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Manuel Rosal Sñnchnz Introducción

1.- COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPA-

TIBILIDAD (MHC)

1.1.-DefinkhSn de MMC

El. Complejo Principal de Histocompatibilidad(MMC; Major Histacompatibility

Complex) esun conjuntode genes,en sumayoríaaltamentepolimórticos,cuyosproductosse

expresanen la superficiede unagranvariedadde célulasy quesonresponsables,entreotros,

de la llamadarespuestainmune adaptativa.Seasumeque todaslas especiesde vertebrados

paseenun MHC (Klein, 1.986;Humphreysy Reinherz,1.994).

El MHC fue descubiertoen la décadade los 50 araíz del trasplantede un tejido de un

individuara otro. Dicha sistemacodifica unasproteínasdenominadas“antígenosMHO”,

responsablesdel rechazo o aceptaciónde un trasplante,aunqueno es ésta la función

primordial de estasmoléculas,sino la presentaciónde antígenos,para la respuestainmune

específica,mediadapor los linfocitos T (Brodskyet al., 1.996).

Las moléculasMHC actúancomo antígenos,al igual que las de agentesextraNos

patógenos(virus o bacterias),estimulandoa los linfocitos del receptor.Estos antígenoso

molétulasde superficiecelulardeterminan,de estamanera,si un tejido escompatibleo no en

el ámbito inmunológico,puestoque, en el segundocaso,puedenllegara producirunarápida

destruccióny rechazodel tejido injertado, siendoéstala causapor la que se les ha dado la

denominaciónde AntígenosPrincipalesde 1-listocompatibilidad(Klein, 1.990).

AdemásdelMHC existenotrosgenescuyosproductospuedenactuarcomoantígenos

de histacompatibilidad,si bienmuchomásdébiles,y que seenglobanbajo la denominación

comúnde antigenosmenoresde histacompatibilidad,de los que los másconocidosson el

sistema liii (histocampatibilidadhematopoyética)y el lacus denominadoMIs (Minar

lymphocytestimulant;locusmenorestimulantede los linfocitos).

Los genesMMC sonmuy palimórficos.Cadagenpuedepresentarsebaja la forma de

diversosalelas, cuyos productosdifieren par su capacidadpara unirse a y presentarcan

distintaeficaciadiferentesantígenosprateicos(Arnaiz-Villena, 1.993).Cadaindividuo puede

tenerdos alelosdiferentesparacadagen MHO, los cualesseexpresancodominantementey,

al- igual quela mayoríade los genes,seheredansegúnun patrónmendeliano.
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La forma en que estosgenesinfluyen en la respuestainmune quedadeterminadapar

la’ modulacióndel repertoriode célulasT madurasrealizadaporel mismoMHC, por lo queel

sistema inmunitario es capazde distinguir entre lo “propio” (las células y tejidos de su

organismo),lo “no propio” (patógenos)y lo “propioalterado”(tumores).

Tresson las característicasfundamentalesdelMI-IC:

Es poligénico:estáconstituidoporvariosgenes.

2.— Es polimórfico: cadalocus puedepresentarmultitud de formasalélicasdiferentes,

lo queimplica quela mayoríade la poblaciónesheterocigotaparacadagende estesistema.

3.- Presentadesequilibriode ligamiento: diferentesalelosde distintosgenesestánen

un mismo cromosomacon una frecuencia mayor a la teóricamenteesperadapar una

combinaciónaleatoria.

11.- Complejo Principal de Histocompatibilidad en humanos:

sistemaHIA

En la especiehumanael MHC recibeel nombrede sistemaHLA (HumanLeucocyte

¿Intigen,o Antígeno LeucocitarioHumano). Se localiza en un segmentocromosómicode

aproximadamente 4 millones de paresde basesde longitud (4 cM), que contiene,al menos

200 genes,pseudogenesy genestruncados(Cainpbelly Trowsdale, 1.993; Newell et al.,

1.994;Campbelly Trowsdale,1.997)y que seubicaen el brazocortodel cromosoma6, enla

partedistal de la banda6p21.3 (Lamm et al., 1.974; Ferrandoet al., 1.981; Sengeret al.,

1.993).El conjuntode genesdel MI-IC sehadividido en3 grandesáreas,atendiendoal origen

genéticoy funcionalidadbiológica de susproductosproteicos(Klein, 1.977;Klein, 1.990;

Brostofl’y Howell, 1.991;Trowsdaleet al., 1.991;Trowsdale,1.995).

El papel principal de los genesHiLA en la respuestainmune frente a antígenosfue

postuladoen 1.970 cuando se demostróque los linfocitos T específicosde antígenono

reconocíanantígenoslibres o en forma soluble, sino que reconocían fragmentosde las

proteínasantigénicasque seuníande manerano covalentea las moléculasde lILA. Puesto

que las moléculasliLA están asociadasa la membrana,los linfocitos 1 sólo pueden

reconocera los antígenosextraños si éstos están unidos a la superficie de las células

portadorasde HLA. Esta limitación en el procesode reconocimiento,por parte de los

linfocitos 1,eslo queseconocecomo restricciónpor el MMC.

3
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La asociacióndel antígenoconsegúnqué moléculaHLA determinaqué subpoblación

linfocitaria T va a ser activada.Así, los antígenosunidos a las moléculasHLA de clase1

estimulana los linfocitos T CD8+, mientrasque los unidosa las moléculasHLA de claseII

estimulanalos linfocitos T CD4+.

Las moléculasde HLA de las clases 1 y II representanentidadesestructurales

semejantes;esdecir,aunqueexistenmúltiplesgenesde ambasclasesdentrodel MHO, todos

sus productos tienen globalmentela misma estructura.En cambio, la región de claseIII

contieneun cúmulo bien diverso de más de 40 genescuyos productosgénicos muestran

heterogeneidadestructural,ademásde quecarecen,a diferenciade los productosde las clases

Ji y II, de la funciónestimuladorade linfocitos T.

La aplicación de técnicas de genética molecular ha permitido determinar la

organizaciónfisica de los loci del complejoHLA. El mapamás completoy recienteseha

publicadoen 1.997 (figura 1; Campbell y Trowsdale, 1.997) y en él sehan localizadoy

caracterizado,desdeel centrómerohastael telómerodel cromosoma6, al menos209 loci que

correspondenagenes,pseudogenesy fragmentosgénicosde las regionesde clasesII, III y 1.

1.2.1.-Antígenosde clase 1 del sistema fiLA

1.2.1.1. - Estructuramolecular

La estructurabásicade las moléculasMHO de clase1 ha sidobien establecidadesde

la publicaciónde la primeraestructuracristalinade una moléculade HLA-A2 (Bjorkman et

al., 1.987;Saperet al., 1.991).Dicha estructuracomprendeunacadenapesadaglicosilada(a,

de 45 Kd) asociadade manerano covalentecon la microglobulina~2,un polipéptidode 12

Kd codificadoen el cromosoma15 en el serhumano(Ploeghet al., 1.981; ver figura 2). La

cadenaa constade tresdominiosextracelulares[denominadosal (N-terminal), a2 y a3],

una región transmembranay unacola citoplásmica.Cadadominio extracelularcomprende

unos90 aminoácidosaproximadamentey todala regiónextracelularpuedeescindirsebajo la

acciónproteoliticade la enzimapapaina.Los dominiosconstade tresdominiosextracelulares

(denominadosal (N-terminal),a2y a3],unaregióntransmembranay unacolacitoplásmica.

Cada dominio extracelularcomprendeunos 90 aminoácidosaproximadamentey toda la

región extracelularpuedeescindirsebajo la acciónproteolíticade la enzimapapaína.Los

dominiosa2y a3 tienen,ambos,enlacesdisulfuro intracadenaqueenglobanasasde 63 y 86
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La variabilidadde las moléculasde clase1 setraduceencambiostopológicosen los

sitios de unión al péptido. Cadauno de estossitios, en forma de valva (o Peptide-Binding

(J’roove), tiene unaseriede depresionesdenominadas“peptide-bindingpockets” o bolsillos.

Lospéptidosunidos a la valvapuedenacomodarunao máscadenaslateralesaminoacidicas

enestosbolsillos.

