivo [] mu((:j)tra MIX (ul) N° ciclos T (°C) t (min)
Buffer 10x 2 8 1 95 5
Cl,Mg 50mM 0,6 2,4 95 0,67
Primer 5’ 10 mM 1 35 58 0,67
Primer 3’ 10 mM 1 72 0,67
dNTPs 2.5 mM 1,6 6,4 1 72 10
Taq pol 5U/ml 0,25 1 - 4 (pausa)
H,Oq4 - 9,55 38,2
DNA 4 64 Tiempo estimado: 76' 57"
TOTAL: 20ul
78
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Estas tres reacciones han tenido lugar en un termociclador Mastercycler epgradient
S de EPPENDORF utilizando la polimerasa Tag DNA polymerase Recombinant 5U/ul
de INVITROGEN, suministrada junto con un tampén (10x PCR Rxn Bufferl,
INVITROGEN) y cloruro de magnesio (50 mM MgCl2 1ml, INVITROGEN). Los
nucleotidos: 100 mM dATP solution (250 wl), 100mM dTTP solution (250 ul), 100mM
dCTP solution (250 ul), 100mM dGTP solution (250 ul) de INVITROGEN. Por ultimo,
los cebadores (suministrados por IDT) para cada exon fueron:
Exodn 2:
- Directo: 5’- GAGGGTCGGGCGGGTCTCAAC -3’
- Inverso: 5’- GCATGGAGGTGGGGGTCGTGA -3’
Exoén 3:
- Directo: 5 TGGGCGGGGCTGACCGAGAAGGTGG-3’
- Inverso: 5" CTCTCCTTGTGCTAGGCCAGGCTGAGA-3’
Exon 4:
- Directo: 5"-CCATGAGAGATGCAAAGTGCT-3
- Inverso: 5"-TGCTTTCCCTAACAGACATGA-3

5.1 Control de la amplificacion.

Una vez obtenido el producto de amplificacion, se ha realizado un analisis
electroforético para identificar y aislar el fragmento deseado.

Para ello se ha utilizado un gel de agarosa (HR Agarose, BIOTOOLS) al 2% en
tampon TBE 1X (UltraPure 10X TBE Buffer, INVITROGEN). En el proceso se ha
incluido un marcador de peso molecular (DNA Molecular Weight Marker XIV - 100
base pair ladder, ROCHE) para identificar el fragmento deseado, en torno a los 270
pares de bases (pb) cada exdn, aproximadamente. Para poder observar las bandas en el
gel, este se ha tefiido en bromuro de etidio que emite fluorescencia al ser sometido a

radiacion ultravioleta.
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500pb

1.000pb

3.000pb

MPM M1  M.2

Figura M2: Imagen gel de agarosa. Figuran las bandas de ADN del exon 2 de HLA-G para la
muestra 1 (M.1) y muestra 2 (M.2). En el primer carril se observa el marcador de peso
molecular (MPM).

5.2 Purificacién de las bandas.

Las bandas se recortan y purifican con un kit comercial MiniElute Gel Extraction
Kit 250, QIAGEN. Se sigue el siguiente protocolo:
- Afadir 300 ul de Buffer QG Solubilization Buffer250 ml (QIAGEN) en el tubo que
contiene la banda de gel recortada e introducir en un bafio a 56°C hasta que se disuelva
el gel (5-10 minutos).
- Pasar la muestra ya disuelta a una columna del Kit.
- Centrifugar 1 minuto a 14.000 rpm. Decantar el filtrado.
- Afadir 500 pl de Buffer QG.
- Centrifugar 1 minuto a 14.000 rpm. Decantar el filtrado.
- Afadir 750 ul de Buffer PE - Wash Buffer 275 ml (QIAGEN) y dejar actuar 5 minutos.
- Centrifugar 1 minuto a 14.000 rpm. Decantar el filtrado.
- Repetir el paso anterior.
- Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml.

- Aadir 50 pl de agua destilada.
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- Centrifugar 1 minuto a 14.000 rpm.
- Tirar la columna y almacenar el ADN purificado a 4°C o a -20°C hasta su uso para la

secuenciacion directa.

6. SECUENCIACION DE LOS FRAGMENTOS AMPLIFICADOS.

Las reacciones de secuenciacion estan basadas en el método de Sanger (Sanger et
al., 1977), que utiliza dos técnicas ya descritas, la polimerizacion de ADN a partir de un
molde a través de la PCR y la técnica de electroforesis.

Esta PCR tiene la peculiaridad de, ademés de incorporar los nucle6tidos normales,
utiliza dideoxinucle6tidos, que carecen del grupo hidroxilo del carbono 3’ (necesario
para incorporar nuevos nucleétidos durante la polimerizacion). Por ello, cada vez que se
incorporan a la cadena de forma aleatoria, se interrumpe la polimerizacién. De tal forma
que, al finalizar el proceso, habrd fragmentos de todas las longitudes posibles y todos
ellos tendran un dideoxinucledtido en su extremo 3’. Otra caracteristica de estos
dideoxinucledtidos es que estan marcados con un fluorocromo, cada uno de un color
distinto. La reaccion de secuenciacion se desarrolla en cuatro tubos independientes, en
cada uno de los cuales se afiade un tipo de dideoxinucle6tidos marcado. Los productos
resultantes, se someten a electroforesis en cuatro calles paralelas (una por
dideoxinucleotido).

Una vez revelado el gel se podréa leer la secuencia siguiendo un orden ascendente de

tamanio de los fragmentos distribuidos a lo largo de las cuatro calles del gel.
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5"CTGACTTCGACAA-3' DNA de una hebra de secuencia desconcida

TGTT-@ Partidor marcado con radiactividad

DNA polimerasa
ddATP ddCTP dadTTP ddGTP

/ Mezclas de reaccidn

5.CTGACTTCGACAA-3'
ddAGCTGTT @
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Deleccion de las bandas por autorradiografia

8 a a
E & E &
a b4 3
Fragmentos 5
més grandes - ?
—aae c
o A
ot c
-— T
— Lecturs 0o |8 sacuencs )
—_— de la hebra molde ;
o bt
— A
A
Fragmentos — A
mas pequefos — ¥

Figura M3: Esquema del proceso seguido para el método de Sanger.

Actualmente, las reacciones de secuenciacion se llevan a cabo en secuenciadores
automaticos de ADN, en los que las reacciones se desarrollan en un mismo tubo. El
marcaje de cada dideoxinucledtido es detectado directamente por el secuenciador.

Para llevar a cabo este proceso de secuenciacidn, se enviaron las muestras a la

empresa SECUGEN S.L. (www.secugen.es), situada en el Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB-CSIC) de Madrid.

Antes de ser enviadas, se prepararon las muestras utilizando 15 pl del ADN
amplificado y purificado con una concentracion de alrededor de 10 ng/ml, y 1.5 pl del
mismo cebador que se uso6 en la amplificacion, pero con una concentracion de 5 mM.

Una vez que se ha realizado este proceso en SECUGEN (www.secugen.es), nos

envian las secuencias.
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7. DETERMINACION DE ALELOS HLA-G.
El gen HLA-G es poco polimorfico (Jeong et al., 2014; Lynge et al., 2014), y en la
actualidad se conocen 53 alelos para este gen y 18 proteinas (Gonzalez-Galarza et al.,
2011). Dado que es un numero bajo respecto al resto de genes de clase I, la

determinacién de los alelos se ha realizado de forma manual.

L=

L'T-.Z-nlfi-l}ﬁ['rl_"i.-ISGEE.-G.“G~ET-.-ZEITEGEECC-.E-

TIC +»SNPY

Figura M4: Electroferograma de una secuencia de HLA-G. Se observa un doble pico o
ambigiiedad entre una T y una C que corresponde a un SNP denominado con la letra Y.

Como se observa en la figura M4, las secuencias recibidas pueden tener
ambigledades que han de ser esclarecidas para poder determinar que par de alelos tiene
cada individuo, dado que estas ambigliedades indican que el individuo es heterocigoto
para este gen.

Por cada individuo se ha obtenido dos secuencias, la 5" y la 3", para cada exén.
Ambas se han alineado gracias al programa MEGA 7 (Kumar et al., 2015). Una vez
alineadas, a partir de estas, se crea una secuencia consenso con los extremos del exén
limpios y con los SNPs localizados, si es que los hubiera, nombrando cada uno de ellos
con su letra correspondiente (ver tabla de correspondencia de ambiguiedades, Anexo 1)

Al terminar este proceso se obtiene, por cada individuo, tres secuencias consenso
(una por cada exon) que son unidas en una secuencia consenso Unica. Esta secuencia se
ha comparado, alineandola, con cada una de las secuencias de los alelos ya descritos
(ver tabla alelos HLA-G, Anexo IV).

En el caso de un individuo homocigoto (ausencia de ambigiedades), la secuencia

consenso solo coinciden por completo con un dnico alelo (el mismo heredado por via
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paterna y materna) que es el alelo que lleve en el locus HLA-G en ambos cromosomas
homdlogos.

En el caso de un individuo heterocigoto (presencia de ambigiiedades), la secuencia
consenso coincide con dos alelos distintos. Cada uno de esos dos alelos lleva una base
nitrogenada en la posicion del SNP determinado, es decir, habiéndose detectado un SNP
“M”, un alelo llevara una Adenina (A) y el otro alelo una Citosina (C) en la misma
posicién. Por lo tanto, se compara la secuencia consenso con la lista de alelos posibles
hasta que se identifiquen el par de alelos complementarios entre si.

Todo esto se ha realizado dentro del mismo programa MEGA 7 (Kumar et al.,
2015).

8. ANALISIS ESTADISTICOS.
Una vez obtenidos los alelos de nuestra poblacion de estudio, se ha procedido a su
andlisis estadistico. Para ello se ha contado con determinados programas informaticos

comentados a continuacion.

8.1 Célculo de frecuencias alélicas.
La frecuencia de cada alelo se ha obtenido mediante el programa Arlequin v2.0, que
realiza un recuento de cada variante alélica (alelo) y lo divide entre el nimero total de

variantes alélicas encontradas en nuestra poblacion de estudio (Schneider et al., 2000).

8.2 Estimacion de los haplotipos extendidos y desequilibrio de ligamiento.

El célculo de haplotipos, su desequilibrio de ligamiento, la frecuencia de los mismos
y el valor estadistico de significacion p para cada asociacion, se ha realizado también
mediante el programa informatico Arlequin v2.0 (Schneider et al., 2000) y Arlequin
v3.0 (Excoffier et al., 2005)(para el desequilibrio de ligamiento entre distintos alelos).
Este programa, combina el algoritmo de expectacién-maximizacion (EM”) con el
método de maxima probabilidad (maximum-likelihood). Este es un proceso iterativo,
que persigue estimados de maxima probabilidad de frecuencias haplotipicas, obtenidos
a partir de datos genotipicos de varios loci cuando su distribucion gamética es
desconocida. El principio del algoritmo EM” es el siguiente:
- Célculo inicial aleatorio de frecuencias haplotipicas.

- Uso de estos estimados para computar las frecuencias genotipicas esperadas para cada
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fenotipo, asumiendo el equilibrio de Hardy-Weinberg (paso de expectacion).

- Las frecuencias genotipicas relativas, sirven como pesos para los dos haplotipos que se
constituyen en un procedimiento de conteo génico, dando lugar a nuevos estimados de
frecuencias haplotipicas (paso de maximizacion).

- Se repiten los pasos 2 y 3 hasta que las frecuencias de los haplotipos alcancen el
equilibrio.

Dos 0 mas alelos de loci diferentes, se consideran asociados o en desequilibrio de
ligamiento, cuando aparecen juntos en un mismo cromosoma con mayor frecuencia de
la que cabria esperar del producto de las frecuencias génicas de los alelos implicados. El
desequilibrio de ligamiento (D) se define matematicamente como:

Dab = FHab - (Fa x Fb)

donde FHab es la frecuencia del haplotipo ab en la poblacion, Fa es la frecuencia alélica
de a, y Fb es la frecuencia alélica de b.

Los haplotipos con D<O0 tienden a no estar juntos formando otros haplotipos,
mientras que las asociaciones con D>0 indican que los alelos que componen los
haplotipos tienden a formar estos y no otros. Los haplotipos con valores de D>0 pueden,
a su vez, tener una probabilidad estadisticamente significativa para un grado de libertad
de p<0,05, es decir, existe un 95% de seguridad de que la asociacion de alelos que
forman el haplotipo es real y no se debe al azar. En este trabajo se describen aquellos
haplotipos de dos loci con desequilibrio de ligamiento positivo (D>0) y p<0.05.

Por otro lado, también se ha usado el desequilibrio de ligamiento normalizado (D’),
que ajusta la influencia de las frecuencias alélicas variables. D’ =D/Dmax, y Dmax =
maximo D dadas las frecuencias alélicas. Fluctia entre -1 y +1. Es til en la
comparacion de diferentes valores de D.

Para el célculo de los haplotipos extendidos que definen una poblacidn, se utiliza el
algoritmo empleado por el programa Arlequin v2.0 (Schneider et al., 2000) de EM".

8.3 Test de Fisher.
Para comparar la frecuencia de los alelos nulos (HLA-G*01:05N) de la poblacion de
estudio con otras poblaciones mundiales, se ha usado el Test de Fisher. La significacion

estadistica ha sido definida como p<0.05. Este analisis ha sido ejecutado gracias al
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programa estadistico SPSS/PC (version 17.0 para Windows; SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA)

9. CARACTERIZACON DE LOS NUEVOS ALELOS.

En el proceso de determinacion de los alelos HLA-G en la poblacion amerindia, se
han encontrado dos alelos nuevos, por lo que, no habian sido descritos con anterioridad.

Todo el protocolo de actuacién seguido con estos alelos nuevos, ha sido el mismo
que se ha mencionado anteriormente hasta la determinacion de los alelos HLA-G, donde
se ha observado que las secuencias consenso de los dos alelos encontrados en dos
individuos distintos, no se alineaban correctamente con ninguna de las secuencias ya
descritas para el locus HLA-G (53 alelos hasta la fecha y 18 proteinas) (Robinson et al.,
2015) (ver tabla I5).

Los dos individuos, a los que pertenecian ambas muestras de ADN, eran de
nacionalidades distintas. Asi, el primer individuo era un hombre procedente de Ecuador

y el segundo una mujer procedente de Republica Dominicana.

9.1 Repeticion de la secuenciacion directa.

Este paso se ha realizado para descartar posibles errores cometidos a lo largo de
todo el proceso, tanto errores técnicos como humanos.

Para ello, se volvieron a realizar tres PCR para el individuo uno (proveniente de
Ecuador) una para cada exoén, y dos PCR para el individuo dos (proveniente de
Republica Dominicana) para los exones 2 y 3, dado que no se habia encontrado ningun
cambio en la secuencia del exdn 4. Seguidas de la electroforesis y la purificacién de las

bandas, se enviaron las muestras obtenidas de nuevo a SECUGEN (www.secugen.es).

9.2 Repeticion de la determinacion de los alelos.

Una vez recibidas las secuencias, se ha procedido a la alineacion, de nuevo, con
cada uno de las secuencias de los alelos ya descritos. Viendo que el resultado era el
mismo al obtenido la vez primera, se ha iniciado un nuevo procedimiento de

verificacion.
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9.3 Secuenciacién mediante clonaje del producto amplificado.

Cuando los productos de amplificacion son directamente secuenciados, las
secuencias de ADN resultantes pueden presentar ambigliedades, como ya se ha visto,
por lo tanto, para obtener la secuencia completa de los nuevos alelos ha sido necesario
someter a los productos de amplificacion a un proceso de clonacion antes de ser
definitivamente secuenciados.

La clonacion se basa en la capacidad natural que tienen algunas bacterias para
incorporar pequefias moléculas circulares de ADN (plasmidos) presentes en su entorno,
en un proceso denominado ‘transformacion bacteriana’ (Sambrook et al., 1989). Este
procedimiento permite obtener una secuencia Unica, Util para aquellos casos en que los
alelos no pueden separarse por grupos. Los plasmidos contienen genes que aportan
funciones de mejora para la supervivencia de la bacteria, como por ejemplo la
resistencia a determinados antibi6ticos, y son replicados en el interior de la bacteria
transmitiéndose, por tanto, a sus descendientes. En general, la eficacia de la
transformacion es bastante reducida, y la mayoria de las bacterias que la realizan con
éxito incorporan un unico plasmido. Estas propiedades bacterianas, sumadas a la
posibilidad de disefiar plasmidos artificiales (denominados vectores de forma genérica)
e insertar en ellos fragmentos de ADN mediante técnicas de ingenieria genética, hacen
de la clonacién una herramienta muy util para aislar y caracterizar secuencias de ADN
de forma individual.