1.2.1.2.-Regióncod</?cadora

La regiónde genesde histocompatibilidadde clase1 ocupaaproximadamente2.000

Kpb (figura 1) y abarcaunosseissubgruposde genescuyanomenclaturaserelacionaconel

ordencronológicode sudescripción,estructura,funcionalidady patrónde expresióncelular

(Lawlor et al., 1.990). Sus genes son de los más poliniórficos que se hanencontradoen la

Naturaleza (Parham, 1.989).

La regiónde clase1 humanacontiene,entre otros, tres loci, denominadosliLA-A,

HLA-B y liLA-O, que codifican los principalesantígenosde clase1 clásicos(o la; figura

4), y dentrodel sistemaFILA fueron los primeros en conocerse.

En la figura 5 serepresentaun gen de la cadena pesada de uno de estosantígenosy su

organizaciónen exonese intrones,junto con las secuenciasreguladorasconocidas.Son un

total de ocho exones(Malissenet al., 1.982), de los que el primerocodificaparaun péptido

líder de 24 aminoácidos,los exones2, 3 y 4 codificanpara los tres dominios extracelulares

al, «2 y «3 (Malissenet al., 1.982),mientrasque el dominio hidrofóbicotransmembranaes

codificado por el exón 5. El dominio intracitoplasmático se codifica por los exones 6, 7 y 8

en los antígenosHLA-A2, -A3, -A24 y -Cw3, y por los exones6 y 7 en los alelos

pertenecientes al locus IB{LA-B, en los que el octavoexón codifica sólo parala región 3’UT

(UnlYanslated; No Traducida).

El análisis comparativode todas las secuencias conocidas de clase 1 permite la

diferenciaciónde “zonasvariables”y de “zonashomólogas”:Hastael 80%de los cambios de

basesdentrode las primerasoriginacambiosaminoacídicos,mientrasque sólo lo hacenel

35% en las segundas,aún cuandola frecuenciade mutacioneses similar en ambaszonas

(Srivastava et al., 1.985). Se haconstatadoquelos exones20 y 30 son los más polimórficos,lo

cual es lógico si se considera que son los que codifican los dominios «1 y «2, que, por ser los

que conformanla hendidurade unión al antígeno,estánsujetosa gran variabilidad. En

cambio,el 40 exón,codificadordeldominio «3 (no implicadoenel reconocimientoantigéni-
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(O’Callaghany Belí, 1.998).FILA-E, conun péptidounido, seexpresaen la superficiecelular

e inhibe la lisis producidapor las célulasNK y mediadapor receptoresde NK tipo lectina

(CD94/NXG2A,B y O; Munz et al., 1.997;Llano et al., 1.998; Sasakiet al., 1.999).Puesto

quelas célulasNK lisan lascélulasinfectadaspor virus, queimpidenla expresiónnonnalde

las moléculasHLA, resultaríaqueliLA-E actuaríacomoun intermediario:cuandola célula

estásanasesintetizanproteínasFILA, entreellas FILA-E, quetienea sudisposiciónpéptidos

libres para unirlos y poderexpresarseen la superficiecelular, interaccionarcon las células

NK e inhibirías. Si la célula está infectada,por el contrario, se interrumpe este proceso

mediadorya queFILA-E esinestablesi no estácargadaconun péptidoy ocurrela citolisis.

HLA-F presentadoscaracterísticasquelo distinguennítidamentede los antígenosde

clase1 clásicos:la primeradeellases quepierdeel séptimoexónpor un procesode cortey

eliminacióndurantela maduracióndel ARNm, acausade unamutaciónpuntual.La segunda

característicaconsisteen la presenciade una región 3951’ inusual, caracterizadapor la

inserciónde una secuenciaaltamenteconservadadurantela evolucióny semejantea la de una

proteínaribosomal(Zemmoury Parham,1.992).

HLA-G presentala mismaorganizaciónexón/intrónqueel restode los genesde clase

1 y unade sus característicasmásresefiablesessu bajo polimorfismo.Hastala fechasólo se

han descrito seisaleloscodificantes(Oeraghtyet al., 1.987;Moraleset al., 1.993;Castroet

al., 1.996).Presentaun fuertedesequilibriode ligamientoconHLA-A (Morales et al., 1.993;

Suárezetal., 1.997).

FILA-O tiene un patrónde expresiónmuy reducido.Sólo se ha descritoun nivel de

expresiónconsignificadofisiológico relevanteen la placenta.La posibleexpresiónde genes

HLA de clase1 no clásicosfue sugeridapor primeravez en célulastrofoblásticas(Hunt et al.,

1.988; Hunt et al., 1.990). Posteriormente,se ha confirmadola expresiónde FILA-O en la

placenta(Kovatset al., 1.990;Ellis, 1.990;Wei y Orr, 1.990),aunqueotrosautores(Shuklaet

al., 1.990)detectaronFILA-O enel ojo y enel timo.

Mediantela puestaa punto detécnicasde detecciónmáspotentesseha establecidola

presenciade FILA-O en prácticamentetodas las células y tejidos, incluyendo las células

epitelialestímicas(Crisaet al., 1.997),tantode adultoscomo fetales,aunqueseha sugerido

que esta situacióncorresponderíaa unatranscripciónbasalsin significadofisiológico (Onno

et al., 1.994; Kirszenbaum et al., 1.994; Houlihan et al., 1.995).

En estegen sehandescrito mecanismosde maduración(“splicing”) alternativa de su

ARNm, por lo que la proteína FILA-O puede adoptar hasta cuatro formas distintas unidas a
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membranay dos formas distintas no unidas a ella, dandolugar a moléculasde FILA-O

solubles(esel llamado“HLA-O soluble”).

Puestoque el feto se puedeconsiderarcomo un “semi-injerto” (expresaantígenos

paternos, extraños al sistema inmunitario de la madre), es necesa4o un mecanismo previsor

del rechazo materno, y éste bien podría ser la ausencia de expresión de los antígenos HLA-A,

-B y quizás también -c en el tejido placentario. La expresión de HLA-G, al ser poco

polimórfico, no presentaalorreactivdadperse.Puesto que el trofoblasto, en contacto directo

con los tejidos maternos,expresaFILA-O en ausenciade otros antígenosFILA, se ha

propuestoqueFILA-O podríaserel protagonistadel fenómenode toleranciamaternahaciael

feto (Schxnidty On, 1.993),graciasasubajo polimorfismo.

SehapostuladoqueFILA-O funcionacomomoléculainhibidorade las célulasNK de

la mucosa uterina al unirse a los receptoresKIR de las mismas.Alternativamente,FILA-O

podríapresentarpéptidosa la célula 1 paraprotegeral trofoblastode infeccionesvirales o

transformacionesmalignas,igual quelos antígenosFILA de clase1 clásicoslo hacenen otros

tejidos(Diehl et al., 1.996).

Evolutivamente, la relación entre los genes clásicos y los no clásicos no está clara. El

estudio de los genes MHOen monos del Nuevo Mundo (MNM) sugiere que estos primates

no poseengenesclásicos,puestoque todoslos genesde clase1 descritosenestasespeciesse

asemejan más, en secuencia, a los genes no clásicos (Watkins et al., 1.990a; Watkins et al.,

1.990b; Watkins et al., 1.991). Se ha postuladoque los productosde estosgenespodrían

actuar como los de los clásicos, presentando antígenos a linfocitos T citotóxicos (LTC

CD8+), lo que implicaría que tanto los genesde clase1 clásicos,comolos no clásicos,no

constituiríangruposmutuamenteexeluyentesalo largo de la evolución.

1.2.1.4.- Otrassecuenciasnucleotidicasen la región declase1 delsistemaHLA

Además de los genes de clase 1, clásicosy no clásicos,en la regióndeclase1 sehan

descubiertotodaunaseriede secuenciasde ADN (figura4) quesehanclasificadoen:

a) Pseudogenes(FILA-li, -J, -K y -L; Oeraghtyet al., 1.992a).Tienendelecionesque
dan lugar acodonesde paroprematuros.

b) Genes truncados (HLA-16, -75, -80 y -90 (Geraghty et al., 1.992b). Presentan

homología, en una amplia longitud, con los genes de clase 1, pero carecen de la

secuencia génica completa.

c) Segmentos génicos (HLA-17, -21, -30, y -81). Son las secuenciasmáspequeñasy
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conun menorgradode homologíaconclase1.

d) Genesno HLA quemapeandentrode la regiónde clase1 (gende la cadena13 de la

tubulina, gen de la prolactina, gen de la hemocromatosis,entre otros). Pesea su

ubicación fisica, carecende función relacionadacon la presentaciónantigénica,

aunquemuchosde ellospodríantenerfunciónreguladora(le Bouteiller, 1.994).