Para llevar a cabo la clonacion, se ha utilizado el sistema de pGEM-T Easy
(PROMEGA). La utilidad de este vector se debe a la presencia de un gen de resistencia
a ampicilina, que permite seleccionar las bacterias que han incorporado el plasmido, con
o sin fragmento. Por otro lado, el lugar de insercidn se encuentra en mitad del gen lacZ.
La integridad de dicho gen, cuya proteina metaboliza el X-gal, les confiere un color
azulado. Esto permite seleccionar las bacterias que han incorporado el plasmido con el
fragmento insertado (seran de color blanco, dado que, el gen lacZ se ha visto
interrumpido por el inserto). Ademas, el plasmido esta linearizado y presenta extremos
monocatenarios en 5’ formados por un nucledtido de timina, de manera que se facilita la
insercion de cualquier fragmento del tamafio apropiado que posea, a su vez, extremos

monocatenarios constituidos por un nucleétido de adenina en el extremo 3.
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pGEM®-T Easy Vector sequence reference points:

Xmnil ')"Y‘QV‘/ .'."
R 17d { sta
Scal 1890 Nael 2707 | 5= i ) L
\ /| Apa 0 [7 RNA polymerase transeription initiation site 1
I Adl ral °
f / \EB!—Z EG multiple eloning region 10-128
Bst 3
J." f T ‘ }C??[ 3; SP6 RNA polymerase promoter (—17 to +3) 139-158
' gst 43
[ [FmP pGEM®-T Easy "““Z / Not ‘Eg SP6 RNA polymerase transcription initiation site 141
IBGE Ly Sacll | 49
L Vector L 1 EcoRl | 52 pUC/MI13 Reverse Sequencing Primer binding site 176-197
P (3015bp)
"-L | Spe 64 lac¥ start codon 180
\ EcoRl | 70
Mot 77 lac operator 200-216
BstZ i
Pst 88 p-lactamase coding region 1337-2197
or Sa 90
Nde a7 phage f1 region 2380—2835
Sac 109
\ |BstX 118 % lac operon Sequences 2836-2996, 166—395
\ [ Nsi 127 g
\ T '__',f' F pUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site 2949-2972
1 spg &
= - T7 BENA polymerase promoter (=17 to +3) 2999-3

Figura M5:

Esquema del vector utilizado en el proceso de clonacién.

El procedimiento seguido consiste en:
- Preparar la reaccion de ligado mezclando 5 pl de tampon (2x Rapid Ligation Buffer,
PROMEGA), 1 pl de plasmido (pGEM-T Easy Vector, PROMEGA), 3 ul de producto
de amplificacion y 1 ul de ligasa (T4 DNA Ligase, PROMEGA).
- Incubar 90 minutos a temperatura ambiente o bien durante 12-16 horas a 4°C.
- Afadir 50 ul de células competentes (JM109 Competent Cells, High efficiency,
PROMEGA) a un tubo conteniendo 2 ul de la mezcla de ligado.
- Incubar en hielo durante 20 minutos.
- Incubar en un bafio a 42°C durante 40-45 segundos.
- Incubar en hielo durante 2 minutos.
- Afadir 950 pl de Medio SOC, que contiene 30.7 gr/l de Medio SOB (SOB MEDIA,
PRONADISA) y Glucosa 20 mM (DEXTROSA, PRONADISA).
- Incubar a 37°C en agitacion (150 rpm) durante 90 minutos.
- Sembrar 100 pul en placas con Medio LB Agar conteniendo ampicilina, IPTG y XGAL
(2 placas por muestra). 1 litro de medio contiene 35 gr de LB Agar (LB AGAR
LENNOX, PRONADISA), 10 ml de ampicilina 10 mg/ml (Ampicillin Sodium SALT -
Irradiated, GIBCO), 0.5 ml de IPTG 1M (IPTG Dioxane-Free, PROMEGA) y 1.6 ml
de X-Gal 50 mg/ml (X-GAL, PROMEGA).
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- Incubar a 37°C durante 16-24 horas.
- Opcionalmente, las placas pueden mantenerse a 4°C durante unas horas después de la

incubacion para favorecer la aparicion de color azul en las colonias “negativas”.

Amp': gen de resistencia a ampicilina.

LacZ: gen que codifica para la enzima
beta-galactosidasa, que degrada X-Gal
Plisinids generando color azul.
linearizado
IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido.
Induce la expresion de LacZ al impedir la

union de un inhibidor (Lacl) al promotor.

AANAANAA [niserto

12-16 horas, 4°C

Plasmido
_LacZ ~ recombinante

[Promotor}{ ] =]

l LIGADO (Ligasa T4)

Células competentes
(Escherichia coli)

TRANSFORMACION
20 minutos en hielo
45 segundos a 42°C

Plasmido i A
2 minutos en hielo

recircularizado

\—l PmmomrH LacZ l—J

-

Incubaciéon
90 minutos, 37°C

G «— |

Incubacion
16-24 horas, 37°C

Colonia azul: carece de inserto (plasmido recircularizado).

Colonia blanca: posee el inserto (plasmido recombinante).

Figura M6: Esquema del proceso de clonacion.

9.4 Obtencion de las secuencias de ADN de los fragmentos clonados.
Una vez incubadas las placas, se seleccionan diez colonias blancas de cada una (20
colonias por muestra) para extraer el ADN bacteriano mediante el siguiente

procedimiento:
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- Resuspender la colonia en 20 pul de agua destilada en un tubo de 0.2 ml.

- Incubar durante 5 minutos a 95°C en un termociclador.

- Incubar durante 5 minutos en hielo.

- Centrifugar 3 minutos a 12000 rpm.

- Pasar el sobrenadante (aproximadamente 15 ul) a un tubo de 1.5 ml. Conservar a -
20°C.

Posteriormente, se han amplificado las secuencias clonadas utilizando como molde
el ADN extraido de las bacterias (que incluye el cromosoma bacteriano y el plasmido
con el inserto). La PCR se ha desarrollado en las mismas condiciones en las que se ha
amplificado el ADN gendmico. Los productos de amplificacion han sido sometidos a
electroforesis para separar el fragmento correspondiente, que finalmente ha sido

secuenciado por SECUGEN (www.secugen.es), siguiendo el mismo procedimiento

explicado en el apartado 6. Finalmente, se han obtenido las secuencias exactas y sin
ambigledades, de los nuevos alelos.

9.5 Deposito de los nuevos alelos de HLA-G.
Al descubrirse estos nuevos alelos, (ver Resultados, apartado 5) se ha utilizado el
programa Sequin 13.70 (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Sequin/) para recibir numeracion

identificativa Unica del ADN de los alelos descubiertos nuevos.

9.6 Determinacion de las distancias genéticas.

Una vez determinada la secuencia nucleotidica de ambos alelos, se han calculado las
distancias genéticas entre los dos alelos nuevos y el resto de alelos determinados hasta
la fecha.

La distancia genética entre dos secuencias de ADN se calcula en base a las
diferencias que se observan entre ellas. Si se compararan dos secuencias de 1.000
nucledtidos que se diferencian en 6 de ellos, la distancia p seria 0,006. Segun esto, la
distancia entre alelos que tienen la misma secuencia de nucle6tidos es cero.

En este caso, el calculo se ha realizado gracias al programa MEGA 7 (Kumar et al.,
2015).
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9.7 Determinacion de las secuencias aminoacidicas de los alelos nuevos.
Finalmente, se ha procedido a determinar la secuencia aminoacidica, gracias de
nuevo, al programa MEGA 7 (Kumar et al.,, 2015). Aportando la secuencia

nucleotidica, el programa realiza la conversion de ADN a proteina.
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1. DETERMINACION DE LOS ALELOS HLA-G EN LA POBLACION
AMERINDIA INMIGRANTE EN MADRID.

Se han obtenido los alelos HLA-G, por técnicas de genética molecular, con cuatro

digitos de resolucion, en una muestra poblacional de ciento cincuenta y cuatro
individuos y con seis digitos de resolucién (alelos no proteicos), en una muestra de
ciento diecisiete individuos. En ambos casos son individuos sanos no relacionados.
Estos fueron donantes de sangre, voluntarios para participar en el estudio. Todos ellos
amerindios inmigrantes en Madrid, con pardmetros antropomeétricos, externos y visibles
tipicos de su origen, y confirmado genéticamente, utilizando los genes HLA. (Ver lista
de alelos en Anexos V1)

La muestra tomada es muy heterogénea, los individuos pertenecen a dieciséis paises

amerindios distintos.

Tabla R1: Paises de origen de los individuos de la muestra, con sus porcentajes.

Pais de origen n %
Argentina 7 4,5
Uruguay 4 2,6
Ecuador 45 28,8
Bolivia 10 6,4
Peru 21 13,5
Cuba 1 0,6
Paraguay 2 1,3
Guatemala 1 0,6
Venezuela 2 1,3
Colombia 42 26,9
Chile 4 2,6
Brasil 5 3,2
Méjico 4 2,6
R.Dominicana 6 3,8
Nicaragua 1 0,6
Honduras 1 0,6

n; nimero de individuos.
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Figura R1: Mapa de Centro y Suramérica con el nimero de individuos de cada pais.

En la tabla R1 se observa como el pais mas representado en la muestra de estudio es
Ecuador, con un porcentaje del 28,8%, seguido de Colombia (26,9%), Per( (13,5%) y
Bolivia (6,4%). Los menos representados, con un solo individuo, son Guatemala, Cuba,
Nicaragua, Venezuela y Honduras.

En la figura R1 se muestra de una forma mas grafica los paises que intervienen en el

estudio con el nimero de individuos de cada uno.
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2. CALCULO DE LAS FRECUENCIAS ALELICAS HLA-G EN LA
POBLACION AMERINDIA INMIGRANTE EN MADRID.

Las frecuencias alélicas del locus HLA-G se han obtenido gracias al programa

informatico Arlequin v2.0. En primer lugar, se han obtenido las frecuencias con cuatro
digitos de resolucién y posteriormente con seis digitos de resolucién, dando como
resultado las siguientes dos tablas.

Tabla R2: Frecuencias alélicas HLA-G, con cuatro digitos de resolucion, en amerindios

inmigrantes en Madrid. (n=154). En negrita se marca la presencia del alelo nulo.

Alelos Frecuencias %
HLA-G*01:01 71,8
HLA-G*01:04 18,5
HLA-G*01:03 5,8
HLA-G*01:06 2,9

HLA-G*01:05N 1,0

n; nimero de individuos.

Tabla R3: Frecuencias alélicas HLA-G, con seis digitos de resolucion, en amerindios

inmigrantes en Madrid. (n=117). En negrita se marca la presencia del alelo nulo.

Alelos Frecuencias % Alelos Frecuencias %
HLA-G*01:01:01 31,2 HLA-G*01:01:19 0,4
HLA-G*01:01:02 23,1 HLA-G*01:01:20 1,3
HLA-G*01:01:03 4,3 HLA-G*01:03:01 7,7
HLA-G*01:01:05 0,9 HLA-G*01:04:01 12,8
HLA-G*01:01:06 2,1 HLA-G*01:04:03 1,7
HLA-G*01:01:07 0,4 HLA-G*01:04:04 3,8
HLA-G*01:01:08 3,0 HLA-G*01:04:05 0,4
HLA-G*01:01:15 0,4 HLA-G*01:05N 1,3
HLA-G*01:01:17 0,9 HLA-G*01:06 0,4

n; nimero de individuos.

Teniendo en cuenta los alelos HLA-G no proteicos, con seis digitos de resolucion,
de los 53 descritos en la actualidad (Robinson et al., 2015), solo dieciocho estan
representados en esta poblacion. Por otro lado, con cuatro digitos de resolucién, solo se
han encontrado cinco alelos diferentes. Dentro del grupo de alelos HLA-G*01:01, se
han detectado los once alelos siguientes (mas de la mitad del total de alelos

encontrados) HLA-G*01:01:01, HLA-G*01:01:02, HLA-G*01:01:03, HLA-

Mercedes Enriquez de Salamanca Carrascosa 96



Resultados

G*01:.01:05, HLA-G*01:01.06, HLA-G*01:01:07, HLA-G*01:01:08, HLA-
G*01:01:15, HLA-G*01:01:17, HLA-G*01:01:19, HLA-G*01:01:20

El primer alelo descrito por Geraghty, el HLA-G*01:01 (salvaje) (Geraghty et al.,
1987), es predominante en casi todas las poblaciones, con una frecuencia variable de un
83,0% en africanos de Ghana a un 3,9% en iranies (Park et al., 2012). De tal manera, en
ambas tablas se observa como el alelo no proteico dominante en la poblacion amerindia
inmigrante en Madrid es el HLA-G*01:01:01 (31,2%), con seis digitos de resolucién, y
HLA-G*01:01 (71,8%), con cuatro digitos, al igual que ocurre en otras poblaciones
amerindias como los mayas y uros (Arnaiz-Villena et al., 2013)(55) y en brasilefios,
aungue es una poblaciébn con mucho méas mestizaje (Castelli et al., 2007).
Seguidamente, el alelo no proteico més frecuente, con seis digitos de resolucion, es el
HLA-G*01:01:02 (23,1%) y con cuatro digitos de resolucion, se cambia a otro grupo de
alelos, HLA-G*01:04 (18,5%). Se tiene en cuenta que, con seis digitos de resolucién, el
tercero mas frecuente ya es de este mismo grupo, HLA-G*01:04:01 (12,8%).

En definitiva, los grupos mas frecuentes en esta poblacion son HLA-G*01:01 y
HLA-G*01:04, como ocurre en muchas otras poblaciones mundiales como coreanos
(Park et al., 2012) o en africanos de Shona (Matte et al., 2000).

La frecuencia del alelo nulo HLA-G*10:05N estd comentada mas adelante. (ver

apartado 4)

Figura R2: Patroén de las frecuencias mas altas en el mundo de los alelos HLA-G*01:01 y HLA-
G*01:04. Las frecuencias del alelo HLA-G*01:01 estan marcadas con un circulo, mientras que
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las frecuencias del alelo HLA-G*01:04, con un recuadro. Las frecuencias alélicas de cada
poblacion se especifican a continuacion:

A- Japon pop 14: G*01:04-> 45%, G*01:01-> 33% (Yamashita T et al. 1996)

B- Japon pop 15: G*01:04-> 37.8%, G*01:01-> 42.7% (Ishitani et al. 1999c)

C- China Zhejiang Provincia Han: G*01:04->18.5%, G*01:01-> 37.3% (Yan et al. 2006)
D- Iran Tehran pop 2: G*01:04-> 29.4% (Rahimi et al. 2010)

E- Corea del Sur pop 7: G*01:04-> 27.7%, G*01:01->38.9% (Park et al. 2007)

F- Zimbabue Harare Shona pop 2: G*01:04->20.4%, G*01:01-> 39.3% (Matte et al. 2000)
G- India Lucknow pop 2: G*01:04—> 17.5% (Abbas et al. 2004)

H- USA Americanos africanos pop 6: G*01:04-> 13.1%, G*01:01-> 70.2% (Ishitani et al. 1999b)
I- Brasil Parana mezcla: G*01:04-> 12%, G*01:01-> 29% (Pirri et al. 2009)

J- Dinamarca pop2: G*01:04-> 7% (Hviid et al. 1997), G*01:01-> 56.7% (Steffensen et al. 1998)
K- Alemania pop5: G*01:04-> 6%, G*01:01-> 87.4% (van der Ven et al. 1998)

L- Portugal Azores Isla Terceira;: G*01:01-> 77.19% (Gonzalez-Galarza et al. 2015)

M- USA Hutterite Dakota del Sur: G*01:01-> 79.8% (Ober et al. 1996)

N- Brasil Sao Paulo pop 2: G*01:01-> 39.8% (Castelli et al. 2007)

O- Ghana: G*01:04-> 9.5%, G*01:01-> 83.3% (Ishitani et al. 1999a)

P- Polonia pop 2: G*01:01-> 52.6% (Sipak-Szmigiel et al. 2009)

Q- Espafia pop 2: G*01 :04-> 11%, G*01:01-> 51.31% (Suarez et al. 1997)

R- Zambia: G*01:01-> 41.1% (Shao et al. 2006)

S- Lago Titikaka Uros: G*01:04 - 10.2%, G*01:01-> 64.4% (Arnaiz-Villena et al. 2013)
T- Guatemala Mayas: G*01:04-> 13.1%, G*01:01-> 62.5% (Arnaiz-Villena et al. 2013)
U- Portugal: G*01:04->13%, G*01:01-> 37% (Alvarez et al. 1999)

Las frecuencias mas altas del alelo HLA-G* 01:01se encuentran en las poblaciones
de Alemania, Ghana y Hutterite en Dakota del Sur, con una frecuencia de 87,4%, 83,3%
y 79,8%, respectivamente.

En cuanto al alelo HLA-G*01:04, las frecuencias mas altas se encuentran en la
poblacion japonesa (A y B), irani y surcoreana, con una frecuencia del 45% y 37,8%,
29,4% vy 27,7%, respectivamente (figura R2). Es importante mencionar que en Europa
no se ha detectado ninguna frecuencia elevada para este alelo.

Las poblaciones amerindias de Brasil, Uros y Mayas, presentan frecuencias mas
elevadas para el alelo HLA-G*01:01 (29%, 64,4% y 62,5% respectivamente) que para
el alelo HLA-G*01:04 (no determinado, 10,2% y 13,1% respectivamente) como ocurre

en el caso de amerindios inmigrantes en Madrid.
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3. ANALISIS DE LOS HAPLOTIPOS EXTENDIDOS EN LA POBLACION
AMERINDIA INMIGRANTE EN MADRID.

3.1 Loci HLA-AYy -G.

Las frecuencias del haplotipo biloci HLA-A-G, se han calculado gracias al programa
Arlequin v2.0 (Schneider et al., 2000). En la tabla R4 se muestran los trece haplotipos
mas frecuentes en la poblacion de estudio, mas las frecuencias de los haplotipos que
incluyen el alelo nulo HLA-G*01:05N.

Tabla R4: Frecuencias haplotipicas de los loci HLA-A y HLA-G, con cuatro digitos de
resolucion, en amerindios inmigrantes en Madrid. (n=122). En negrita se marca marcan

los haplotipos que porten el alelo nulo.

Loci HLA-Ay -G Frecuencias % Loci HLA-Ay -G Frecuencias %
A*02:01 G*01:01 24,6 A*01:01 G*01:06 3,3
A*24:02 G*01:04 13,2 A*68:02 G*01:01 2,9
A*03:01 G*01:01 6,6 A*32:01 G*01:01 2,9
A*68:01 G*01:01 5,2 A*30:02 G*01:01 2,4
A*29:02 G*01:01 5,0 A*26:01 G*01:01 2,4
A*23:01 G*01:04 3,3 A*30:01 G*01:05N 0,8
A*11:01 G*01:01 3,3 A*31:01 G*01:05N 0,4
A*02:11 G*01:01 3,3

n; nimero de individuos.

El célculo del valor de desequilibrio de ligamiento entre estos dos loci, se ha
realizado gracias al programa Arlequin v3.0 (Excoffier et al., 2005). Diez haplotipos se
han encontrado cuyos alelos estan es desequilibrio de ligamiento positivo (D>0) y
p<0.05 (Tabla R5).
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Tabla R5: Desequilibrio de ligamiento entre los alelos de los haplotipos biloci HLA-A
y HLA-G, con cuatro digitos de resolucion, en amerindios inmigrantes en Madrid.
(n=122). En negrita se marcan los valores de desequilibrio de ligamiento positivos que

porten el alelo nulo.

Loci HLA-Ay -G D D’
A*02:01 G*01:01 0,07 0,94
A*03:01 G*01:01 0,02 1,00
A*29:02 G*01:01 0,01 1,00
A*23:01 G*01:04 0,03 1,00
A*24:04 G*01:04 0,00 1,00
A*24:03 G*01:04 0,00 1,00
A*24:02 G*01:04 0,10 1,00
A*24:25 G*01:04 0,00 1,00
A*31:01 G*01:03 0,02 0,60
A*23:03 G*01:03 0,00 1,00
A*31:12 G*01:03 0,00 1,00
A*02:05 G*01:03 0,00 1,00
A*25:01 G*01:03 0,00 1,00
A*01:01 G*01:06 0,03 1,00
A*30:01 G*01:05N 0,01 0,66
A*31:01 G*01:05N 0,00 0,31

n; nimero de individuos.
D; valor de desequilibrio de ligamiento
D’; valor de desequilibrio de ligamiento estandarizado.

En las tablas R4 y R5, se aprecia como los dos haplotipos biloci mas frecuentes en
esta poblacion, HLA-A*02:01-G*01:01 (24,6%) y HLA-A*24:02-G*01:04 (13,2%),
también se encuentran, sus alelos, en desequilibrio de ligamiento, D=0,07; D’=0,94 y
D=0,10; D"=1,00 respectivamente para cada haplotipo.

La distancia fisica entre los loci HLA-A y HLA-G, parece no ser superior a las 300
kb (Morales et al., 1993), asi el sorprendente nivel de desequilibrio de ligamiento entre
los alelos de ambos loci, es muy similar al observado en la region de clase Il entre los
loci, HLA-DRB1 y HLA-DQB1, donde evidencias frecuentes de recombinacion no han
sido observadas (Ober et al., 1996). Corroborando lo observado en estudios anteriores
(Morales et al., 1993), se muestra en la tabla R5 como el alelo HLA-G*01:01 esta en
desequilibrio de ligamiento con el grupo de alelos HLA-A*02, -A*03 y -A*29, vy el
alelo HLA-G*01:04 con el grupo de alelos HLA-A*23 y -A*24. Es de resaltar como

estos desequilibrios de ligamiento son, por tanto, similares en caucasicos y amerindios.
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Respecto al alelo HLA-G*01:05N, en la tabla R4 se aprecia que la frecuencia de los
haplotipos biloci que llevan este alelo, HLA-A*30:01-G*01:05N y HLA-A*31:01-
G*01:05N, es bastante baja, 0,8% Yy 0,4%, respectivamente, ambas por debajo del 1%.
Sin embargo, en la tabla R5 aparece un valor positivo para el desequilibrio de
ligamiento entre HLA-G*01:05N-HLA-A*30:01 (D=0,01; D"=0,66)

3.2 Loci HLA-By -G.

Las frecuencias del haplotipo biloci HLA-B-G se han calculado gracias al programa
Arlequin v2.0 (Schneider et al., 2000). En la tabla R6 se muestran los diez haplotipos
mas frecuentes en la poblacién de estudio, més las frecuencias de los haplotipos que
incluyen el alelo nulo HLA-G*01:05N

Tabla R6: Frecuencias haplotipicas de los loci HLA-B y HLA-G, con cuatro digitos de
resolucion, en amerindios inmigrantes en Madrid. (n=89). En negrita se marca marcan

los haplotipos que porten el alelo nulo.

Loci HLA-B y -G Frecuencias %
B*44:03 G*01:01 6,2
B*51:01 G*01:01 5,5
B*40:02 G*01:01 4.5
B*48:01 G*01:01 3,9
B*35:01 G*01:01 3,9
B*40:04 G*01:01 34
B*35:04 G*01:01 34
B*07:02 G*01:01 32
B*35:01 G*01:04 2.8
B*38:01 G*01:01 2,2
B*15:05 G*01:05N 1,1
B*57:03 G*01:05N 0,5

n; nimero de individuos.

El calculo del valor de desequilibrio de ligamiento entre estos dos loci, se ha
realizado gracias al programa Arlequin v3.0 (Excoffier et al., 2005). Diez haplotipos se
han encontrado cuyos alelos estan es desequilibrio de ligamiento positivo (D>0) y
p<0.05.
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Tabla R7: Desequilibrio de ligamiento entre los alelos de los haplotipos biloci HLA-B
y HLA-G, con cuatro digitos de resolucion, en amerindios inmigrantes en Madrid.
(n=89). En negrita se marcan los valores de desequilibrio de ligamiento positivos que

porten el alelo nulo.

Loci HLA-By -G D D’
B*44:03 G*01:01 0,02 1,00
B*35:01 G*01:04 0,02 0,37
B*15:03 G*01:04 0,01 1,00
B*58:02 G*01:04 0,00 1,00
B*18:01 G*01:04 0,01 1,00
B*35:43 G*01:04 0,00 1,00
B*39:03 G*01:04 0,00 1,00
B*50:01 G*01:04 0,00 1,00
B*39:06 G*01:03 0,01 0,30
B*14:02 G*01:03 0,01 0,48
B*39:01 G*01:03 0,00 0,30
B*27:05 G*01:03 0,00 0,30
B*08:12 G*01:06 0,00 1,00
B*15:16 G*01:06 0,00 1,00
B*57:01 G*01:06 0,01 0,37
B*37:01 G*01:06 0,00 1,00
B*15:05 G*01:05N 0,01 1,00
B*57:03 G*01:05N 0,01 1,00

n; nimero de individuos.
D; valor de desequilibrio de ligamiento
D’; valor de desequilibrio de ligamiento estandarizado.

Se observa como el alelo mas frecuente de HLA-G, G*01:01 (71,8% con cuatro
digitos de resolucion) se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el alelo HLA-
B*44:03 (D=0,02; D'=1,00), y el segundo alelo mas frecuente, HLA-G*01:04 (18,5%
con cuatro digitos de resolucion), sin embargo, se encuentra en desequilibrio de
ligamiento con siete alelos HLA-B diferentes (ver tabla R7). Por otro lado, el alelo nulo,
G*01:05N, se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el alelo HLA-B*15:05
(D=0,01; D"=1,00) y con HLA-B*57:03 (D=0,01; D"=1,00).

3.3 Haplotipo extendido HLA-A-B-G

Las frecuencias del haplotipo extendido HLA-A-B-G, se han calculado gracias al
programa Arlequin v2.0 (Schneider et al., 2000). En la tabla R8 se muestran los ocho
haplotipos méas frecuentes en la poblacion de estudio, mas las frecuencias de los

haplotipos que incluyen el alelo nulo HLA-G*01:05N.
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Tabla R8: Frecuencias haplotipicas del haplotipo extendido HLA-A-DRB1-G, con
cuatro digitos de resolucion, en amerindios inmigrantes en Madrid. (n=83). En negrita

se marca marcan los haplotipos que porten el alelo nulo.

Haplotipos extendidos HLA-A-B-G Frecuencias %
A*02:01 DRB1*08:02 G*01:01 3
A*02:01 DRB1*04:07 G*01:01 3
A*02:01 DRB1*09:01 G*01:01 2,4
A*24:02 DRB1*14:02 G*01:04 2,4
A*02:01 DRB1*04:03 G*01:01 2,4
A*24:02 DRB1*07:01 G*01:04 2,4
A*02:01 DRB1*03:01 G*01:01 2,4
A*03:01 DRB1*15:01 G*01:01 2,4
A*26:01 DRB1*01:01 G*01:01 1,7
A*68:01 DRB1*04:07 G*01:01 1,7
A*02:01 DRB1*14:02 G*01:01 1,3

A*30:01 DRB1*04:03 G*01:05N 0,4
A*31:01 DRB1*01:01 G*01:05N 0,4
A*33:03 DRB1*13:02 G*01:05N 0,4

n; nimero de individuos.

En la tabla R8 se muestra como los haplotipos extendidos HLA-A-B-G mas
frecuentes en la poblacion de estudio son el HLA-A*24:02-B*35:01-G*01:04 y el
HLA-A*29:02-B*44:03-G*01:01, ambos con una frecuencia del 3,0%. El alelo HLA-
A*24:02 es uno de los alelos fundadores de clase | en la poblacion amerindia.

3.4 Haplotipo extendido HLA-A-DRB1-G.

Las frecuencias del haplotipo extendido HLA-A-DRB1-G, se han calculado gracias
al programa Arlequin v2.0 (Schneider et al., 2000). Se muestran los once haplotipos
mas frecuentes en la poblacion de estudio, mas las frecuencias de los haplotipos que
incluyen el alelo nulo HLA-G*01:05N.

Tabla R9: Frecuencias haplotipicas del haplotipo extendido HLA-A-DRB1-G, con
cuatro digitos de resolucion, en amerindios inmigrantes en Madrid. (n=116). En negrita

se marca marcan los haplotipos que porten el alelo nulo.
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Haplotipos extendidos HLA-A-DRB1-G

Frecuencias %

A*02:01-DRB1*08:02-G*01:01
A*02:01-DRB1*04:07-G*01:01
A*02:01-DRB1*09:01-G*01:01
A*24:02-DRB1*14:02-G*01:04
A*02:01-DRB1*04:03-G*01:01
A*24:02-DRB1*07:01-G*01:04
A*02:01-DRB1*03:01-G*01:01
A*03:01-DRB1*15:01-G*01:01
A*26:01-DRB1*01:01-G*01:01
A*68:01-DRB1*04:07-G*01:01
A*02:01-DRB1*14:02-G*01:01
A*30:01-DRB1*04:03-G*01:05N
A*31:01-DRB1*01:01-G*01:05N
A*33:03-DRB1*13:02-G*01:05N

4,7
4,2
3,0
2,9
2,2
2,2
1,7
1,7
1,7
1,7
1,3
0,4
04
0,4

n; nimero de individuos.

Se puede observar como los dos haplotipos mas frecuentes en la poblacion
amerindia inmigrante em Madrid son, HLA-A*02:01-DRB1*08:02-G*01:01 y HLA-
A*02:01-DRB1*04:07-G*01:01 con unas frecuencias de 4,7 y 4,2 % respectivamente.

En este caso, el alelo HLA-A*02:01 también forma parte del los alelos fundadores

em la poblacion amerindia. Respecto al locus DRB1, el alelo -DRB1*04:07 también es

propio de esta poblacién.

3.5 Haplotipo extendido HLA-A-B-DRB1-G.
De nuevo, las frecuencias del haplotipo extendido HLA-A-B-DRB1-G, se han
calculado gracias al programa Arlequin v2.0 (Schneider et al., 2000). Se muestran los

nueve haplotipos mas frecuentes en la poblacion de estudio, mas las frecuencias de los

haplotipos que incluyen el alelo nulo HLA-G*01:05N.
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Tabla R10: Frecuencias haplotipicas del haplotipo extendido HLA-A -B -DRBL1 -G, con cuatro
digitos de resolucién, en amerindios inmigrantes en Madrid. (n=86). En negrita se marcan los

haplotipos que porten el alelo nulo.

Haplotipos HLA-A-B-DRB1-G Frecuencias % Posible origen
A*24:02-B*35:01-DRB1*14:02-G*01:04° 2,9 amerindio
A*02:01-B*35:04-DRB1*08:02-G*01:01" 1,7 amerindio
A*02:01-B*40:02-DRB1*04:07-G*01:01° 12 amerindio
A*03:01-B*07:02-DRB1*15:01-G*01:01° 12 europeo
A*02:01-B*44:03-DRB1*13:02-G*01:01° 12 desconocido
A*03:01-B*51:01-DRB1*04:04-G*01:01' 1.2 desconocido
A*24:02-B*14:02-DRB1*07:01-G*01:01° 1,2 desconocido
A*68:01-B*40:04-DRB1*04:03-G*01:01" 12 desconocido
A*31:01-B*39:06-DRB1*13:02-G*01:01' 12 nuevo

A*29:02-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N’ 0,6 nuevo
A*31:01-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N 0,6 nuevo
A*33:03-B*57:03-DRB1*13:02-G*01:05N' 0,6 nuevo

n; nimero de individuos.

a; este haplotipo, sin HLA-G, también se encuentra en aymaras, quechuas y jaidukama,(Arnaiz-Villena et al., 2005; Martinez-Laso
et al., 2006; Martinez-Laso et al., 2011).

b; este haplotipo, sin HLA-G, también se encuentra en aymaras, mayos, mayas, quechuas, wayus y nahuas (Arnaiz-Villena et al.,
2005; Arnaiz-Villena et al., 2007; Gomez-Casado et al., 2003; Martinez-Laso et al., 2006; Silvera et al., 2011; Vargas-Alarcén et
al., 2007).

c; este haplotipo, sin HLA-G, también se encuentra en aymaras, mayos, jaidukama y lamas. (Arnaiz-Villena et al., 2005; Arnaiz-
Villena et al., 2007; Martinez-Laso et al., 2011; Moscoso et al., 2006).

d; este haplotipo, sin HLA-G, también se encuentra en poblaciones de Europa occidental, chuvasios etc.(Arnaiz-Villena et al.,
2003; Sanchez-Velasco et al., 2003).

e; este haplotipo se ha encontrado en frecuencias inferiores a 0,01%. (Gonzalez-Galarza et al., 2011)

f; este haplotipo se ha encontrado en frecuencias inferiores a 0,01%. (Gonzalez-Galarza et al., 2011)

g; este haplotipo se ha encontrado en frecuencias inferiores a 0,01%. (Gonzalez-Galarza et al., 2011)

h; este haplotipo se ha encontrado en frecuencias inferiores a 0,01%. (Gonzalez-Galarza et al., 2011)

i; este haplotipo no se ha encontrado en ninguna otra poblacion.

j; este haplotipo no se ha encontrado en ninguna otra poblacion.

k; este haplotipo no se ha encontrado en ninguna otra poblacion.