1.2.1.5.- Proteínasreguladorasde los loci declase1

Los elementosreguladoresde clase 1 comprendendos regiones “inductoras”, los

elementos105y ay, por último, las cajasOCAAT y TATA (figura 5).

Inductor A: abarcados regiones,la región1 esun palíndromode 13 pb, homólogaal

sitio de unión del factor Nf-kB, descubiertooriginariamenteen el promotor de los genes

innunoglobulínicosy, másrecientemente,en otros genes,incluyendo132m, ITEN-¡3 e ]IL-2

(Drew et al., 1.995). La región II parececontenerun sitio de respuestaa AMPc y otro de

respuestaa los retinoles.

Inductor B: (Israel et al., 1.987) pareceejercer una inducción más débil que el

inductorA. Contieneunasecuenciade 11 pb conservada,aunquesedesconocesusignificado

fisiológico.

ICS: (Interferon ConsenseSequence; SecuenciaConsensodel Interferón) es

homólogoa los denominadoselementosde respuestaal interferón(IIRE; InterferonResponse

Element)encontradosenotrosgenesinduciblespor interferón.

CRE: (cAMP ResponseElement; Elemento de Respuestaal AMPe) ha sido

localizadoen la regiónII y tambiénen la regióna. A travésdeél ejercensuacciónalgunas

hormonas(insulina)y corticoides(hidrocortisona)disminuyendola expresiónde los genes

FILA de clase1 (Saji et al., 1.992)en los órganosdiana.Con estoselementosinteraccionan

los OREB (cAiMP ResponseElementRinding factor)o factoresde unión.

A partir de estoselementosexisten otros que actúancoordinadamente,definiendo

inductoresy silenciadoresatravésde los cualessecontrolala expresiónbasale inducible de

los genesde clase1, así como el diferentepatrón tisular y/o celular de expresiónde estos

antígenos(Maguireet al., 1.992); de estaformasepodríaexplicarel patróndeexpresióntan

restringidoy específicode los antígenosdeclaseIb.

El gen de la beta-2-microglobulinatambiénposeeelementosreguladoresdel mismo

tipo, lo que sugiereunacoordinaciónparalelacon la de clase1. Otro aspectointeresantede la
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regulaciónesque las células tumoralespierdenfrecuentementela capacidadde expresar

antígenosde clase1 (Blanchet et al., 1.992), motivada por la carenciade determinados

factoresproteicos(Nf-kB, KBFI) de unión a otrade estassubregiones(región1), los cuales

tambiénestánimplicadosenla regulación.

1.2.2.-AntígenosdeclaseU del sistemaHiLA

1.2.2.1.- Antecedenteshistóricos

El primerdatoque apuntóla existenciade estasmoléculasfue el descubrimientode la

respuestalinfoproliferativa en cultivos mixtos de linfocitos (Hirschornet al., 1.963)que no

presentabandiferenciasen susantígenosFILA de clase1. Posteriormentese atribuyó esta

respuesta linfocitaria a determinantesno detectadosserológicamente,viéndose estas

reaccionesentrehermanosqueeranFILA-A y -B idénticos(Bachy Amos, 1.967).Al sistema

de antígenosFILA implicado se le denominóHLA-D, viéndoseque era polimórfico. En

1.989,Dupont reconocióla existenciade 18 variantesde estosantfgenosmedianteestudios

serológicos.

Más tardeseidentificaronantígenosestrechamenterelacionadosconFILA-D, por lo

que se les llamó HLA-DR (D Related;Relacionadoscon D), medianteinhibicionesde la

respuestalinfocitaria en cultivos mixtos por suerosprocedentesde multíparas(van Leeuwen,

1.973) o individuos inmunizadoscon leucocitos.También se identificaron por reacciones

inesperadasde antisuerosanti-HLA-A o -B con célulasprocedentesde leucemiaslinfoides

crónicasde la estirpeB (Winchestery Kunkel, 1.979). Estos mismosestudiosdefinieron

antígenosquepárecenrepresentarespecificidadespúblicasdelos FILA-DR (Bodmer,1.978),

estableciéndoseposteriormenteque eran las nuevasseriesantigénicasDRS2/DR53 y DQ

(Tanigaki y Tosi, 1.982). A la vez que se discerníala estructuray polimorfismo de los

antígenosDR y DQ, sedefinió (Shawet al., 1.980a,b) unanuevaseriede antígenosFILA de

claseII responsablesde una respuestasecundariaaceleradaen cultivos mixtos linfocitarios

~DP).

1.222.- Estructuramolecular

Los productosde los genesde claseII (figura 6) son heterodimerosde cadenas

glicoproteicaspesadas(a) y ligeras(¡3) unidasde manerano covalente.Lascadenasa tienen
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rizo alfa helicoidal que forma las paredeslateralesde la mencionadahendidurade uniónal

antígeno(Brownet al.,1.988;Mayeretal., 1.992;Brown et al, 1993).

Los productosproteicosde los genesde claseII estánimplicadosen los fenómenosde

restriccióndel reconocimientoantigénicoporpartede los linfocitos T colaboradores(Th) o

0D4+. De hecho,la interacciónentreCD4 y lasproteínasdel MHC de claseII escríticapara

la activaciónde las células 0D4+ (Janeway,1.989; 1.991),las cualesestánimplicadasen

reaccionesdetrasplantey en un ciertonúmerode enfermedadesautoinmunes(Mignot et al.,

1.995;Vyse y Todd, 1.996).La distribución tisularde estosantígenoshistocompatiblesestá

limitada a células del sistema inmune (linfocitos B, macrófagos,linfocitos T activados)

presentadorasde antígenosforáneosa las células T colaboradoras,o a célulasque, sin ser

inmunocitos, son consideradasaccesoriasdel sistema inmune, tales como las células

epidérmicasde Langerhansy las célulasdendriticastímicas(Kaakineny Hirschberg,1.977).

La determinaciónde la primera estructuraMHO de clase II empleó un amplio

conjuntode técnicascristalográficas(Brown et al., 1.993).Los estudiosquesiguieron,acerca

de los complejospeptídicosasociadosa estasmoléculasMIRO de claseII establecieronlas

reglaselementalesparala uniónde péptidosfuncionales(Stemy Wiley, 1.994;Ghoshet al.,

1.995;Fremontet al., 1.996). Dichosestudiosdemostraronque las moléculasde claseIII se

plieganformandoun surco análogoal declase1, formadoa partir de la hélice a O-terminal

de los dominiosal y 132. La basesubyacenteal surcoseforma por las hebras13 N-terminales

de cadadominio. El polimoifismo seconcentraen esesurco y susinmediaciones,tal como

ocurreen clase1.

En 1.996Johanseny colaboradoresvieron,al estudiarlos sitios de uniónde moléculas

FILA-DQ, que los residuospolimórficos,tantode la cadenaalfacomode la betadeterminan

la especificidadde la uniónpeptídica,peroquees, en último término, el polimorfismo de la

cadenabetael queparecedesempeñarel papelmásimportante,no sóloenFILA-DQ, sinoen

todala familia de productosgénicosde HLA de claseII.

En la cadenaDRIB existenciertasposicionescuya conservaciónes fundamentalpara

que la moléculaadopteunaestructuray funcionalidadcorrecta.De forma panicular,dichas

posicionessonimportantespara:

a)Quela moléculaseacapazde adoptarlaadecuadaestructuraplegadaparaformar la

hendidurade presentaciónantigénica (por medio del enlace disulfuro entre las

cisteinasde lasposiciones15 y 79; Kaufinanetal., 1.984;Brown et al., 1.993).
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b) Queseacapazde controlarla complejidadde los péptidosprocesadosy asegurarla

estabilidaddel heterodímeroct/13. Paraambasfuncioneses de importanciacapital el

residuode la posición 86. Se ha visto (Demotzet al., 1.993)que la variaciónnatural

del residuo 86 de la moléculaDR13 es un mecanismoque regula la cantidady

complejidadde los péptidospresentadospor lasmismas,al incrementar(porglicina) o

disminuir(porvaina)la pennisividaddeestasmoléculasparala uniónde los péptidos

procesados.Simultáneamente(Verreck et al, 1.993), se vio que los haplotipos

codificadoresde las cadenasDR13 con unavalinaen la posición 86 expresanmayor

cantidadde heterodimerosestablesque los haplotipossimilaresqueexpresancadenas

DR13 con una glicina en esa misma posición. Aunque se han encontradootras

sustitucionesaminoacídicasen el supuestositio de unión al péptido de las cadenas

DR13 investigadas,sólo el dimorfismovalina./glicinaes el único que se correlaciona,

respectivamente,conlos fenotipos“estables”e “inestables”observados.

e) Se ha visto, medianteexperimentosde difracciónde rayosX que las moléculasde

claseII cristalizanen forma de dimerosde heterodimerosa/fr Ambosheterodimeros

semantienenunidospor la estabilidadqueles confierela existenciade dos interfases

de unión, situándosecadaunade ellas, respectivamente,en los dominios 131 y 132.

Dichosdominiosposeencienosresiduosantinoacidicossusceptiblesde dar lugara las

dos interfases.Estosresiduosson,en la primerainterfase,los de las posiciones49, 50,

51,52y 55, y en la segunda,los situadosen las posiciones105, 111, 112, 114, 142,

143 y 162. Tres de estossieteaminoácidos,Hl 11, Hl 12 y E162, interactúancon

residuosdel dominioproteicoa2paraformartrespuentessalinos.

d) Dado que las moléculasMhc-DRB no actúanaisladamente,sino quesu unión a

antígenoses unaetapanecesariaen la inducción de ciertasrespuestasinmunitarias

subsiguientes, tales como la activación de linfocitos T cooperadores (Th),

caracterizadospor expresar en sus membranas citoplasmáticas la molécula

correceptora0D4 (Janewayy Bottomly, 1.996;Huangetal., 1.997),sehacenecesario

que las moléculas de DR~ tengan ciertos residuos esencialespara la correcta

interacción con el correceptor (figura 7), identificados como las secuencias

aminoacidicas134-148 y, en menor grado, la 138-152,ubicadastodasellas en el

dominio 132 (Kdnig et al., 1.992;Oammarotaet al., 1.992;Fleuryet al., 1.995).
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1.22.3.- Regióncod~/¡cadora

La regiónde claseII abarcahastaunas1.000Kpb deADN y el ordende los distintos

loci queda reflejado en las figuras 1 y 4, encontrándoseaquí diferentestipos de genes

funcionales:los quecodificanparalos antígenosde claseII (subregionesde}{LA-DP, -DQ y

-DR que, a su vez, están integradaspor vanos genes; Oampbeíl y Trowsdale, 1.993;

Campbell y Trowsdale, 1.997; Beck y Trowsdale, 1.999), y los que los hacenpara otras

proteínas que son importantes en el procesamientoantigénico. Posteriormente se

descubrierony caracterizaronotros antígenosde esta misma clase, que conforman las

subregionesHLA-DM, -DN y -DO (Trowsdaley Kelly, 1.985;Tonnelleetal., 1.985;Kelly et

al., 1.991). Cadauno de ellascuentacon, por lo menos,un genpara la síntesisde la cadena

pesada(a) y otro parala cadenaligera(13) que, en lo sucesivo,sellamarán,respectivamente,

A y B. Sonunaexcepcióna estaregla los genesde la subregiónDN¡DO. Seha constatadola

existenciade proteínasa codificadaspor el genDN, pero no de cadenas13, mientrasque,

contrariamente,el genDO escapazde sintetizarcadenas13 perono proteínasa.

Desdeun puntode vistaestructuraly, al igual que ya ha quedadoplasmadoparalos

genesdeclase1, en claseII tambiénhay unacorrespondenciaentrelos exonesgénicosy los

dominiosde las proteínasmaduras(Anderssonet al., 1.987). En la figura 8 se muestraun

esquematípicode los genesay 13 de claseII.

Para las cadenasa hay cinco exones(1-5), a partir de los cualesse sintetizanel

péptido líder(exón 1); los dominiosal y ct2 (exones2 y 3, respectivamente),el péptidode

conexión,la región transmembranosa,el dominio citoplasmáticoy parte de la región 3<UT

(exón4). El exón 5 codificaparael restode la región3951’. Hay algunasvariacionesen los

genesde las distintassubregionesy así,por ejemplo,el ARNm de DQA1 tiene unalongitud

diferentede los ARNm quesedetectanen el restode los genes.En el genDNA el codónde

paroselocalizaenel exón5.

De maneraparecida,las cadenas¡3 de claseII secodifican por seis exones;un exón

parael péptidolíder, dosexonespara los dominiosproteicos131 y 132, y un cuartoexónpara

el péptidode conexión,el dominiotransmembranosoy partedel dominio intracitoplasmático.

No obstante,el restodel dominio intracitoplasmáticosecodificaen,por lo menos,dosexones

más,conalgunavariaciónenlas distintassubregiones.

19





IIn....aiAncnICAnMae ¡nhn,tn,’riAn

DPB1 tienenla estructuratípicade las cadenas13 de claseII, aunqueexistenevidenciasde

algunoshaplotiposcon distintos patrones de procesamientoque dan lugar a diferentes

dominios intracitoplasmáticos.Los otros dos genesde esta región,DPA2 y DPB2, parecen

serpseudogenes(Serveniusetal., 1.984),pesea queconservanintactasusecuenciagenética,

desconociéndosela causade estacarenciade expresión;en el casoconcretode DPA2 seha

propuestoque la mayor partedel segundoexón estaríareemplazadapor la inserciónde una

secuenciarepetitivaen el intrón 1, originandoasí un péptido líder carentede funcionalidad

(Radleyetal., 1.994).

En la subregiónHLA-DN/DO los genesHLA-DNA y HLA-DOB se localizaronpor

electroforesisde campo pulsantey estos estudiosdemostraronque el gen DNA se sitúa

próximo a la regiónDP (Trowsdaley Kelly, 1.985),mientrasque el genDOB (Tonelleet al.,

1.985)estámás próximo a la regiónDQ. La distanciaentreDNA y DOB essuperiora 100

Kpb, apesardelo cual secreeque formanheterodimerosa/j3 (Karlssonet al., 1.991).Pesea

que la función fisiológica de estos genesse desconoceaún, se cree que, al menos,DOB

podríaserun reguladorde la cargapeptidicade los antigenosde claseII mediadapor FILA-

DM (Liljedahl et al., 1996), y recientementese ha demostradoqueejerce unamodulación

negativa(van Haniet al., 1.997).

Los dos loci DMA y BMB de la subregiónHLA-DM se sitúan entre los loci DNA y

DOB (Kelly et al., 1.991), separadospor 7,5 Kpb. Su polimorfismo pareceser limitado

(Bodmeret al., 1.994)y la comparaciónde su secuenciaconla de los genesde las clases1 y

II los sitúaen unaposición intermedia(Kelly et al., 1.991). Así mismo,la estructurade sus

productosproteicoses algodiferenteala del restode los antígenosde claseII (Gruneberget

al., 1.997): codifican paraun productoheterodímeroct/¡3 integral de membrana,de 261-263

aminoácidos,no detectadoen la superficiecelular. La estructuraproteicade estedimeroes

algo diferente a la del restode los antígenosde claseII, puestoque, aunquelos dominios

proximalesa la membranapertenecena la superfaniiliaIg, los dos dominiosmás externos

contienenaminoácidosquepuedenformarmúltiplespuentesdisulfuroquedaríanlugarauna

conformaciónsumamenterígida y probablementecerrada.Estosgenesposeenuna función

relacionadaconla presentaciónantigénicamediadaporclaseII (vé~se1.4.2).