I; este haplotipo no se ha encontrado en ninguna otra poblacion.

El haplotipo extendido méas frecuente en la poblacién de estudio es el HLA-
A*24:02-B*35:01-DRB1*14:02-G*01:04, con una frecuencia que roza el 3% de la
poblacion. Este haplotipo, sin el locus HLA-G, también se encuentra en otras
poblaciones amerindias como los aymaras (2,8%) (Arnaiz-Villena et al., 2005),
guechuas (1.4%) (Martinez-Laso et al., 2006) y jaidukama (Martinez-Laso et al., 2011).
Los alelos de este haplotipo, HLA-A*24:02 y HLA-G*01:04, se encuentran en
desequilibrio de ligamiento (D= 0,10; D"=1,00) en esta poblacion.

El segundo haplotipo extendido mas frecuente con casi un 2%, es el HLA-A*02:01-
B*35:04-DRB1*08:02-G*01:01. Este, sin el locus HLA-G, también se puede encontrar
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en otras poblaciones amerindias como, mayas (8,4%)(Gomez-Casado et al., 2003),
aymaras (10,4%)(Arnaiz-Villena et al., 2005), quechuas (7,5%)(Martinez-Laso et al.,
2006), mayos (2,5%)(Arnaiz-Villena et al., 2007), nahuas (6,1%)(Vargas-Alarcon et al.,
2007) y wayus (3,2%)(Silvera et al., 2011). Los alelos de este haplotipo, HLA-A*02:01
y HLA-G*01:01, se encuentran en desequilibrio de ligamiento (D=0,07; D"=0,94) en
esta poblacién (ver tabla R5).

Es conveniente resefiar, que en los parrafos anteriores no se ha tenido en cuenta el
locus HLA-G, en relacion a la comparativa de los haplotipos extendidos con otras
poblaciones mundiales, por la falta de estudios que lo incluyan en los mismos.

Se puede observar como los haplotipos extendidos mas frecuentes (sin incluir el
locus HLA-G), tienen un posible origen amerindio. Existe una cierta influencia europea,
que se puede observar en el haplotipo HLA-A*03:01-B*07:02-DRB1*15:01-G*01:01,
dado que tiene un posible origen norte africano/ europeo occidental y tiene una alta
frecuencia en poblaciones del norte de Espafa (Sanchez-Velasco et al., 2003), Irlanda,
por ejemplo (Gonzalez-Galarza et al., 2011).

Todos los haplotipos extendidos llevan el alelo HLA-G*01:01 exceptuando el méas
frecuente de ellos, que lleva el alelo HLA-G*01:04 (segundo mas frecuente en la
poblacion de estudio, 18,5%).

Los haplotipos del e al h, no se han encontrado en ninguna otra poblacion con
frecuencia mayor al 0,5% y el haplotipo i, no se ha encontrado en ninguna otra
poblacion independientemente a la frecuencia, por lo que podria ser un haplotipo
extendido nuevo.

Los haplotipos extendidos que llevan el alelo HLA-G*01:05N se comentan en el

apartado 4.

4. ESTUDIO DEL ALELO NULO, HLA-G*01:05N, EN LA POBLACION
AMERINDIA INMIGRANTE EN MADRID.

4.1 Descripcion alelos nulos encontrados en la muestra.
Como se puede observar en el listado de alelos HLA-G determinados en la
poblacion de estudio (ver anexoVI), existen tres alelos nulos encontrados en tres

individuos diferentes en heterocigosis. Cada uno de estos tres individuos, procede de un
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pais de origen distinto, Colombia, Argentina y Nicaragua, dos hombres y una mujer

respectivamente.

4.2 Frecuencias de los alelos nulos encontrados en la muestra.
Como ya se ha descrito en el apartado 2 anterior, las frecuencias de estos alelos en la
poblacion amerindia inmigrante en Madrid, son de:

- HLA-G*01:05N: 1,0% con cuatro digitos de resolucion, (n=154), (ver tabla R2)
- HLA-G*01:05N: 1,3% con seis digitos de resolucion, (n=117), (ver tabla R3)

La frecuencia del alelo nulo HLA-G*01:05N, es de solo 1,0-1,3%, con cuatro y seis
digitos de resolucidn respectivamente, es decir, una frecuencia baja. Esto mismo ocurre
en poblaciones caucasicas europeas, orientales, en pigmeos africanos y brasilefios. En el
caso de las poblaciones amerindias, mayas y uros, la presencia de este alelo es nula
(Arnaiz-Villena et al., 2013). Sin embargo, las mayores frecuencias del alelo HLA-
G*10:05N, se han encontrado en poblaciones de Oriente Medio y en negros africanos.
(Arnaiz-Villena et al., 2013).

4.3 El alelo nulo y los haplotipos extendidos.

Como se observa en la tabla R10 del apartado 3 anterior, las frecuencias de los
haplotipos extendidos que llevan este alelo, en la poblacion amerindia inmigrante en
Madrid, son:

- HLA-A*33:03-B*57:03-DRB1*13:02-G*01:05N: 0,6%, (n=86)
- HLA-A*31:01-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N: 0,6%, (n=86)
- HLA-A*29:02-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N: 0,6%, (n=86)

Estos tres haplotipos, presentan la misma frecuencia (0,6%), que es la mas baja
encontrada en la poblacién de estudio. Por otro lado, ninguno de ellos se ha encontrado

en ninguna otra poblacion.
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4.4 Comparacion de las frecuencias del alelo nulo de la poblacion de estudio,
con otras poblaciones mundiales estudiadas.

Para comparar las frecuencias entre las distintas poblaciones que han estudiado este
alelo y la poblacién amerindia inmigrante en Madrid, se ha usado el Test de Fisher del
programa estadistico SPSS v.17.0 (versién 17.0 para Windows; SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA). La significacion estadistica ha sido definida como p<0.05.

Se ha comparado la frecuencia de HLA-G*01:05N, entre la poblacion de estudio y

diecisiete poblaciones de origen caucéasico, amerindio, oriental o africano.

Tabla R11: Diferencias en la frecuencia del alelo HLA-G*01:05N entre amerindios inmigrantes en Madrid y

otras poblaciones mundiales.

Etnicidad Poblacion n HLA-G*01:05N % | p-valor® Referencias
Amerindios Amerindios inmigrantes en Madrid 154 1,0 - -
Brasilefios 103 1,0 n.s. (Castelli et al., 2007)
uUros 105 0,0 n.s. (Arnaiz-Villena et al., 2013)
Mayas 132 0,0 n.s. (Arnaiz-Villena et al., 2013)
Caucasicos
Este Medio Indios del Norte de India 120 154 0 (Abbas et al., 2004)
Iranies 102 18,1 0 (Rahimi et al., 2010)
Iraquies 97 8,2 0 (Jassemet al., 2012)
Europeos Daneses 52 1,0 ns. (Hviid, 2006)
Espafioles 114 3,0 n.s. (Suarez et al., 1997)
Alemanes 132 2,3 n.s. (van der Ven et al., 1998)
Franceses 57 18 n.s. (Di Cristofaro et al., 2011)
Polacos 100 15 n.s. (Sipak-Szmigiel et al., 2009)
Orientales Chinos Han 146 1,4 n.s. (Yanetal., 2006)
Coreanos 200 2,3 n.s. (Park et al., 2012)
Africanos Africanos de Ghana 42 4.8 0,041 (Ishitani et al., 1999)
Afroamericanos 42 8,3 0,001 (Ishitani et al., 1999)
Pigmeos 74 1,4 n,s. (Di Cristofaro et al., 2011)
Africanos de Shona 108 11,1 0 (Matte et al., 2000)

n; nimero de individuos de la muestra.
a; Test de Fisher (dos-colas) entre las frecuencias de HLA-G*01:05N de amerindios inmigrantes en Madrid y otras poblaciones mundiales.
n.s.; no significativo.

Segun los datos mostrados en la tabla R11 y figura R3, las poblaciones amerindias
(brasilefios, uros, mayas y amerindios inmigrantes en Madrid) presentan las frecuencias
mas bajas de este alelo. Mientras que las frecuencias mas elevadas, se observan en las
poblaciones del Oriente Medio (indios del Norte de India, iranies e iraquies) y las
poblaciones africanas, excepto pigmeos, (africanos de Ghana, afroamericano y africanos
de Shona).
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Estas seis poblaciones, cuyas frecuencias del alelo nulo son mas elevadas, son las
Unicas que presentan diferencias significativas con p<0.05, con los amerindios

inmigrantes en Madrid.
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4.5 Alelo nulo y el desequilibrio de ligamiento con el locus HLA-A.

Como se ha mencionado con anterioridad, el locus HLA-G se encuentra en fuerte
desequilibrio de ligamiento con el locus HLA-A, debido a su cercania fisica dentro del
cromosoma (Ober et al., 1996). Por ello, se han calculado los valores de desequilibrio
de ligamiento entre los alelos de ambos loci en la poblacién de estudio, incluyendo los

alelos nulos presentes.

- HLA-A*30:01 G*01:05N: D=0,01; D’=0,66
- HLA-A*31:01 G*01:05N: D=0,00; D"=0,31

Corroborando lo expuesto en estudios anteriores (Arnaiz-Villena et al., 2013) el
alelo nulo HLA-G*01:05N se encuentra en desequilibrio de ligamiento con el alelo

HLA-A*30:01, también en la poblacién amerindia inmigrante en Madrid.

5. ESTUDIO DE LAS NUEVAS PROTEINAS HLA-G ENCONTRADAS EN LA
POBLACION AMERINDIA INMIGRANTE EN MADRID.
En el proceso de determinacion de los alelos HLA-G en la poblacion de estudio, se

han encontrado dos alelos nuevos, en dos individuos de diferente origen. El primero de
ellos, de origen ecuatoriano (alelo nuevo 1) y el segundo (alelo nuevo 2), de origen

dominicano.

5.1 Secuencias y estructuras de los nuevos alelos.

5.1.1 Un alelo nuevo en los Andes, Ecuador. HLA-G*01:08:02.
 Secuencia de ADN:

El nombre oficial asignado por el Comité de Nomenclatura (Robinson et al., 2015)
(http://nla.alleles.org/data/refs/g_refs.html) es HLA-G*01:08:02 (Arnaiz-Villena et al.,
2016).

A continuacion, se muestra la secuencia del alelo nuevo.
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En la figura R4 se muestra la secuencia de ADN nueva del individuo de origen
ecuatoriano, de sexo masculino y procedente de un &rea rural, tanto él como sus abuelos
y antepasados registrados.

Para un mejor andlisis de la misma, se ha comparado con una secuencia de
referencia (HLA-G*01:01:01:01), sin introducir intrones en ninguna.

Para esta secuencia nueva, se han determinado los exones 2, 3 y 4. A lo largo de
estos tres exones, se pueden localizar cuatro posiciones donde el nucledtido cambia,
creando una secuencia nueva no vista en ningun individuo anteriormente. En cada una
de estas cuatro posiciones hay un SNP ya descrito, pero no la combinacion de todos
ellos. Estos, se reparten a lo largo de los tres exones, un SNP-R en el exén 2 (el coddn
pasa de CCG a CCA), dos SNPs-Y (el primer codon pasa de CAC a CAT vy el segundo
de GGC a GGT), ambos en el exon 3, y un SNP-Y en el exon 4 (el codon pasa de CGG
a TGG) (ver correspondencia en anexo Il). En concreto, el alelo nuevo consta de: una
adenina en el SNP-R, y tres timinas en los tres SNPs-Y restantes (ver figura R4). Esto

no indica que no puedan existir mas cambios en el resto de exones.

 Secuencia aminoacidica:
Se ha determinado la secuencia aminoacidica de dicho alelo nuevo, gracias al
programa MEGA 7 (Kumar et al., 2015).
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Dominio al Dominio a2 Dominio o3
Residuo 57 93 100 219
G*01:01:01 Pro His Gly Arg
Alelo nuevo Ecuador Pro His Gly Trp

Cambios en codones ADN CCG—CCA CAC—CAT GGC—-GGT CGG—-TGG

Figura R6: Variabilidad de aminoacidos entre el alelo nuevo de Ecuador y el alelo HLA-G*
01:01. La secuencia de este alelo fue enviada al GenBank el 29 de enero del 2015; el nimero
de acceso KP739973 fue dado el 4 de febrero del 2015. El consenso de aa esta basado en la
secuencia aminoacidica de HLA-G'01:01. La mutacion silenciosa que hace a este alelo nuevo,
esta marcada con un recuadro, de otro modo seria igual al alelo HLA-G'01:08.

<4— Exon2 >« Exon 3 » Exon4d
13 | 27 | 31 | 34| s4a | 57 ] 93 | 100 104 | 105 | 110 ) 150 | 169 | 171 | 219
HLA-G*01:08:032 CCA | CAT | GGT 11.-0,:
HLA.G'0101 | TCC | TAC | ACG | GTG | CAG [ CCG | CAC | GGC | GGG | TCC | CTC | TAC | CAC | TAC | CGG
2 : Ser | Tyx | The | Val | Gln | Pro | His | Gly | Gly | Ser | Leu | Tyx | Hie | Tyr | Axg
HLA.G*01 02 coo
Arg
HLA-G*01.03 R
Ser
HLA G*01.04 ATC
lle
HLA-G*0106
—TIC ATC
HLAG*0107 | 5 b
HLA-G*0108 90
Tip
; CAC
HLA-0*01.09 e
ATG
HLA-G*01:10 N
! ATG ATC
HLA-0*01:11 Sk 1
CAC
HLA-G*01:12 o
HLA-G*01:14 GAC
Asp
GT0 ATC
HLA-G*01:15 va | =
. TGC
HLA-G*01:16 =
HLA-G*01:17 CGC | CAC
Arx | Hs
HLA-G*01:18
CT0 ATC
HLA-G*01:19 Val Tie

84| A-G*01:08:02 (alelo nuevo 1 de Ecuador):es una variante genética de HLA-G*01:08. Solo se indican los
codones, mutaciones sinénimas y los aa codificados.

Figura R7: Proteinas de los alelos HLA-G. Se incluyen las posiciones variables de los aa de
cada alelo HLA-G.
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En la figura R5 se muestra la secuencia de aa nueva del individuo de origen
ecuatoriano. Para un mejor analisis de la misma, se ha comparado con una secuencia de
referencia (HLA-G*01:01:01:01), sin introducir intrones en ninguna.