En la subregión HLA-DQ se han visto cinco genesdiferentes: DQA1, DQBl,

DQA2, DQB2 y DQB3. Los genesfuncionalesdeestasubregiónsonDQAl y DQBl (Okada

et al., 1.985;Korman et al., 1.985),que sedisponencabezaconcabezay, hastael momento

presente,no hay evidenciade que los otros tresgenesseexpresen,a pesarde queDQA2 y
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DQB2 (Jonssonet al., 1.987)poseensecuenciasintactasy no haydatosqueapuntenhaciasu

posible naturalezapseudogénica.DQB3 ha sido descubiertoposteriormente(Ando et al.,

1.989)perono hayevidenciasde queexpreseun productoproteico.DQB1 tiene un dominio

citoplasmáticomáscorto queDQAl al haberperdidosu quinto exón comoconsecuenciade

un procesode cortey eliminacióndurantela maduracióndelARNm (Radleyet al., 1.994).

Respectoa la subregiónliLA-DR (Spieset al., 1.985;Rollii et al., 1.985;Meunier

et al., 1.986)hay dosgenesDRJ3expresadosen la mayoríade los haplotipos(DRB1 y DRB3

o DRiB4 o DRB5)y un númerovariablede pseudogenes.Unaexcepcióna estosdatosson los

haplotipos DRí, DR8 y DRiO en los que sólo pareceexpresarseun gen (DRBl). Los

pseudogeneshan sido así definidos por presentardelecioneso codonesde paro (DRB2,

DRB6, DRB7, DRiBS y DRB9) pero seconsideraque puedentenerun papel importanteen

mecanismosdeconversióngénicay no sesabesi sontotalmenteafuncionales.

1.2.2.4.- GenesquecodWcanotrasproteínasdistintasde los antígenosdeclaseJI

En posicióncentroméricaa HILA-DP existeun grupo de genesque incluyenuno para

la síntesisde colágeno(del tipo 1 1A2) y otroscinco genesde funcióndesconocida(Thomas

et al., 1.991)cuya posiblerelacióncon el MHC estápor esclarecer.Un segundogrupo de

genesselocalizaentrelos loci HLA-DNA y -DOB y puededividirseentrescategorías:

1.- Los queno tienenrelaciónaparenteconel sistemainniunitario(1111403,homólogo

aun gende Drosophilaquecontrolala esterilidadde las hembras;Beckaal., 1.992).

2.- Un conjuntode genesque codificanproteínasinvolucradasen el procesamientode

los antígenospor intervenir en el transportede péptidos haciael retículo endoplasmático

(TAPI y TAP2; Transponerassociatedwith AntigenPresentation;Transportadorasociado

con la Presentacióndel Antígeno; Trowsdaleet al, 1.990;Spiesy de Mars, 1.991;Powis et

al., l.992a,b). Pertenecena la familia de transportadoresABC, que sonproteínasquemedian

la traslocación,dependientedela hidrólisis deATP, atravésde las membranascelularespro-

y eucarióticas,de unagranvariedadde moléculas,tanto orgánicascomoinorgánicas.Sehan

detectadoen la membranadel retículoendoplasmáticorugoso,dondeforman heterodímeros

TAP1/TAP2 unidosno covalentemente,de los cualesseha postuladoqueestañanformados

por 8-10 dominioshidrofóbicosembebidosen la membranadel retículo con los dominios

dependientesde ATP orientadoshaciael citoplasma(Koopmannetal., 1.997).

3.- Genesimplicadosen el procesamientoantigénicoporsucondiciónde subunidades

de los proteasoma(LMP2 y LMP7; Low Molecular weight Protein; Proteínade Bajo peso
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Molecular;Glynne et al., 1.991;Trowsdaleet al., 1.991;Kelly et al., 1.991). TAPI y LMP2

compartenel mismo promotorde transcripcióny, además,presentanelementosreguladores

que coordinansuexpresiónantediferentesestímulos(Wright et al., 1.995). La existenciade

elementosreguladorescomunesentrelos genesFILA de clase1, genesTAP y genesLMP

hacepensaren un mecanismoreguladorcompartidodel aumentode expresiónde genesde

clase1 con los implicadosen su transporte.Al igual que TAP y las proteínasde clase1, la

expresiónde LMP2 y de LMP7 es inducible por el interferóny ([FN-y; FrUh et al., 1.994;

Groettrupetal., 1.996).

1.22.5.- Elementosreguladoresen la regiónde claseJI

Al menosse han descrito cuatro regionesque controlan su expresiónde manera

constitutiva,los llamados“elementosreguladoresenci?, que son las cajasW/Z/S,XI, 5(2 e

Y (figuras 8 y 9), que son responsablesde la mayoríade los aspectosreguladoresque

conciernenalos genesde claseII (Rohnet al., 1.996).

1.- La caja W/Z/S se localiza en las 30-40 pb anterioresa la caja X. Contienelos

subelementosZ y 5. Pareceque estacajainducela transcripción,mediadaporJFN-y(Vilen et

al., 1.992).Más tardese describióqueel subelemento5 seuneal factorRFX (Jabrane-Ferrat

et al., 1.996).

2.- La cajaXl esun motivo de 14 pb al cual seuneel factor proteicoRiFX (Reithet

al., 1.988).

3.- La cajaX2 tiene unalongitudde 7-8 pb y, comoelementoregulador,susecuencia

se solapa con Xl. Muestra homología con los CRE (Cyclic-AMP ResponseElements;

Elementosde Respuestaal AMP cíclico). A esta cajase une el factor proteicoX2BP (X2

RindingProtein;ProteínadeUnión a5(2; Hasegaway Boss, 1.991).RFX y X2BP cooperany

seuneestrechamentea las cajasX y ambosconfierenestabilidadal complejoADN-protelna

queseforma (Morenoet al., 1.995).

4.- La caja Y se localizaentre40-160 pb del lugar de inicio de la transcripción.

ContieneunasecuenciaCCAAT inversa.A estacaja se une el complejo heterotrñnérico

llamadoNF-Y, queactúacomoreguladorpositivo(Sinhaet al., 1.995;Ronchietal., 1.995)y

el factor YB-l, queparecemodularel efectoinductordel [FN-y(Tinget al., 1.994).

Estascuatrocajasqueacabande serexpuestasparecenhallarsepresentesen todoslos

promotoresde los genesde claseII y, ademásde ellas,existenotroselementosreguladoresde
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enla regulaciónde estosgenes(Changetal., 1.994;Steimleet al., 1.994).La regulaciónde la

expresiónde las proteínascodificadaspor los genesde claseII tambiénselleva acaboanivel

post-transcripcional.Se han descrito al menosdos proteínas que interaccionancon las

regiones3’IJT del ARNm de FILA-DRA (del Pozzoet al., 1.994) y estainteracciónparece

condicionarla cantidadde mensajeroque setraduceaproteina.

1.2.3.-AntígenosdeclaseIII del sistemaHILA

Son genesfuertementeligadosquese sitúanfisicamenteentrelos genesde claseII y

los de clase1, a lo largo de unas800 Kpb de longitud. Dirigen la síntesisde unas40

proteínas,algunasde ellas relacionadascon funcionesinmunitarias,entrelas quehay que

destacaralgunoscomponentespolimórticosde la cascadadel Complemento(FactorB -FB-

C2 y C4), los Factoresde NecrosisTumoral (TNF-ay TNF-13; lXimor NecrosisFactor)y el

genparala Hsp-70 (Heat shockprotieno Proteínade choqueténnico).Aunque estosgenes

compartenla misma localizaciónfisica que los genesde las clases1 y II, su carenciade

relacionesevolutivas,funcionalesy estructuralescon ellos, haceque algunosautoresno los

clasifiquencomopertenecientesal sistemaFILA (Klein, 1.990).