De tal manera, para el alelo nuevo 1 de Ecuador, al tener las secuencias de sus
exones 2, 3 y 4, se ha podido obtener las secuencias de aa de los dominios al
(codificada por exo6n 2), a2 (codificada por exén 3) y a3 (codificada por exon 4). En la
figura R4, se muestra como los cambios se producen en los tres exones, por ello, en la
proteina los cambios se podrian observar a lo largo de los tres dominios. Sin embargo,
puede ocurrir lo que se conoce como mutaciones o sustituciones silenciosas, aquellas en
las que el cambio de nucleétido no produce, en ese triplete, un cambio de aa, por lo que,
el resultado en la proteina es el mismo que si no se hubiese producido dicha sustitucion.
En este caso, de los cuatro cambios de nucledtidos que hay en la secuencia, el residuo
57: prolina—prolina, residuo 93: histidina—histidina y residuo 100: glicina—glicina,
no producen cambio de aa en la proteina, como se observa en la figura R6. No es el
caso del ultimo cambio observado en el exdn 4, donde hay un SNP-Y, es decir, puede
ser una timina o una citosina (ver figura R4). En el caso de este alelo, es una timina que
se encuentra situada en la primera posicion de un triplete que codifica para triptofano
(W) (TGG), por lo que el residuo 219 pasa de arginina a triptéfano (ver figura R4). Esta
posicion se conoce como un sitio comdn de polimorfismo en el dominio a3 de HLA-G,
y esté relacionada con una posible diversidad de afinidad entre este dominio y CD8aa y
LILRBs (Donadi et al., 2011; Gao et al., 2000). Para observar con mayor claridad los
cambios producidos en la nueva proteina (alelo nuevo 1 de Ecuador), en la figura R7 se
esquematizan dichos cambios comparandolos con el resto de proteinas de HLA-G.

El haplotio extendido de este individuo es: HLA-A"29:01,%32:01; HLA-B"14:01,
*44:03; HLA-DRBI*07:01,¥07:01; HLA-DQBT*02:01,%02:01; HLA-G"01:01:01.

5.1.2 Un alelo nuevo en el Caribe, Republica Dominicana. HLA-G*01:20
e Secuencia de ADN:

El nombre oficial asignado por el Comité de Nomenclatura (Robinson et al., 2015)
(http://hla.alleles.org/data/refs/g_refs.html) es HLA-G*01:20 (Arnaiz-Villena et al.,
2016).

A continuacién, se muestra la secuencia del alelo nuevo.
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El alelo nuevo 2 de Republica Dominicana, pertenece a un individuo de sexo
femenino y que Unicamente permanecio en Madrid dos semanas, ella también procede
de un area rural, asi como sus abuelos y antecesores registrados.

A pesar de que es dificil encontrar caracteristicas amerindias en islas del Caribe,
desde el punto de vista fenotipico, se ha demostrado que alrededor de un 15% de los
alelos HLA proceden un origen amerindio (Alegre et al., 2007).

Se han determinado los exones 2 y 3. Las variaciones nucleotidicas localizadas en
este alelo, se encuentran Gnicamente en el exon 3. De tal manera, se observan dos
SNPs, en primer lugar, un SNP-W y en segundo lugar un SNP-Y (ver correspondencia
en anexo Il). En este caso, el primer SNP ya estaba descrito con anterioridad, sin
embargo, el segundo no, por lo que el SNP-Y localizado en la posicion -605 de la
secuencia, es la primera vez que se determina. Asi, el alelo nuevo consta de: una timina
en el SNP-W (el coddn pasa de GGT a GGA), y una citosina en el SNP-Y (el coddn
pasa de ser ATG a ACG). Al igual que el alelo nuevo 1, mencionar que, a lo largo del
resto de exones, pueden existir otras variaciones nucleotidicas, a parte de las

mencionadas.

» Secuencia aminoacidica:
Se ha determinado la secuencia aminoacidica de dicho alelo nuevo, gracias al
programa MEGA 7 (Kumar et al., 2015).
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Dominio a2
Residuo 107 178
G*01:01:01 Gly Met
Alelo nuevo R. Dominicana Gly Thr
Cambios en codones ADN GGA—GGT ATG—ACG

Figura R10: Variabilidad de aminoacidos entre el alelo nuevo de R. Dominicana y el alelo
HLA-G™01:01. La secuencia de este alelo fue enviada al GenBank el 29 de enero del 2015; el
nimero de acceso KP739974 fue dado el 4 de febrero del 2015. El consenso de aa esta basado
en la secuencia aminoacidica de HLA-G™01:01.

13|27 | 31| 34| 54| 100] 104 [105] 107 [ 110 159 [ 160 [ 171 | 178
HLA-G*01:20 GGT P}Ch?
HLA.Gvoro1 | ICC| TAC | ACG | GTG | CAG | GGC | GGG | TCC | GGA | CTC | TAC | CAC | TAC [ ATG
) Ser | Tyr | The | Val | GIn [ Gly | Gly | Sexr | Gly | Leu | Tyx | His | Tyr | Met
HLA-G*0102 CG6
Arg
HLA-G*01.03 1C6
Ser
ETC
HLA-G*01.04 2
HLA-G*01.06
i | LTTC ATC
HLA-G*0107 | T1C T
HLA-G*01.08
HLA-G*01.09 CAC
His
i ATG
HLA-G*01:10 A
; ATG ATC
HLA-G*01:11 e .
HLA-G*01:12 CAC
His
HLA-G*01:14 GAC
Asp
; GG RIC
HLA-G*01:15 A e
HLA-G*01:16 TGC
Cys
CGC | CAC
_G*01:
HLA-G*01:17 T
HLA-G*01118
, CTG ETC
HLA-G*01:19 o =

HLA-G*01:20 (alelo nuevo 2 de R. Dominicana): solo se indican los codones, mutaciones sinénimas y los aa
codificados.

Figura R11: Proteinas de los alelos HLA-G incluido el nuevo alelo dominicano. Se incluyen las
posiciones variables de los aa de cada alelo HLA-G.
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En la figura R9 se muestra la secuencia de aa nueva del individuo de origen
dominicano. Para un mejor analisis de la misma, se ha comparado con una secuencia de
referencia (HLA-G*01:01:01:01), sin introducir intrones en ninguna.

De tal forma, en la figura se muestran los dominios al y a2 (codificados por el exon
2 y 3 respectivamente). En este caso, los dos cambios a nivel nucleotidico ocurren en el
exon 3 (ver figura R8) por lo que ahora, es en el dominio 02 donde hay que prestar
atencion. El primer cambio de nucleétido (SNP-W) en el residuo 107: glicina—glicina,
de la secuencia aminoacidica (ver figura R9), produce una sustitucion silenciosa por lo
que no afecta a la proteina, como se muestra en la figura R10. El segundo cambio de
nucleétido (SNP-Y), produce una sustitucién no silenciosa en el residuo 178, pudiendo
variar entre metionina (ATG) (como ocurre en el resto de alelos hasta ahora descritos) o
treonina (ACG), en el caso de este alelo (ver figura R10). Este cambio polimorfico en la
posicion 178, no se ha visto anteriormente en ningun alelo descrito de HLA-G. En la
figura R11 se muestran los cambios producidos en la nueva proteina (alelo nuevo 2 de
R. Dominicana) comparandolos con los cambios del resto de proteinas de HLA-G.

El haplotio extendido de este individuo es: HLA-A*11:01,* 24:02; HLA-B"35:01,*
35:02; HLA-DRBT1*01:01,%11:04; HLA-DQB1*03:01,%05:01; HLA-G01:04:01.

5.2 Distancias genéticas.

Una vez determinada la secuencia nucleotidica de ambos alelos, se ha comparado la
distancia genética que existe entre estas nuevas secuencias y el resto de alelos ya
descritos actualmente. Para ello, se us6 de nuevo el programa MEGA 7 (Kumar et al.,
2015). La distancia genética entre dos secuencias de ADN se calcula en base a las
diferencias que se observan entre ellas.

Los valores superiores a 0,001 no se muestran en las tablas.
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Tabla R12: Distancias genéticas entre el alelo nuevo 1y los alelos mas cercanos a él.

Alelos Distancias genéticas
Alelo Nuevo 1 -
G*01.01:17 0,000
G*01.01:02:01 0,001
G*01:01:02:02 0,001
G*01.01:18 0,001
G*01.01:19 0,001
G*01.06 0,001
G*01.08 0,001
G*01:18 0,001

En la tabla R12, se muestran las distintas distancias genéticas entre el alelo nuevo 1
y los ocho alelos méas cercanos a él (distancias con los valores mas cercanos a cero).
Este alelo parece estar mas proximo al grupo de alelos HLA-G*01:01, aunque también
se sugiere una cercania genética con los grupos HLA-G*01:06, -G*01:08 y -G*01:18.

Concretamente parece que el alelo nuevo, tiene mas proximidad con los alelos
HLA-G*01:01:17 y -G*01:08, con los que sélo se observa un cambio a lo largo de los
tres exones estudiados. Con el resto de alelos tiene dos o tres cambios nucleotidicos.

Es necesario aclarar que, aunque los datos muestren una distancia genética, entre el
alelo nuevo y HLA-G*01:01:17, de un 0,000 existe un cambio de nucleétido entre las

secuencias de ambos, esto puede ser debido al programa utilizado.

Tabla R13: Distancias genéticas entre el alelo nuevo 2 y los alelos mas cercanos a él.

Alelos Distancias genéticas
Alelo nuevo 2 -
G*01:01:03.01 0,001
G*01:01:03:02 0,001
G*01:01:03:03 0,001

En la tabla R13, se muestran las distintas distancias genéticas entre el alelo nuevo 2
y los tres alelos mas cercanos a €l (distancias con los valores mas cercanos a cero). Se
observa como este alelo nuevo, es mas cercano al grupo de alelos HLA-G*01:01,
concretamente al HLA-G*01:01:03, dado que el tercer par de digitos indica mutaciones
silenciosas en la region codificante que no suponen alteraciones en la secuencia
aminoacidica y el cuarto par de digitos (HLA-G*01:01:03:01; -G*01:01:03:02; -
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G*01:01:03:03), indica cambios en la regidon no codificante, que en este momento no ha
sido analizada y que tampoco induce cambios en la secuencia de la proteina (Robinson
etal., 2015).
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1. HLA-G_Y SU POLIMORFISMO EN LA POBLACION AMERINDIA
INMIGRANTE EN MADRID.

Una de las caracteristicas principales del locus HLA-G, es su bajo polimorfismo. Se

ha sugerido que esta caracteristica podria ser debido a su funcion tolerogénica, asi la
evolucion ha trabajado eliminando cambios (menor nimero de proteinas diferentes de
HLA-G) para mantener su papel inmunoldgico. De tal manera, la mayoria de los alelos,
se han generado por mutaciones silenciosas en exones o intrones. (Martinez-Laso et al.,
2013). Sin embargo, cada vez van aumentando el nimero de alelos HLA-G. Existe la
posibilidad de que haya un polimorfismo muy extenso también, pero que no se detecte
facilmente, pues no hay un método automatico de deteccién de alelos, por ello, estos
alelos deben ser buscados con secuenciacion génica. Asimismo, cada vez se va
encontrando mas alelismo en el exén 4 (dominio a3), probablemente sea debido a que
las interacciones funcionales con otras moléculas de células NK y con CD8 se efectla
en este dominio (Donadi et al., 2011); estos contactos en el dominio a3 de HLA-G
puede ser el reflejo de su principal funcion y el lugar de concentracion del alelismo. Es
necesario mencionar otros dominios que no sean al ni a2, ya que la valva presentadora
es factible que tenga una funcion secundaria y sea el dominio a3 y otros, los que
determinen la funcién principal de estas moléculas. Se puede pensar, pues, que
finalmente, nos encontremos con un polimorfismo elevado en la molécula HLA-G y en
las otras moléculas no clasicas, HLA-E y HLA-F.

Con solo 53 alelos y 18 proteinas descritos hasta la fecha, muchos de ellos solo se
han descrito en un Unico estudio, no observandose en mas poblaciones. Estudios
anteriores demuestran que poblaciones caucasicas, africanas y asiaticas, cuentan con
menos variabilidad alélica dentro de este locus, que en los loci HLA de clase | clasicos,
dado que son los méas polimarficos del genoma humano. (Meyer & Thomson, 2001).

En el caso particular de las distintas poblaciones indigenas amerindias, todas tienen
en comun un limitado nimero de alelos HLA de clase |, clasicos (Moscoso, 2006), pero
existen pocas referencias acerca de las frecuencias de alelos HLA de clase 1, no clasicos,
como es el locus HLA-G, en estas poblaciones (Arnaiz-Villena et al., 2013; Castelli et
al., 2007).

En términos practicos, solo cuatro proteinas HLA-G diferentes se observan

normalmente en las poblaciones mundiales, codificadas por los grupos de alelos méas
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frecuentes; HLA-G*01:01, G*01:03, G*01:04 y G*01:06, que pueden influir en la
funcion de HLA-G (Donadi et al., 2011).

Concretamente, en la poblacion que este estudio comprende, se han detectado
dieciocho alelos distintos no proteicos, con seis digitos de resolucion, (ver tabla R3) de
los cuales el mas frecuente (31,2%) es el HLA-G*01:01:01, como ocurre en muchas de
las poblaciones ya estudiadas (Brasil, China, Ghana, Polonia, Corea...) (Gonzales-
Galarza et al., 2011). Dentro del grupo de alelos HLA-G*01:01, se han detectado once
alelos diferentes y dentro del grupo de alelos HLA-G*01:04, cuatro alelos diferentes.
Por lo que, quince de los dieciocho alelos encontrados, pertenecen a los grupos
mundialmente mas frecuentes, HLA-G*01:01 y HLA-G*01:04. En la tabla R2, se
muestra como la frecuencia de ambos (71,8% y 18,5% respectivamente), son las mas
altas de la muestra. Los grupos de alelos HLA-G*01:03 y HLA-G*01:06, con
frecuencias 5,8% y 2,9% respectivamente, son los siguientes en la tabla de frecuencias
(ver tabla R2). Esto corrobora lo mencionado anteriormente.

Se ha observado como en otras poblaciones mundiales, como coreanos (Park et al.,
2012), africanos de Shona (Matte et al., 2000), danses (Hviid, 2006) etc., el nimero de
alelos HLA-G encontrados es muy reducido. Sin embargo, en amerindios inmigrantes
en Madrid, el nimero es relativamente alto, como ocurre en brasilefios (Castelli et al.,
2007). Esto podria sugerir unos niveles marcados de diversidad genética, pudiendo ser
debidos a la naturaleza mixta de la muestra tomada, donde hay individuos de numerosos
paises, centro y sudamericanos (ver tabla R1).

En relacion a la composicion de la muestra, en la tabla R1 se pueden observar los
dieciséis paises amerindios presentes en ella, tanto centroamericanos como
sudamericanos. El pais méas representado es Ecuador, con un porcentaje del 28,8%,
seguido de Colombia (26,9%), Pert (13,5%) y Bolivia (6,4%). Como se ha comentado
en la Introduccién, alrededor de un 4,0-4,5% de la poblacién de la Comunidad de
Madrid es amerindia (Parga-Lozano et al., 2011), y segun el barémetro de inmigracion
de dicha comunidad, en el 2014, el pais amerindio mas representado en la comunidad
inmigrante fue Ecuador, seguido de Colombia, Peru, Bolivia etc. Estos datos corroboran
lo analizado en la muestra de estudio. Si bien es posible que haya una pequefia
introduccion de genes no amerindios en la poblacion utilizada. Esta fue escogida

cuidadosamente en cuanto a procedencia, de zonas rurales, con tres generaciones
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estables y recién llegados de inmigracion directos a Madrid. Este procedimiento se
encuentra detallado en un trabajo del equipo anterior (Parga-Lozano et al., 2011).

2. ANALISIS DE LOS HAPLOTIPOS EXTENDIDOS.
Los genes HLA se transmiten por segregacion mendeliana y las variantes alélicas se

expresan de modo codominante. Al grupo de alelos de loci adyacentes, presentes en
cada cromosoma, se le denomina haplotipo HLA. La probabilidad de que dos hermanos
tengan los mismos haplotipos HLA es del 25%, que sean diferentes otro 25% y de que
compartan un solo haplotipo, 50% (Cardozo et al., 2014), si no ha ocurrido
sobrecruzamiento en meiosis paterna (muy raramente ocurre en esta zona
cromosomica).

Hay que mencionar que, en este caso, los haplotipos extendidos estan formados por
cuatro loci, HLA-A-B-DRB1-G. EIl ultimo de ellos es el locus HLA-G, que como
informacion adicional se ha afiadido al haplotipo, aunque no se suele mencionar en
estudios de genética de poblaciones, por ello cuando se habla de otras poblaciones no se
incluye dicho locus.

En la tabla R10 se muestran los nueve haplotipos extendidos méas frecuentes en la
poblacion de estudio. Respecto al bloque HLA-A-B-DRB1, los tres haplotipos mas
frecuentes, HLA-A*24:02-B*35:01-DRB1*14:02-G*01:04 (2,9%), HLA-A*02:01-
B*35:04-DRB1*08:02-G*01:01 (1,7%) y HLA-A*02:01-B*40:02-DRB1*04:07-
G*01:01 (1,2%) son caracteristicos de amerindios, observados en poblaciones aymaras
(Arnaiz-Villena et al.,, 2005), quechuas (Martinez-Laso et al., 2006), jaidukama
(Martinez-Laso et al., 2011), mayas (Gomez-Casado et al., 2003), nahuas (Vargas-
Alarcon et al., 2007), wayus (Silvera et al., 2011), lamas (Moscoso et al., 2006) y mayos
(Arnaiz-Villena et al., 2007). Todos con un posible origen amerindio. Dos de ellos,
portan los alelos DRB1*08:02 y DRB1*14:02 que se consideran verdaderos marcadores
de las poblaciones (Vargas-Alarcon et al., 2000; Yunis et al., 1994) también, el alelo
DRB1*04:07, portado con frecuencia por amerindios (Moscoso, 2006). Esto apoya la
determinacion del origen amerindio de los individuos analizados para el estudio.
Asimismo, el haplotipo HLA-A*24:02-B*35:01-DRB1*14:02 también ha sido
observado por Parga-Lozano y colaboradores en la poblacion amerindia inmigrante,
como uno de los haplotipos extendidos mas frecuentes de esa poblacion. (Parga-Lozano
etal., 2011).
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El perfil HLA amerindio es, en conjunto, diferente al resto de poblaciones
mundiales, asimismo existen alelos quasi especificos para amerindios. Esto también se
ha visto en la poblacion inmigrante en Madrid (Parga-Lozano et al., 2011). Sin
embargo, una entrada genética europea se puede apreciar en el haplotipo HLA-
A*03:01-B*07:02-DRB1*15:01-G*01:01, con posible origen de Europa occidental, que
ha sido observado, concretamente, en poblaciones del norte de Esparfia, con frecuencias
elevadas (Sanchez-Velasco et al., 2003).

Los haplotipos HLA-A*02:01-B*44:03-DRB1*13:02-G*01:01, HLA-A*03:01-
B*51:01-DRB1*04:04-G*01:01, HLA-A*24:02-B*14:02-DRB1*07:01-G*01:.01 vy
HLA-A*68:01-B*40:04-DRB1*04:03-G*01:01 (ver tabla R10), sin embargo, no se han
encontrado en ninguna region o continente con frecuencias lo suficientemente altas
como para determinar un posible origen. A pesar de ello, se han estudiado los loci HLA-
A (como representacion de la clase 1) y HLA-DRB1 (como representacion de la clase 1)
para poder obtener mas informacion. Respecto al locus HLA-A, se ha demostrado que
todos los alelos HLA de clase | de las poblaciones amerindias, podrian ser originadas de
cuatro alelos “fundadores” HLA-A: -A*02:01, -A*24:02, -A*31:01:02 y -A*68:01:02
(Moscoso, 2006). El alelo -A*02:01 forma parte de tres de los haplotipos mas
frecuentes de la poblacién de estudio, uno de ellos en el haplotipo HLA-A*02:01-
B*44:03-DRB1*13:02-G*01:01, por lo que, a pesar de no tener un origen claro, si
parece estar relacionado con la poblacion amerindia. Lo mismo ocurre con los alelos
A*24:02 y A*68:01 presentes en los haplotipos, HLA-A*24:02-B*14:02-DRB1*07:01-
G*01:01 y HLA-A*68:01-B*40:04-DRB1*04:03-G*01:01, respectivamente. Acerca
del locus HLA-DRB1, uno de los loci mas usado para el estudio de la genética de
poblaciones a nivel mundial, es sabido que los grupos mestizos (mezcla de amerindios
con europeos) de Ameérica, han sido menos estudiados en comparacion con las
poblaciones nativas. En esta comparacion, se observd que los grupos seroldgicos HLA
eran compartidos por los dos grupos poblacionales, pero no compartian los mismos
alelos. Los amerindios portaban los alelos: HLA-DRB1*04:07, DRB1*04.03 vy
DRB1*04:11, mientras que los mestizos portaban los siguientes: DRB1*14:01,
DRB1*07:01, DRB1*04:04 y DRB1*08:01, como los mas caracteristicos de estas
poblaciones (Petzl-Erler et al., 1997). El haplotipo HLA-A*68:01-B*40:04-
DRB1*04:03-G*01:01, posee el alelo DRB1*04:03 propio de amerindios, por lo que ya

es un haplotipo asociado a este grupo poblacional (Petzl-Erler et al., 1997), y los
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haplotipos HLA-A*03:01-B*51:01-DRB1*04:04-G*01:01 y HLA-A*24:02-B*14:02-
DRB1*07:01-G*01:01, portan los alelos DRB1*04:04 y DRB1*07:01, respectivamente,
caracteristicos del grupo mestizo, lo que podria indicar que la muestra de estudio,
efectivamente, ha sufrido un intercambio genético con poblaciones europeas.

Por ultimo, se han detectado cuatro haplotipos nuevos en la poblacién de estudio,
que no han sido descritos en ninguna otra poblacion. Estos haplotipos son: HLA-
A*31:01-B*39:06-DRB1*13:02-G*01:01; HLA-A*29:02-B*15:05-DRB1*04:03-
G*01:05N; HLA-A*31:01-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N 'y HLA-A*33:03-
B*57:03-DRB1*13:02-G*01:05N (ver tabla R10). Es obvio decir que, todos los
haplotipos extendidos de este trabajo, en los que se han incluido alelos HLA-G, son
nuevos (tabla R10).

El locus HLA-G como parte de los haplotipos extendidos en amerindios es una
informacion afiadida muy valiosa. Los genes de histocompatibilidad de amerindios son
radicalmente diferentes a los del resto de poblaciones mundiales. Los genes HLA
clasicos y no clasicos, intervienen en el trasplante de érganos y en el ligamiento de HLA
a enfermedad. Por ello, es necesario determinar ambos en amerindios, sobre todo los
genes HLA no cléasicos, ya que se han investigado en menor medida, en particular HLA-
G. Asi, toda informacién, ya sea del polimorfismo alélico, como de haplotipos
extendidos en esta poblacion, serd muy util para poder crear una lista de espera de
trasplante virtual. También se podran establecer programas epidemioldgicos especificos

para HLA asociado a enfermedad.

3. ANALISIS DEL _ALELO NULO, HLA-G*01:05N, EN LA POBLACION
AMERINDIA.

Como se muestra en los resultados (ver apartado 4, pagina 106), se han detectado

tres alelos nulos en tres individuos diferentes, todos ellos en heterocigosis. Proceden de
Colombia, Argentina y Nicaragua, dos hombres y una mujer, respectivamente.

En 1987, Suarez y colaboradores, en nuestros mismo grupo de investigacion,
describieron el primer alelo nulo del locus HLA-G en la poblacion espafiola (Suarez et
al., 1997). Este alelo nulo, HLA-G*01:05N, presenta la delecion de una citosina en el
altimo nucledtido del codon 129 o primer nucledtido del codon 130, del exédn 3,
causando un cambio en la pauta de lectura con la aparicién de un codon de terminacién

en ambos codones, codon 189 (exo6n 4), que bloquea la traduccion de HLA-G1 y -G5, o
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en el codon 297 en el exén 5, blogueando la traduccién de HLA-G4. Sin embargo, este
alelo nulo es capaz de mantener la traduccion de las isoformas ancladas a membrana
HLA-G2 y -G3 y las solubles HLA-G6 y -G7, ya que en todas ellas el exon 3, que
contiene la delecion, se ha eliminado por splicing alternativo. (Le Discorde et al., 2005;
Suarez et al., 1997).

HLA-G*01:05N

—
L Y

AC Coddn 129/130 Codon de terminacién 189/297

! b

, ARNm
3 primario

[ I I m\r/\ I X I I I
[ I I I I I Transcritos de las
I T T T T isoformas unidas a
[ I AV I | X 1 FS— membrana
\—
pamN
L | | 1 IAC ] C 3 | | x  § | § 3
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isoformas solubles
I 1 ke :§  § x )

® o

HLA-G1 HLA-G2 HLA-G3 HLA-G4 HLA-G5 HLA-G6 HLA-G7

Isoformas de membrana Isoformas solubles

Figura D1: Figura el gen de HLA-G, correspondiendo al dominio del péptido lider (ex6n 1),
dominios al, a2 y a3 (exones 2, 3 y 4), dominio transmembrana (exon 5) y el dominio
citoplasmatico (exén 6 con el codon de terminacién prematuro). Las 7 isoformas de HLA-G
producidas por splicing alternativo del ARNm primario. ElI gen HLA-G*01:05N codifica para
las isoformas de membrana HLA-G2, -G3 y solubles HLA-G6 y -G7.(Donadi et al., 2011)

3.1 Alelo nulo en Uros y Mayas.

Los uros y los mayas pertenecen a poblaciones amerindias aisladas, concretamente
el grupo étnico de los uros proviene de las islas flotantes del Lago Titikaka (Altiplano
de Peru) y el grupo de los mayas, al pueblo de Quetzaltenago (Guatemala).

El analisis de la frecuencia de este alelo en dichas poblaciones, se ha realizado en
este equipo de trabajo (Arnaiz-Villena et al., 2013).
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El alelo nulo HLA-G*01:05N fue descrito en espafoles en 1997 (Suarez et al.,
1997) y ha sido asociado con abortos espontaneos y recurrentes. Por otro lado, también
ha sido postulado el efecto protector contra infecciones intra-uterinas durante la
gestacion, por lo que, siendo un tema aun sin esclarecer, ambas circunstancias podrian
coexistir (Arnaiz-Villena et al., 2013).

Lo més llamativo es la ausencia absoluta del alelo HLA-G*01:05N tanto en uros
como en mayas. Esto contradice la teoria de que las frecuentes infecciones intra-uterinas
pueden mantener las frecuencias del alelo nulo, dado que la atencion sanitaria en las
comunidades amerindias es (y ha sido) deficiente, comparativamente a los europeos. Sin
embargo, estos resultados son concordantes con otras poblaciones amerindias, cuya
pureza estd mas en duda, pero presenta este alelo en baja frecuencia, por ejemplo la

poblacién brasilefia general urbana (Castelli et al., 2007).

3.2 Alelo nulo en amerindios inmigrantes en Madrid.

La frecuencia de este alelo en la muestra de estudio, con un 1,0%, no ha sido muy
elevada (ver tablas R2). Es similar a lo que se observa en otras poblaciones amerindias
como uros y mayas, donde la frecuencia es inexistente (ver tabla R11). Por el contrario,
las poblaciones con una frecuencia significativamente mayor, son algunas caucésicas de
Oriente Medio (iraquies, iranies, indios del Norte de India) y ciertas poblaciones
africanas (Ghana, Shona y afroamericanos) (ver tabla R11 y figura R3).

La secuencia del alelo HLA-G*01:05N podria indicar que este ha sido originado a
partir del alelo HLA-G*01:01:02, al producirse la delecién de la cisteina en el codon
129/130, ya que sus secuencias son idénticas, excepto dicha delecion (Castro et al.,
2000). Adicionalmente, HLA-G*01:05N esta asociado al haplotipo HLA-A*30:01-
B*13:02 frecuente en Oriente Medio y algunas poblaciones mediterraneas, ya que pudo
haber sido introducido en Espafia por invasores arabes en el siglo VIII DC (Suarez et
al., 1997), lo que podria situar a Oriente Medio como lugar de origen de esta mutacion
(Arnaiz-Villena et al., 2013).

Respecto a los haplotipos extendidos estudiados, tres, de toda la lista de haplotipos
obtenidos, portaban el alelo nulo; HLA-A*33:03-B*57:03-DRB1*13:02-G*01:05N,
HLA-A*31:01-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N y HLA-A*29:02-B*15:05-
DRB1*04:03-G*01:05N. Todos ellos, con baja frecuencia (ver tabla R10), lo que sigue
mostrando la baja presencia de este alelo en poblaciones amerindias. Estos tres

haplotipos no se han encontrado en ninguna otra poblacion (ver tabla R10), por lo que
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se podria sugerir que son haplotipos nuevos, sin embargo, teniendo en cuenta,
principalmente la baja frecuencia de estos, hay que tomar con cautela estos datos ya
que, como se ha mencionado anteriormente, podrian ser un mero artefacto estadistico,
no existiendo en la biologia humana.

Por otro lado, existen algunas combinaciones de genes en los haplotipos, que se
presentan con mayor frecuencia de lo esperado, basadndonos solamente en las
frecuencias génicas de la poblacion. Este fendmeno recibe el nombre de desequilibrio
de ligamento y dentro del sistema HLA desaparece muy despacio; podria ser usado para
reconocer singularizar poblaciones (Degos & Dausset, 1974). En concreto, el
desequilibrio de ligamiento entre el locus.................. HLA-G y HLA-A es bien
conocido y fue descrito ya en 1993 (Morales et al., 1993). Esto ocurre debido a la
distancia fisica tan corta que separa a los dos loci dentro del cromosoma, que parece no
ser superior a las 300kb (Morales et al., 1993). Por lo que sugiere, que el proceso de
recombinacion entre ambos es poco frecuente, manteniendo a lo largo de la evolucion
las combinaciones de alelos HLA-A y -G.(Ober et al., 1996)

Respecto a los datos obtenidos en este estudio, el alelo nulo estaria en desequilibrio
de ligamiento con HLA-A*30:01 y -A*31:01 (ver tabla R5) y con HLA-B*15:05 y -
B*57:03 (ver tabla R7). Se vuelve a observar como HLA-G*01:05N estaria asociado al
alelo HLA-A*30:01 (Suarez et al., 1997) que presenta frecuencias elevadas en regiones
orientales, africanas y caucasoides (Gonzales-Galarza et al., 2011), apoyando asi, la
teoria de un origen mediterraneo oriental. En el caso del desequilibrio de ligamiento
entre el locus HLA-G y HLA-B, la distancia fisica entre ambos es mayor que la
existente entre HLA-G y -A, ya que HLA-B se sitla mas en el extremo centromérico y
HLA-G mas en el extremo telomérico del cromosoma dentro de la region de clase 1. Por
ello, los datos pueden ser un tanto mas difusos. El alelo HLA-B*15:05, tiene un posible
origen amerindio (Gonzalez-Galarza et al., 2011), y dos de los haplotipos extendidos
llevan este alelo, HLA-A*31:01-B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N y HLA-A*29:02-
B*15:05-DRB1*04:03-G*01:05N (tabla R10). El alelo -B*57:03 tiene un posible
origen negro, caucasoide (Gonzalez-Galarza et al., 2011) y se observa en el haplotipo
extendido HLA-A*33:03-B*57:03-DRB1*13:02-G*01:05N. EIl desequilibrio de
ligamiento puede ser, principalmente, un indicativo de que ha tenido lugar una fusion de

poblaciones en esa region, (Degos & Dausset, 1974), por lo que se podria entender que
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ha existido un mestizaje en la poblacién de estudio, probablemente con poblacion
europea y negroide de Africa.

La existencia de genes “enfermos” en una poblacion suele ser justificada por
ventajas evolutivas. Como se ha comentado anteriormente, la molécula
inmunosupresora HLA-G, juega un papel primordial en la aceptacion del feto por la
madre durante la gestacion. Los intereses materno-fetales pueden llegar a ser
contradictorios cuanto menores sean los niveles de HLA-G, el sistema inmunoldgico de
la madre podria provocar dafios en el feto y finalmente abortos espontaneos en madres
heterocigotos u homocigotos para el alelo HLA-G*01:05N (Arnaiz-Villena et al., 2013).
Sin embargo, Castro y colaboradores observaron como mujeres de una misma familia
espafola, homocigotas para el gen HLA-G*01:05N, eran personas sanas capaces de
tener partos totalmente normales, indicando que la isoforma HLA-G1 no es
imprescindible para la supervivencia humana (Castro et al., 2000). Como se ha
mencionado, se han descrito efectos protectores de este alelo, frente a infecciones intra-
uterinas en mujeres embarazadas. No estd claro, pero ambas circunstancias podrian
coexistir (Arnaiz-Villena et al., 2013). La presencia de este alelo nulo en la poblacion,
podria ser debido a que el dominio al es suficiente para el normal funcionamiento de la
molécula HLA-G, de tal forma las fuerzas evolutivas negativas no actuarian eliminando
este gen.