1.3.-La región de unión al p¿ptido

Ya se ha comentadoanteriormente(véanse 1.2.1.1 y 1.2.2.2) que las proteínas

antigénicasMHC de las clases1 y II se plieganformando,en su parte superior,un surco

longitudinal alargadoy profundo, en cuyo interior debequedar emplazadoel fragmento

antigénicoprocesado.En unamoléculade MHC, sólo estaregiónde la mismaescapazde

interaccionary unirse a los antígenos,y por esose la llamaregión ABS (Antigen Binding

Site, o Sitio de Unión al Antígeno)o PBR(PeptideBindingRegion,o Regiónde Unión al

Péptido). El restode la moléculaMHC, que proporcionasoportefisico al ABS y lo unea la

membranacelular, es la región no-ABS. Una salvedada lo inmediatamenteexpuestolo

constituyela regiónexternaal ABS del dominio 131 en lasmoléculasdeMHC de claseII, la

cualescapazde unirsea los superantígenos(Jardetzkyet al., 1.994).

Pese a los caracterescomunes,esta hendiduradifiere sustancialmente,tanto en

propiedadescomo en rasgos fisicos, en una y en otra clase de antígenos de

histocompatibilidad(Brown et al., 1.988).
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unión peptídicaha comenzadoya a ser ensayadaen el diseñode nuevosligandos MHC, de

naturalezano peptidica,capacesde mimetizaraspectosde la uniónpeptidica(Weiss et al.,

1.995;Bouviery Wiley, 1.996).

En las moléculasdeclase1, son 14 los residuosaminoacídicosimplicadosen la unión

al péptido,y son los situadosen lasposicionespolimórficas9, 24, 45, 66, 67, 70, 74, 77, 80,

95, 97, 114, 116 y 156 (Parhamet al., 1.988); sólo un aminoácidopareceresponsablede la

interacciónconel receptorde la célula T (TCR; T Cdl Receptor), que esel que ocupa la

posición65; además,haycuatroaminoácidoscapacesde interaccionarconel conjuntoTCR-

péptido,y sonlos ubicadosenlas posiciones62, 69,76 y 163.

1.3.2.-PBRde lasmoléculasdeclaseII

En las moléculasde claseII los dominiosdistalesal/Dl formanla valva de unióndel

péptido,queconsisteenuna lámina[3formadaporochohebrasantiparalelasy flanqueadapor

dos regionesen hélice a(figura 12). La región helicoidal del dominio al presentaun

extremo-NH2 terminal encadenaextendiday suextremo-COOH terminalsepliegahaciala

basede la valva. Estapeculiaridadhaceque el sitio de uniónal péptidomuestrelos extremos

abiertosy en él sepuedenacomodarpéptidosmayoresy de longitudmásheterogénea(12-28

aminoácidos)que los que se unena las moléculasMHC de clase1, ademásde no tenersus

extremosancladosa la estructuradel heterodímero,sobresaliendofuera de la molécula

~Rudenskyet al., 1.991; Chicz et al., 1.992; Rudensky et al., 1.992; Stem et al., 1.994;

Rammensee,1.995).

Estudioscristalográficosde difracción de rayos X del heterodimerohumanoHLA-

DRí (DRA, DRBI*O1O¡; Stemet al., 1.994)unidoa un péptidoantigénicoprocedentede la

hemaglutininaHA del virus de la influenza[formadopor la secuenciade aminoácidos306-

PKYVKQNTLKLAT-318; figura 12; (Jardetzkyet al., 1.990;Rothbardy Get’ter, 1.991)] han

mostradoque el PBR de las moléculasde claseII tiene un bolsillo principal, llamado “1”,

ademásde otroscuatrominoritariosquese denotancomo“4”, “6”, “7” y “9”. Estosbolsillos

estándestinadosal alojamientode cadenaslateralesde los aminoácidosde la estructura

antigénicareconocida.Muchosde los residuosque delineanestos bolsillos son altamente

polimórficos, y este polimorfismo es, probablemente,responsablede las diferentes

especificidadespeptídicasde lasdistintasproteínasdeclaseII.
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sustituciónde Thr3l3 por alaninaaumentala afinidad de unión (Jardetzkyet al., 1.990;

Hammeretal., 1.992).

La cadenalateral de la leucina314 de PtA seacomodaen un bolsillo no muy hondo

(el “7”) a lo largo de la hélice de la cadena[3,peroesteaminoácidosólo estáparcialmente

incrustadoental bolsillo. No parecequeestebolsillo contribuyade maneraprotagonistaa la

especificidadpeptidicadeFILA-DRí, peropuedeserimportanteen otrosalelos.

La moléculade leucina 316 se acoplabien en un pequeflobolsillo hidrofóbico (el

llamado“9”), en el queparecequelos residuoshidrofóbicosson mejoraceptadosquelos de

otra naturaleza.

En general, los cuatro bolsillos minoritarios son más pequeños,menosprofundos,

menoshidrofóbicosy máspermisivosen las cadenaslateralesqueacomodan(Hammeret al.,

1.992). Junto con el requerimientode un gran residuo hidrofóbico en el bolsillo “1”, las

preferenciasde uniónen estoscuatrobolsillos menoresparecendeterminarla mayorpartede

la especificidadpeptidicade HLA-DRI.

Otrasvarias cadenaslateralesdelpéptidode HA contactanconHLA-DR1 pero no se

unenabolsillos,aunquepuedencontribuir,no obstante,a la uniónpormediode interacciones

conlos residuossuperficialesde LILA-DRI.

A la moléculade HILA-DRí puedenunirseun grannúmerode diferentessecuencias

peptídicascon alta afinidady las interaccionesdesfavorablesen uno o en másbolsillos

puedencompensarseconinteraccionesfavorablesen otroslugaresdelpéptido.

En cuantoa losaminoácidosintegrantesdel PBR,seha vistoqueen los loci DQA son

un total de 16 yocupanlas posiciones26, 28, 35,41, 51,53, 54, 56, 57, 62, 66, 69, 70, 73, 76

y 77. En los alelos de DQB hay un total de 10 aminoácidosintegrantesdel PBR, y son los

quesesitúanenlasposiciones28, 30, 37, 38, 57, 61,67,70,71 y 74. En los lóci de DRB esta

función atañea los 16 aminoácidosencontradosen las posiciones9, 11, 13, 28, 30, 37, 38,

57, 61, 67, 70, 71,74,78, 82 y 86 (Anderssonetal., 1.991;Zhu etal., 1.991;Sigurdardóttiret

al., 1.992). El plegamiento de la proteína para rendir una determinadaconformación

tridimensionales lo que permitequeestosaminoácidosseencuentrenfisicamentepróximos,

pesea que,entérminossecuenciales,puedenestarrelativamenteseparados.

Los codones que codifican los aminoácidosdel PBR están sujetos a cambios

mutacionalesque pueden ser de naturalezasinónimao no sinónima. Diversas fuentes

(Hughesy Nei, 1.988; Hughesy Nei, 1.989;FIugheset al., 1.996a)han comprobadoque en

estaregiónhay un predominiode las sustitucionesno sinónimas,lo queconstituyeun hecho
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de grantrascendenciade caraaafrontarel estudiodel polimorfismoy de la evoluciónde los.

genesMHC-DRB, comoseveráen otrosapartadosdeestetrabajo.

1.3.3.-Interaccionesdel PBRde los antígenosdeclaseII conel TCR

El receptorde lascélulasT reconoce,de caraasuunión,elementosmolecularestanto

de I{LA-DR1 comodel péptidoderivadode HA (Stemet al., 1.994). Algunos residuosdel

complejo }{LA-DRl/péptido que puedeninteraccionarcon el TCR han sido identificados

medianteestudiosde mutagénesis.Lassustitucionesde los residuosdel péptidodeHA, cuyas

cadenaslateralesno estánincrustadasen los bolsillos definidos con anterioridad(Lys3O7,

Val309,Lys3 10, Asn3l2y Lys315), o lasde los residuosLILA-DR que formanel punto más

elevadode la estructura(Leu [367,ClIn ¡370 y Arg [371;1.991;Coppinet al., 1.993),alteranel

reconocimientodel complejo por varios clones celulares T. Todos ellos son residuos

expuestosy su sustitución alterarla directamente la superficie del complejo LILA-

DRí/péptidoque interactúaconel receptorde las célulasT.