En primates, todos los individuos estudiados del género Macaca tampoco tiene
completa la molécula de MHC-G (Arnaiz-Villena et al., 1999), aunque la mutacion
producida es distinta a la ocurrida en la especie humana, en ambos casos se pueden
expresar los dominios al, tanto soluble como de membrana. Esto indicaria que el alelo
nulo confiere alguna ventaja en la poblacion (Arnaiz-Villena et al., 2013). Se ha
sugerido la posibilidad de una ventaja evolutiva, tanto en la madre como en el feto, dado
que estos monos también tienen este alelo nulo (Aldrich et al., 2002). Como se ha
mencionado con anterioridad, el alelo HLA-G*01:05N podria proporcionar cierta
ventaja selectiva, no sélo a nivel materno-fetal, sino al mejorar la respuesta inmune
frente a la infeccién por VIH (Lajoie et al., 2006) u otras infecciones del sistema
inmune no relacionadas directamente con la gestacion.

Estos resultados pueden ser importantes en el campo de la epidemiologia de

infecciones en amerindios, si se llevan a cabo estudios en patologia fetal y abortos
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espontaneos, asi como en medicina preventiva en la relacion materno-fetal, tanto sana

como patoldgica.

4, ALELOS NUEVOS Y SUS POSIBLES IMPLICACIONES A NIVEL
MOLECULAR.
Como se muestra en los resultados (ver apartado 5), en este estudio se han

descubierto dos alelos nuevos, ambos en individuos diferentes. El primero de ellos, de
origen ecuatoriano y el segundo, de origen dominicano.

En relacion al alelo nuevo 1 de Ecuador, los cambios descritos en la secuencia
aminoacidica se encuentran en las posiciones 57, 93, 100 y 219 (ver figura R5). Las tres
primeras posiciones son producto de mutaciones silenciosas en la secuencia de ADN,
por lo que el aa no cambia en ninguna de ellas. Aungque hay que mencionar que es el
polimorfismo en el residuo 100 el que hace de este alelo, un alelo nuevo no descrito
anteriormente, ya que, si no seria idéntico al alelo HLA-G"01:08.

Por otro lado, es en la cuarta posicion donde si se observa un cambio de aa, una
arginina (R) (CGG) por un triptofano (W) (TGG) (ver figura R5). Este cambio también
se ha observado en el alelo HLA-G™01:08. El residuo 219, esta localizada dentro del
dominio a3 (codificado por el exon 4) de la molécula HLA-G. Este dominio
interacciona con CD8aa (correceptor de las células T existente en la superficie celular
como homodimero con dos cadenas a, CD8aa, y como heterodimero con una cadena a
y otra B, CD8af}) a través de una region complementaria formada por un lazo localizado
entre los residuos 223 y 229 del dominio (Gao et al., 2000). Los polimorfismos en esta
region o zonas circundantes, como es el caso del residuo 219, podrian afectar a la
interaccion entre el CD8aa y el dominio a3 de la molécula HLA-G (Gao et al., 2000).
Aungue se sabe que la afinidad de HLA-G por CD8aoa es comparable a la existente
entre HLA-A*02/CD8aa, en contraste a la baja afinidad con HLA-E (Gao et al., 2000),
la afinidad de esta interaccién estd muy relacionada con el tipo de alelo considerado.
Por lo que, a pesar de que la afinidad en muchos de los alelos HLA-G, no ha sido
estudiada, aquellos que exhiben diferentes residuos en el dominio a3 podrian presentar
diferencias en la afinidad al correceptor CD8ao (Donadi et al., 2011).

Por otro lado, hay que mencionar que este dominio también es el sitio de interaccion
de HLA-G con los receptores LILRBs, expresados en un amplio rango de células del

sistema inmunoldgico, incluyendo las células NK y linfocitos T. De tal forma, se sabe
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que el residuo 219 tiene una funcion en la avidez de union de estos receptores a los
distintos alelos HLA de clase I. Ademas, los receptores LILRBs compiten directamente
con CD8ao para unirse a las moléculas HLA de clase I a través del dominio a3

(Shiroishi et al., 2003).

Dominio o1

Figura D2: Estructura terciaria de la molécula HLA de clase I. Localizacion de los residuos 57,
93, 100 y 219 del alelo nuevo 1 en la molécula. A- El residuo 57 se encuentra en el dominio a1,
los residuos 93 y 100 en el dominio a2. B- El residuo 219 se encuentra en el dominio a3, que no
forma parte de la valva de unidn de péptidos. C- Estructura completa con un péptido asociado y
la 2-m.(Gomez-Casado et al., 2006)
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Por lo tanto, todo ello podria sugerir que este nuevo alelo codificase para una
proteina nueva que podria tener una afinidad distinta por el correceptor CDS8aa,
pudiendo alterar, por ejemplo, su papel en la proteccion al feto frente al rechazo de la
madre mediante la supresion de linfocitos T CD8+. Por otro lado, también podria verse
afectada la interaccion entre la molécula HLA-G codificada por este nuevo alelo y los
receptores LILRBs, pudiendo modificar asi, su implicacion en distintos campos como el
control de células tumorales o en rechazo del feto en la gestacion.

En relacion al origen de este nuevo alelo, es muy probable que surgiera de los
primeros habitantes amerindios. Sin embargo, no se puede descartar que se pudiese
haber dado en la poblacion europea, dada la mezcla que tuvieron estos Gltimos con el
pueblo amerindio después de 1492. A pesar de ello, esta teoria no es muy probable, ya
que, muchas poblaciones de europeos han sido estudiados para HLA-G. Tampoco se
puede descartar, la posibilidad de que haya surgido en la poblacién negra africana,
después llevados a America como esclavos, o incluso de la poblacién oriental. Estas dos
ultimas hipdtesis tienen una menor verosimilitud, dado que, existen extensos estudios de
polimorfismos de HLA-G en ambos tipos de poblaciones sin haber aparecido este nuevo
alelo.

Respecto al alelo nuevo 2 de Republica Dominicana, los cambios descritos en la
secuencia aminoacidica se encuentran en las posiciones 107 y 178 (ver figura R9). De
estos dos, es el residuo 178 el producido por una mutacion no silenciosa en la secuencia
nucleotidica. Mientras que en el alelo nuevo 1, todos los cambios en la secuencia
estaban determinados con anterioridad, en este alelo, el SNP-Y en la posicion -605 de la
secuencia nucleotidica (ver figura R4) no se habia observado anteriormente. Esta
mutacion produce un cambio de aa, una metionina (M) (ATG) por una treonina (T)
(ACG) (ver figuras R9 y R10) en la posicion 178 del dominio a2.
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¥~ Dominio 0.2

Figura D3: Estructura terciaria de la valva de la molécula HLA de clase I. Localizacion de los
residuos 107 y 178 del alelo nuevo 2 en la molécula. Todos ellos se localizan en el dominio
a2.(Gomez-Casado et al., 2006)

De tal manera, el residuo en posicion 178 es el unico que podria provocar
modificaciones en la estructura terciaria de la molécula. Este residuo se encuentra
dentro del dominio a2 (codificado por el exdn 3) que interacciona con el péptido y con
el TCR, reconociendo residuos polimorficos (Tysoe-Calnon et al., 1991). EI cambio de
aa podria provocar ciertas modificaciones en la estructura terciaria de la molécula, dado
que las caracteristicas quimicas de ambos difieren; las cadenas laterales de los aa
hidrofobicos, no polares, tienden a orientarse hacia el interior de la molécula evitando
las interacciones con el disolvente, como es el caso de la metionina, mientras que las
cadenas laterales de los aa hidrofilicos, polares, tienden a localizarse en la superficie de
la molécula, interaccionando con el agua y permitiendo que la proteina permanezca
soluble en este medio, como es el caso de la treonina. A pesar de ello, el residuo 178 no
parece tener una posicion relevante en la interaccion con el péptido o el TCR en el
modelo de la molécula HLA-A2. (Bjorkman et al., 1987b), por lo que no habria
modificaciones en la funcionalidad de la molécula HLA-G. Sin embargo, por analogia,
en la union al TCR, el cambio esta muy esquinado en la molécula y el residuo, con un
cambio tan radical, podria influir en la unién al TCR con los residuos vecinos 173 y
174.

Respecto al origen de este alelo nuevo, este individuo tiene un fenotipo mixto, es

decir, con caracteristicas negroides, europeas caucasicas y amerindias. De hecho, un
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gran porcentaje de los genes HLA amerindios, han sido encontrados recientemente en
islas caribefias, a pesar de la falta de caracteristicas del fenotipo amerindio (Alegre et
al., 2007).

5. LA FISIOLOGIA Y PATOLOGIA DE HLA-G.
La molécula HLA-G se expresa especificamente en el citotrofoblasto placentario. Su

funcién principal se ha asociado a las sefiales negativas o supresoras que el feto envia al
sistema inmunologico de la madre (Donadi et al., 2011). Posteriormente se ha
comprobado que esta molécula también: 1- puede actuar como inmunorregulador en
procesos de autoinmunidad; 2- se expresa abundantemente en trasplantes de érganos,
que suelen provocar poco rechazo, por ejemplo, higado y coérnea; 3- se asocia a
patologias relacionadas con abortos y enfermedades del embarazo; 4- los tumores
pueden defenderse del control del sistema inmune con expresion de HLA-G en
células tumorales; 5- asimismo, puede intervenir en resistencia a enfermedades
infecciosas (Donadi et al., 2011).

Por ello, el estudio poblacional de los alelos HLA-G puede ser util para establecer
una medicina preventiva y estudio epidemioldgico de las patologias mencionadas,
incluido los programas de trasplante.

El estudio de alelos HLA de otros loci (que en el presente trabajo también se ha
efectuado) es Util para la asociacion de HLA y farmacogendmica, HLA y ligamiento a
enfermedad y HLA y trasplante (Arnaiz-Villena et al; 2017).

Sin embargo, practicamente todos los estudios de definicion de alelismo HLA-G, se
han hecho en poblaciones no amerindias, que se sabe que son totalmente diferentes al
resto del mundo en cuanto a perfil cualitativo (diferentes alelos) y cuantitativo
(diferentes frecuencias) de HLA. Este es el primer estudio en profundidad, no solo del
alelismo HLA-G, sino en establecer los haplotipos extendidos HLA-A-B-DRB1-G.
Estos haplotipos extendidos HLA, se ha postulado que actian conjuntamente para el
funcionalismo HLA (Gomez-Casado et al., 2006).

En conclusion, los nuevos alelos HLA-G y haplotipos HLA-A-B-DRB1-G, aqui
descritos, puesen ser de utilidad para los futuros programas de trasplantes de érganos
(lista de espera virtual) en amerindios, y ademas establecer, con los mismo, unas bases
de epidemiologia/medicina preventiva asociada a los loci, HLA-G como a los HLA-
DRB1, HLA-A y HLA-B. La farmacogenémica HLA (efectos adversos de
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medicamentos asociados a genes HLA) estéa sin estudiar en amerindios. Es decir, todo el
polimorfismo, fisiologia y patologia del locus HLA-G estaba sin base genética y sin
estudio, ya que, las investigaciones se habian hecho en europeos, asiaticos y africanos
(Arnaiz-Villena et al; 2017)

En el presente trabajo se ha comenzado a paliar esta deficiencia de estudios en

amerindios.

Mercedes Enriquez de Salamanca Carrascosa 142



Conclusiones

CONCLUSIONES

Mercedes Enriquez de Salamanca Carrascosa 143






Conclusiones

1- Se han descrito, por vez primera, nuevos haplotipos extendidos HLA-G/HLA-clase
I/HLA-clase Il en amerindios.

2- Se ha observado que, en contra de lo esperado, las frecuencias de alelos HLA-G en

amerindios se asemejan mas a las europeas que a las asiaticas.

3- Se registran unas frecuencias altas, de alelo nulo HLA-G*01:05N, en poblaciones de
Oriente Medio, mientras que son muy bajas en amerindios, se discuten los factores
ambientales que han podido mantener esa gran diferencia y sus implicaciones

funcionales y evolutivas.

4- Se ha encontrado un alelo nuevo HLA-G en una poblacion ecuatoriana del Altiplano:
HLA-G*01:08:02. Existen varios cambios en la molécula: en el dominio a3 (residuo
219, Arg—Trp), podria cambiar la interaccion de la molécula nueva con CDS8 y los
receptores LILRBs, es decir, de células presentadoras con linfocitos B, T, NK,

macrofagos, monocitos y células dendriticas.

5- Se ha encontrado un alelo nuevo HLA-G en una poblacién del Mar Caribe
(Republica Dominicana), HLA-G*01:20, con un cambio importante en el dominio 02
(residuo 178, Met—Thr) en una esquina de los bucles de la valva de HLA-G que puede
afectar a la interaccion con el receptor clonotipico de los linfocitos.

6- Se han observado alelos nulos HLA-G*01:05N en baja frecuencia en amerindios de

Centroamérica, Norte y Sur de Sudamérica.

7- Se han descrito doce nuevos haplotipos HLA-A-B-DRB1-G en amerindios.
Asimismo, se han encontrado cuatro nuevos haplotipos extendidos, sin HLA-G, en la

poblacién amerindia inmigrante en Madrid.

8- Las nuevas moléculas y los nuevos haplotipos que se han descrito, pueden tener una

relevancia en la fisiologia y patologia asociada a HLA y a HLA-G en amerindios.
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Anexos

ANEXO |. CUESTIONARIO PARA DONANTES VOLUNTARIQOS.

» Consentimiento informado del donante participante en el proyecto aprobado por la
comision de investigacion.

(CARA A)

CUESTIONARIO

Pais y ciudad de nacimiento:

¢Se inyecta insulina alguno de sus padres o hermanos?: Si No
¢Ha ganado peso desde que llegd a Espafia? (si procede Si No
¢ Cuanto?:

Paises y ciudades donde ha vivido en América (si procede):
¢ Cuénto tiempo hace que sali6 de su pais? (si procede):
Afio de llegada a Espafia (si procede):

¢Habla otra lengua ademas de espafiol?: Si No

¢ Cual?

A RELLENAR POR EL MEDICO:

1. Perimetro cintura - Altura - Peso -
2. Colesterol-HDL -

3. Tension Arterial -

4. Otros -

Nombre del Facultativo —

Consiento participar en este estudio epidemiologico para “Prevenir Riesgos vasculares y

del corazdn en la poblacion”, en Madrid a de_ de

Mercedes Enriquez de Salamanca Carrascosa 162




AnNexos

-
‘r‘ M Centro de Transfusion

SaludMadrid

(CARA B)

ESTUDIO PARA PREVENIR RIESGOS VASCULARES
Y DEL CORAZON EN LA POBLACION

El presente estudio es llevado por el Centro de Transfusion de Madrid,
gue depende de la Consejeria de Sanidad de la Comunidad. Su objetivo es
determinar la prevalencia de riesgo vascular y del corazén en la poblacion

de nuestra Comunidad.

Para ello se realizaran una serie de analisis y medidas antropomeétricas
(perimetro de cintura, altura, peso) en los donantes de sangre, que asi lo
consientan. Todos los datos obtenidos en el presente estudio seran
anénimos, sometidos a la Ley de Proteccién de Datos (LO 15/99 y LO

13/95) y se manejaran para obtener conclusiones poblacionales.

No obstante, si se encontrara una determinacién analitica alterada, se le
comunicard. NO SUPONE NINGUN ESFUERZO ADICIONAL A LA
DONACION DE SANGRE. SOLAMENTE SE LE MEDIRA A USTED LA
CINTURA Y SE REALIZARA LA DETERMINACION DEL COLESTEROL-HDL

en una de las muestras ya extraidas con la donacién de sangre.

Le rogamos que, si desea colaborar, rellene el cuestionario y firme el

consentimiento.

Firma del donante:
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ANEXO II. SIMBOLOGIA EN EL ADN Y CODIGO GENETICO.

Bases nitrogenadas ADN | Simbolo
Puricas
Guanina G
Adenina A
Pirimidinicas
Citosina C
Timina T
Ambigliedades Simbolo
A/C M
AlG R
5 AlT W
C/G S
C/T Y
GIT K
A/C/G Vv
3 AICIT H
AlIG/T D
C/IGIT B
4 A/CIGIT N
Segunda posicién
U C A G
Phe Tyr Cys U
U Ser ¢
Leu STOP STOP A
Trp G
E His Lé E
c C Leu Pro Arg p
:g Gln A 78
3 G |3
Q. U Qo
g lle Asn Ser c g
g A Thr . g
= Met s Arg G g
Asp v
G Val Ala Gly ;
Glu
G
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ANEXO Ill. INFORMACION SOBRE AMINOACIDOS

Aminoacidos Cadigo de tres letras | Cddigo de una letra
Alina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido Aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GlIn Q
Acido Glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \
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ANEXO IV. LISTADO DE ALELOS HLA-G EN LA ACTUALIDAD.

HLA-G*01:01:01:01
HLA-G*01:01:01:02
HLA-G*01:01:01:03
HLA-G*01:01:01:04
HLA-G*01:01:01:05
HLA-G*01:01:01:06
HLA-G*01:01:02:01
HLA-G*01:01:02:02
HLA-G*01:01:03:01
HLA-G*01:01:03:02
HLA-G*01:01:03:03
HLA-G*01:01:04
HLA-G*01:01:05
HLA-G*01:01:06
HLA-G*01:01:07
HLA-G*01:01:08
HLA-G*01:01:09
HLA-G*01:01:11

HLA-G*01:01:12
HLA-G*01:01:13
HLA-G*01:01:14
HLA-G*01:01:15
HLA-G*01:01:16
HLA-G*01:01:17
HLA-G*01:01:18
HLA-G*01:01:19
HLA-G*01:0120
HLA-G*01:0121
HLA-G*01:02
HLA-G*01:03:01:01
HLA-G*01:03:01:02
HLA-G*01:0401
HLA-G*01:04:02
HLA-G*01:04:03
HLA-G*01:04:04
HLA-G*01:04:05

HLA-G*01:05N
HLA-G*01:06
HLA-G*01:07

HLA-G*01:08:01
HLA-G*01:08:02
HLA-G*01:09
HLA-G*01:10
HLA-G*01:11
HLA-G*01:12
HLA-G*01:13N
HLA-G*01:14
HLA-G*01:15
HLA-G*01:16
HLA-G*01:17
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ANEXO V. ABREVIATURAS MAS FRECUENTES EN EL TEXTO.

aa Aminoécidos

AINE Antiinflamatorio no esteroideo

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNCc Acido desoxirribonucleico complementario
ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNt Acido ribonucleico transferente

ATP Adenosin trifosfato

AR Artritis reumatoide

BiP Proteina de unién de la cadena pesada de la inmunoglobulina
°C Grados centigrados

CCT Células transicionales

CHC Carcinoma hepatocelular

CIITA Class Il transactivator

CLIP Péptido de la cadena invariante de clase Il
D Desequilibrio de ligamiento

D’ Desequilibrio de ligamiento normalizado
DC Después de Cristo

dNTPs Deoxinucledtidos trifosfato

EICH Enfermedad de injerto contra huésped
EM Esclerosis multiple

EM’ Expectacion maximizacion

FH Frecuencia haplotipica

HLA Antigenos leucocitarios humanos

li Cadena invariante

IL Interleuquina

ISRE Interferon-stimulated response element

ITIM Motivo inhibidor inmunoreceptor basado en tirosina
Kd Kilodalton

KIR Receptores de células NK

LEIF Lupus eritematoso inducido por farmacos

LES Lupus eritematoso sistémico
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LIE
LILRB
LMP
Mb
mi
mM
MHC
MIC
MIIC
MPM
ng
NK

PCR
RAF
RE
rpm
SIDA
SNP
SHF
SSJINET
TAP
TBE
TCPH
TCR
TNF
™
UTR
VIH
VPH
B2-m
pl

Lesion intraepitelial escamosa

Receptores de leucocitos

Proteinas de bajo peso molecular

Millones de pares de bases

Mili litro

Mili molar

Complejo principal de Histocompatibilidad
Genes relacionados con la cadena de MHC de clase |
Compartimento de MHC de clase Il
Marcador de peso molecular

Nano gramo

Células Natural Killer

Valor estadistico de significacion

Pares de bases

Reaccion en cadena de la Polimerasa
Reacciones adversas a farmacos

Reticulo endoplasmatico

Revoluciones por minuto

Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida
Polimorfismo de nucle6tido simple

Sindrome de hipersensibilidad a fa&rmacos

Sindrome de Steven-Johnson / necrélisis epidérmica toxica.

Transportadores asociados a la presentacion antigénica

Tris borato EDTA

Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas
Receptor de la célula T

Factor de necrosis tumoral

Region Transmembrana

Region no traducida

Virus de la inmunodeficiencia humana

Virus del papiloma humano

2-microglobulina

Micro litro
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ANEXO VI. LISTADO DE ALELOS HLA-G EN LA POBLACION DE

ESTUDIO.

Alelos HLA-G (Cuatro

Alelos HLA-G (Seis

LS digitos de resolucion) | digitos de resolucion) FEUS EC BIITER
1 01:01 01:01 01:01:01  01:.01:01 Argentina
2 01:04 01:04 01:04:01  01:04:04 Uruguay
3 01:01 01:04 01:01:01 01:04:04 Ecuador
4 01:01 01:01 01:01:02  01:01:02 Bolivia
5 01:01 01:03 01:01:01  01:03:01 Peru
6 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 PerQ
7 01:01 01:06 01:01:01 01:06 Cuba
8 01:01 01:03 01:01:01  01:03:01 Paraguay
9 01:01 01:01 01:01:01  01:01:03 Pera
10 01:01 01:01 01:01:02  01:.01:17 Argentina
11 01:01 01:01 01:01:02  01:01:20 Guatemala
12 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 Perd
13 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 Colombia
14 01:01 01.01 01:01:02 01:01:02 Venezuela
15 01:01 01:01 01:01:01 01:01:01 Pera
16 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 Colombia
17 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 Argentina
18 01:.01 01.04 01:01:02 01.04:01 Ecuador
19 01:.01 01:03 01:01:01 01:03:01 Chile
20 01:03 01.04 01:03:01 01.04:01 Ecuador
21 01:03 01:06 01:03:01 01:06 Brasil
22 01:01 01:04 01:01:08  01:04:01 Uruguay
23 01:01 01:04 01:01:02  01:04:03 Colombia
24 01:04 01.04 01:04:04 01:04:04 Ecuador
25 01:03 01:04 01:03:01  01:04:01 Ecuador
26 01:01 01:01 01:01:07  01:01:08 Méjico
27 01:01 01:01 01:01:01  01:01:02 Ecuador
28 01:01 01:06 01:01:01 01:06 Uruguay
29 01:01 01:04 01:01:02  01:04:01 Ecuador
30 01:01 01:.01 01:01:01 01:01:.01 Ecuador
31 01:01 01:04 01:01:02  01:04:01 Colombia
32 01:04 01:01 01:04:01  01:01:19 | Rep. Dominicana
33 01:01 01:06 01:01:01 01:06 Rep. Dominicana
34 01:01 01:04 01:01:01  01:04:04 Colombia
35 01:.01 01:04 01:01:03 01:04:04 Colombia
36 01:01 01:04 01:01:01 01:04:03 Colombia
37 01:01 01:04 01:01:02 01:04:01 Ecuador
38 01:01 01:06 01:01:02 01:06 Brasil
39 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 Méjico
40 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 | Rep. Dominicana
41 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 Colombia
42 01:01 01:01 01:01:02  01:01:02 Perd
43 01:01 01:01 01:01:01  01:01:01 Argentina
44 01:01 01:05N 01:01:01 01:05N Argentina
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45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94

01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:04
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:06
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:04
01:04
01:01
01:06
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:04
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01

01:04
01:01
01:01
01:04
01:01
01:01
01:04
01:03
01:01
01:01
01:05N
01:04
01:03
01:01
01:04
01:01
01:05N
01:06
01:01
01:01
01:04
01:01
01:04
01:01
01:01
01:01
01:01
01:04
01:01
01:03
01:01
01:01
01:01
01:03
01:03
01:01
01:04
0101
01:01
01:03
01:01
01:04
01:06
01:04
01:01
01:04
01:04
01:04
01:01
01:04

01:01:02
01:01:02
01:01:01
01:01:03
01:01:02
01:01:02
01:01:02
01:01:03
01:01:02
01:01:01
01:01:02
01:04:01
01:01:02
01:01:01
01:01:06
01:01:01
01:01:08
01:06
01:01:02
01:01:01
01:01:02
01:01:01
01:01:02
01:01:01
01:01:02
01:01:02
01:01:02
01:04:01
01:04:01
01:01:15
01:06
01:01:08
01:01:02
01:01:01
01:01:01
01:01:01
01:01:02
01:04:01
01:01:01
01:01:02
01:01:01
01:01:01
01:01:02
01:01:08
01:01:01
01:01:02
01:01:02
01:01:08
01:01:01
01:01:08

01:04:01
01:01:03
01:01:01
01:04:01
01:01:02
01:01:02
01:04:01
01:03:01
01:01:02
01:01:06
01:05N
01:04:01
01:03:01
01:01:01
01:04:01
01:01:05
01:05N
01:06
01:01:02
01:01:20
01:04:01
01:01:01
01:04:01
01:01:01
01:01:02
01:01:02
01:01:02
01:04:01
01:01:02
01:03:01
01:01:01
01:01:20
01:01:02
01:03:01
01:03:01
01:01:01
01:04:05
01:01:08
01:01:01
01:03:01
01:01:01
01:04:03
01:06
01:01:20
01:01:01
01:04:01
01:04:01
01:04:01
01:01:01
01:04:01

Colombia
Colombia
Colombia
Colombia
Ecuador
Ecuador
Colombia
Ecuador
Bolivia
Uruguay
Nicaragua
Colombia
Ecuador
Ecuador
Ecuador
Brasil
Colombia
Colombia
Bolivia
Ecuador
PerQ
Peru
Ecuador
Colombia
Bolivia
Colombia
Ecuador
Colombia
Ecuador
Meéjico
Perd
Chile
Perd
Peru
Colombia
Argentina
Rep. Dominicana
Ecuador
Peru
Venezuela
Colombia
Ecuador
Ecuador
Ecuador
Bolivia
Ecuador
Ecuador
Colombia
Per
Colombia
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95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144

01:01
01:01
01:01
01:01
01:04
01:01
01:04
01:03
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:03
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01

01:04
01:01
01:04
01:01
01:04
01:01
01:06
01:01
01:01
01:04
01:03
01:01
01:03
01:03
01:04
01:01
01:01
01:01
01:03
01:01
01:04
01:01
01:04
01:04
01:01
01:01
01:01
01:04
01:04
01:04
01:04
01:01
01:04
01:04
01:01
01:01
01:04
01:01
01:01
01:01
01:04
01:01
01:01
01:04
01:01
01:01
01:04
01:01
01:01
01:01

01:01:01
01:01:01
01:01:01
01:01:01
01:04:01
01:01:02
01:04:01
01:03:01
01:01:02
01:01:01
01:01:01
01:01:03
01:01:02
01:01:03
01:01:02
01:01:02
01:01:01
01:01:02
01:01:01
01:01:01
01:03:01
01:01:01
01:01:03

01:04:03
01:01:01
01:04:04
01:01:06
01:04:01
01:01:02
01:06
01:01:06
01:01:06
01:04:04
01:03:01
01:01:03
01:03:01
01:03:01
01:04:01
01:01:17
01:01:02
01:01:02
01:03:01
01:01:05
01:04:04
01:01:03
01:04:01

Argentina
Colombia
Colombia
Ecuador
Colombia
Chile
Bolivia
Brasil
Ecuador
Colombia
Ecuador
Colombia
Ecuador
Colombia
Ecuador
Colombia
Colombia
Peru
Ecuador
Brasil
Bolivia
Peru
Colombia
Colombia
Ecuador
Ecuador
Ecuador
Honduras
Perd
Ecuador
Perd
Colombia
Ecuador
Bolivia
Ecuador
Perd
Colombia
Ecuador
Ecuador
Bolivia
Bolivia
Perd
Colombia
Rep. Dominicana
Chile
Perd
Ecuador
Colombia
Paraguay
Ecuador
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145
146
147
148
149
150
151
152
153
154

01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01

01:04
01:01
01:01
01:01
01:04
01:01
01:01
01:01
01:01
01:01

Ecuador
Mejico
Ecuador
Colombia
Rep. Dominicana
Colombia
Ecuador
Colombia
Ecuador
Peru

El simbolo - indica ‘no determinado’.
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ANEXO VII. CURRICULUM VITAE

Datos personales
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Situacion administrativa: Becario predoctoral

Dedicacion a tiempo completo
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Formacion Académica
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HLA-G polymorphism has been found to be relatively low in all world populations. In the present paper
two new HLA-G molecules are described in ancient American natives. A new HLA-G molecule from a
Ecuador Amerindian individual (male) showed four codon changes with respect to HLA-G*01:01:01.
Silent changes at 1 domain (residue 57, Pro, CCG — CCA) and o2 domain (residue 93, His, CAC — CAT
and residue 100, Gly, GGC — GGT) and one productive change in 3 domain (residue 219 changed from
Arg to Trp). This o3 change may dramatically alter HLA-G interactions with beta-2 microglobulin, CD8,

imﬁ;ns ILT-2 and ILT-4 ligands present in subsets of T, B, NK, monocytes, macrophages and dentritic cells.
Ecuader Another HLA-G new molecule was found in a woman from Hispaniola Island, Dominican Republic (Sto
Hispaniola Ts Domingo): it presented a silent change at o2 domain residue 107, Gly, GGA — GGT and non-silent change
HLA-G at residue 178, Met — Thr (with respect to HLA-G*01:01:01) which is close to class | molecule/clonotypic
HLA-G and populations T cell receptor interaction sites. Functional implications of these findings are discussed.

HLA-G function ® 2016 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights
HIA-G immune interaction reserved.
HLA-G ligands

ILT-2

ILT-4

1. Introduction BP). Studies on ¥ chromosome showed that more than one paternal

The First Native American are believed to have populated Amer-
ica coming from Asia through the Bering land bridge between
30,000 and 12,000 years before present (BP). These conclusions
have been based on cultural, morphological and genetic similari-
ties between American and Asian populations [1]. Both Siberia
[1] and Mongolia [2,3] have been put forward as the most approx-
imate places of Amerindians origin in Asia.

Greenberg et al. [4] postulated the triple migration theory for
explaining the Americas peopling on linguistic bases: Amerindians
(most North and South American Indians; 12,000 BP), Na-Dene
(Athabascans, Navajo, Apache; 8000 BP) and Eskimo-Aleuts {6000

* Corresponding author at: Departamento de Inmunologia, Facultad de Medicina,
Universidad Complutense, Pabellén 5, planta 4. Avda. Complutense sfn, 28040
Madrid, Spain.

E-muil address: amaizantonio@gmail com (A, Armaiz-Villena),

! These authors contributed equally for this work and the order of authorship is

arbitrary.

hitp: [jdxdoi.org/10.1016/j. humimm 201601006

founder haplotype arrived in America during different migrations
[5], probably from Siberia [6]. DNA nuclear studies have also been
carried out to ascertain the origin of First Mative American (Alu
insertions, [7]): three identifiable clusters of people are postulated,
reflecting the geographical distribution with only one wave of
immigration. Also, East Asian HLA genes have been found in the
Azores Island [8]; this is concordant with recent evidence showing
the spread of Chinese fleet around the world in 1421 [9]. Also, the
presence of South American peopling form Asia or Polynesia has
been suggested because HTLV-1 virus strain shared identical
sequences in Japan and in the northern coast of South America
[10] and some HLA alleles may have been introduced by the same
Trans-Pacific route [11]. This was also suggested by HLA genes
[12-14]. Finally, both genetic [8] and archaeological [15] evidence
suggests that two-way Tran-Atlantic traffic occurred before
Columbus discovered America; archaeologists in New Mexico have
recently found tools used 20,000 years ago in Spanish Solutrean
culture [15,16]. Other archaeological common tools to America
and Europe have been found [17].

0198-8859/ 2016 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc, All rights reserved.
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