Lassustitucionesde los residuosocultostambiénpuedenalterarel reconocimientode

las células T, al habersevisto que la sustituciónde los residuosquecorrespondena lILA-

DRI [330(Boehnckeet al., 1.993)y ¡386 (Onget al., 1.991;Newton-Nashy Eckels,1.993)o

de los residuospeptidicos que se asociancon la Tyr3O8 (Busch et al., 1.991) alteran el

reconocimientode las célulasT conefectosmínimosen la unión peptídica.La localización

de estosresiduosen regionesocultasde la estructuramolecularsugierequesu sustitución

debetenerun efectoindirecto,por alteraciónde la superficieque contactadirectamentecon

el TCR. En principio, cualquieralteraciónen el sitio de uniónpodríacomunicarseal lCR a

travésdel péptidounido.

Paralelamentea estos estudios,Kuchroo y colaboradores(1.994) determinaronla

identidadde los aminoácidosque, tanto en el TCR, comoen la moléculaMHC de clase11

murmna interaccionabanpara formar un complejo unido. Los análisis que llevaron a cabo

subrayaronla importanciade los residuos144 (Trp) y 147 (1-lis) en la moléculade TCR, y de

los residuos145 (Leu)y 148 (Pro)en la estructurade MHC de claseII (lA5).
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1.3.4.- Comparación de las unionespeptídicas de los PBR de las clases1 y II

Pesea las semejanzasestructuralesque los PBRde las moléculasde claseII guardan

conlos de clase1, parecenhaberevolucionadoparaunir péptidosde maneramuy diferentea

como lo hacen estos últimos. Las proteínasde clase II se unen a péptidos de longitud

aparentementearbitraria,usandoresiduosconservadosdistribuidos a lo largo del sitio de

unión, el cual establecepuentesde hidrógenocon la cadenaprincipal del péptido unido, en

todasu longitud. La conformaciónde los péptidosunidosalas moléculasdeclasefi parece,

generalmente,estarrestringida.

En el extremo N-terminal del sitio de unión de la moléculade clasefi, unacorta

cadenaextendidapermitela formacióndepuentesde hidrógenoentrelos residuosde FILA y

el péptido, y orienta las cadenaslaterales de HLA de -tal manera que no interfieren

estéricamenteconlos extremos14-terminalesdelpéptido.

¿Porqué sehan adaptadode maneratan distinta las estructurasde clase1 y las de

claseII? Los antígenosde claseII seunena péptidosqueencuentranen los compartimentos

endosómicoo lisosómico en los que ocurrenprocesosproteolíticos,y su capacidadpara.

unirsea péptidoslargosque seextiendenpor fuera de los extremosde la valva de unión

permite la posibilidad de que ocurra un desplegamientoparcial y un procesamiento

proteolíticodel antígenomientrasésteaúnse halla unido a la molécula MIRO de claseII

(Stemet al., 1.994). Por el contrario, las proteínasde clase1 se unen a péptidos en las

cisternasdel retículo endoplásmicoy puedenhaber evolucionadopara unirse a péptidos

cortosa travésde unacoevolucióncon la maquinariaproteoliticaquegenerapéptidosen el

citoplasma,o contransportadoresquetransportanpéptidosal retículoendoplásmico.

A pesarde las diferenciasen la unión peptidicaentreambostipos de moléculasde

histocompatibilidad,suafinidadde uniónes similar,siendosusconstantesde disociacióndel

ordende nanomolar.El PBRmáslargode las moléculasde claseII suponeunasuperficiede

contactomayor, ofreciendo la posibilidad de requerir una especificidadmenor en cada

contacto.
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1.4.- El sistemalILA: procesamientoantigénicoy presentación

De manerageneral,las moléculasde HIJA de clase1 presentanpéptidosoriginadosen

la proteolisisde proteínasintracelulares(la llamadaruta endógena;Bjorkmanet al., 1.987;

Goldbergy Rock, 1.992),mientrasquelas moléculasLILA de claseII presentanpéptidosde

antígenosextracelulares(la ruta exógena;Neefjeset al., 1.990; Cresswell,1.994;Germain,

1.995)o, en menormedida,de las proteínasendógenasqueaccedena los endosomas.

La asociaciónde los péptidos con las moléculas de MHC ocurre en organelas

intracelularesespecíficas,y la interacciónde los péptidosconlos antígenosde las clases1 y II

tiene lugar en sitios diferentesdentro de la célula (Babbitt et al., 1.985; Alíen y Unanue,

1.987;Cresswelletal., 1.990).

Despuésde la síntesisen el RER,ambasclasesde antígenos,1 y II, setransportanal

complejode Golgi: los de clase1 lo hacenasociadosal péptido antigénico;los de claseII

viajan unidos a la llamada cadenainvariable(Ii; Roche y Cresswell,1.990; Liang et al.,

1.996).Es en los golgiosomasdondesesecretanlos antígenosde clase1 y II; las moléculas

de clase1 sontransportadasdirectamentea la membranacelular, y las de claseII llegan al

compartimentolisosómico(GermainyRinker, 1.993;Wolf y Ploegh,1.995).

El procesadodel antígenoincluye sudegradaciónen fragmentospeptídicos.Sólo una

minoría de fragmentos peptídicos de un antigeno proteico es capaz de unirse a una

determinadamoléculaMHO. Además,las distintasmoléculasde MHO seunena diferentes

seriesde péptidos(Rudenskyet al., 1.991).

Las células son capacesde presentarno sólo los antígenosextraños,sino también

fragmentospeptídicosde suspropiasmoléculas.Sin embargo,en condicionesnormales,el

individuo no reaccionacontra estasmoléculaspropias a causade los mecanismosque

producenautotolerancia(Denget al., 1.993).

1.4.1.-AsociaciónMMC de clase1/péptidos

Las células T CD8+ reconocenpéptidos que habitualmentederivan de antígenos

proteicosprocesadosdentro de las células y que son posteriormenteexpresadosen la

superficie de las mismas,asociadosa las moléculasde clase1 del MI-lO (Keegany Paul,

1.992),aunquetambiénse handescritocasosde procesamientode proteínasexógenaspara
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ser reconocidaspor estemismo tipo de linfocitos (Kovacsovics-Bankowskiy Rock, 1.995;

Norbury et al., 1.995).Ejemplosde proteínasextrañassintetizadasa nivel endógenoson las

proteínasvirales y los antígenostumorales.Los LIC son los principalesefectoresde la

defensainmunitariacontralos virus y puedenser importantesen la destruccióninmunitaria

de los tumores(Yewdell y Bennink, 1.992).Al contrariode la expresiónrestringidade las

moléculasde clase [1,casi todas las células expresanmoléculasde clase1 y tienen la

capacidadde mostrarantígenospeptídicosasociadosa estasmoléculasde MI-IC sobre la

membrana(Bjorkman y Parham, 1.990). Esto aseguraque cualquier célula que sintetice

proteínasvirales o mutantespuedeestarmarcadaparasureconocimientoy muertepor LIC

CD8+ (Miceli y Parnes,1.993).La generaciónde complejospéptido-clase1 del MHC es una

funciónnormalcontinuade las célulasque no discriminaentreproteínaspropiasy extrañas.

La estructuracristalina formadapor el complejo HIJA-péptido ha reveladoque un

únicoproductoalélicopuedeunirseaun ampliopanelde péptidosconaltaafinidad(Madden,

1.995).El prerrequisitoparala entradade unaproteínaen la vía de procesamientoquelleva a

la asociacióndel péptidoconla clase1 del MHO essimplementela localizaciónen el citosol

(Monaco,1.992).

Los péptidosque se unena las moléculasde clase1 del MHC son generadosen el

citoplasmapor proteolisis antesde la entradaen la vía exocíticaqueconduceal complejo

péptido-MIHOhaciala superficiecelular (figura 14). El tamañoadecuadode estospéptidos

oscila entre8-11 aminoácidos(Falk et al,, 1.991;Latron et al., 1.992;Rannnensee,1.995),

estandosus extremos -NH2 y -COOH terminales fuertementeancladosal borde de la

hendidura(Maddenet al., 1.993),diferenciándoseen estode los péptidosqueseunirána las

moléculasdeclaseII, en los queson los residuoscentraleslosque interaccionanconla valva

deunión.En la práctica,el únicorequerimientoestructuralimprescindibleparaqueel péptido

se adapte bien a la hendiduraes que el aminoácido del extremo carboxi-terminal sea

hidrófoboo tengacarga(Rammensee,1.995).

Si primeramentelas proteínasserompenenpéptidosen el citosol y despuésentranen

la vía exocítica, donde se localizan las moléculas de clase 1 del MHO, debe haber

mecanismosparala proteolisisy parael movimientode péptidosa travésde las membranas

limitantesde las organelasexocíticas(Goldbergy Rock, 1.992).Ciertasproteínascodificadas

por genesen la región de claseII del MHO (aunqueellasmismasno son, ni estructural,ni

funcionalmente,moléculasde clase1 ni de clase II) intervienenen la proteolisis de los

antígenosproteicosy la entradade los péptidosen la vía exocítica. Son las proteínasdel

proteasomay las de los transportadoresTAP (Nijenhuisy Hammerling,1.996;véase1.2.2.4).
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Esprobablequeel proteasomadegradeproteínascitosólicashastapéptidos(Goldberg

y Rock, 1.992;Koopmannel al., 1.997),y que el heterodimeroTAP-l/TAP-2 introduzcalos

péptidosen la vía exocíticadondepuedanasociarsea las moléculasde clase1 del MHO

(Oresswell,1.994). El único requerimientoespecíficopara que una proteínaentre en el

proteasomaes que poseauna colade ubiquitina covalentementeunida(Ciechanover,1.994;

Groettrupet al., 1.996).

Los antígenosendógenos(Sant, 1.994) se procesana péptidos por proteasas

citoplásmicasy estosúltimos sontraslocados,por los productosTAPí y TAP2, al interior del

retículoendoplásmicorugoso(RER). Ya dentrodelRER, secreequelos péptidosseasocian

eficazmenteconlas moléculasde clase1 reciénsintetizadas.Al parecer,el acoplamientode la

cadenapesadadel MHO y de [32mestádirigido por los péptidos,ya quelos MHO de clase1

“vacíos”, que carecende péptidos,son inestables,y la [32my la cadenapesadase disocian

rápidamentea temperaturasfisiológicas.Esteensamblajetambiénestáfacilitado por la acción

de proteínas chaperonas(moléculas acompañantesde otras y necesariaspara que éstas

adopten una correcta conformación), destacandoentre ellas HspáO y Hsp7O, que se

caracterizanpor su falta de especificidadpor el sustratoy por no catalizar reaccionesde

plegamientoespecíficas;másbien parecenactuarestabilizandola conformación“no nativa’

delas proteínas,impidiendosuagregación(Melnick y Argon, 1.995).

El ensamblajey expresiónen la superficiede moléculasde clase1 del MHO estables

requierela presenciade péptidos.Las proteínasviricas u otrassintetizadasen el citoplasma

sonprocesadaspor complejosde proteasomas.Estospéptidosgeneradosen el citoplasmase

transportan,medianteel transportadorAMO, al interior del RER dondealgunosseasocian

con el reciénsintetizadocomplejoclaseJ-j32m y seestabilizan(Heemelsy Ploegh, 1.995).

Solamentese unen aquellospéptidos que cumplenlos requerimientosespacialespara su

acoplamientoenel surcodeuniónpeptidica.

De estemodo,la asociaciónde los antígenospeptídicoscon las moléculasde clase1

del MHO se debe al tráfico de estos antígenosa través de diferentescompartimentos

intracelulares.

No se sabesi los péptidosse transportanal RER en forma de nonapéptidoso como

elementosde mayor tamañoque, en estecaso,puedenunirsea las moléculasde clase1 y

recortarsedespuésde la unión. Sea como fuere, el complejo ternario se transportaa la

superficiede la célula. Las moléculasde clase1 quecarecende péptidounido sedisocian(y

presumiblementesondegradadas)antesde llegar ala superficiecelular,o sobreestamisma.
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El tamañodel MHO y la probabilidadde que estaregióncodifique un cierto número

de genes,hastael momento no descubiertos,suscita la posibilidadde que se encuentren,

dentro del MHO, otros genesque intervenganen el procesadoy en la presentacióndel

antígeno.

1.4.2.-AsociaciónMHC de claseu/péptidos

Lascélulaspresentadorasde antígenos(APO; AntigenPresentingCelís: linfocitos B,

células dendríticas,célulasde Langerhans,macrófagos)conviertenantígenosproteicosen

péptidosy los presentanen forma de complejospéptido-MHCde una maneraquepuedeser

reconocidapor las células T 0D4+. La transformaciónde proteínasnativasen fragmentos

peptídicosasociadosal MHC por las APO sellamaprocesamientodel antígeno.

Minutos despuésde que los antígenosse unan a las APO, entranen las células

(Neefjes y Ploegh, 1.992), habitualmentepor fagocitosis o por endocitosismediadapor

receptoresen vesículascubiertasde clatrina. Los antígenosproteicossolublespuedenser

captadospor las APO mediantepinocitosis,sin unirsea la superficiecelular, Talesantígenos

internados se localizan en vesículas intracelulares rodeadas de membrana llamadas

endosomas(Wolf y Ploegh,1.995). La vía endosomalde tráfico de proteínasen la célulaes

continuay terminaenel lisosoma.

El procesamientode los antígenosque penetranen una APO desde el medio

extracelularsueledar lugar a fragmentospeptídicosde esasproteínasasociadosa moléculas

declaseII del MHO (figura 15). Muchosde los péptídosgeneradostienen10-30 aminoácidos

de longitudy soncapacesde unirsea las hendidurasde uniónal péptido(Sternet al., 1.994;

Rammensee,1.995). Estos antígenosexógenoscomprendenlas proteínassintetizadaspor

bacteriasextracelulares,hongosy parásitos,y proteínastomadasporvía oral.

Las cadenasde claseII a y [3residen,en un primer momento,antesde su uniónal

antígeno,dentrodel retículo endoplásmicorugosoen forma de complejoscon un elemento

proteicono polimórfico de 31 Kd, la cadenainvariable(Ii; figuras 15 y 16). Estaproteínase

codificapor un gen fueradel MHO, y esun chaperónqueno sólocondicionael plegamiento

de los heterodimerosMHO declaseII sino tambiénsumigracióndentrode las célulasy, por

último, su cargapeptídica(Rochey Cresswell,1.990).Esta proteínaes inusual en tanto en

cuanto,adiferenciade lo visto en antígenosMHO y enlos anticuerpos,essuextremoamino-

terminalel queestáorientadohaciael citosol,mientrasquela porcióncarboxi-terminalsesi-
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endocitosis(Teytonet al., 1.990).Esteencuentrodalugaral reemplazode Ii (Momburget al.,

1.993),el cual se separade la moléculaMHO de claseII por las enzimasproteolíticasy el pH

bajo imperantesenestecompartimento;al mismo tiempo, la unióndel péptidoantigénicoala

hendidurade unión estámediadapor la llamadaproteínal3iP (Immunoglobulinheavy chain

binding protein; Proteínade unión a la cadenapesadade la inmunoglobulina)y por la

calnexina(Andersony Oresswell,1.994),ademásde por otros chaperones[(ct/13)31i3;Roche

y Oresswell, 1.991; Creswell, 1.994] que ayudan a la estabilizacióny el correcto en

ensamblajede complejosproteicosnonaméricos.El complejoc43-péptidopasa1-3 horas en

este compartimentoantes de alcanzarla superficie celular (Germainy Margulies, 1.993;

Margulies, 1.997). Los complejospéptido-moléculade clase II del MHO se transportan

entoncesala superficiede las APO dondeseexpresan.

En 1.997, Tan y colaboradoresevidenciaron que las últimas etapasdel tráfico

molecularque controlanla capacidadde la moléculade claseII paraaccedera los antígenos

estánreguladaspor el segmento80-82de las cadenas¡3 de MHO de claseII.

Un cambioconformacionalpuedeacompañara la unión peptidica. Los perfiles de

estabilidadtérmica indican que la unión del péptido incrementasignificativamente la

estabilidadtérmicade los heterodímerosvacíos,tanto en un medio neutral como suavemente

ácido (Reichet al., 1.997). La forma vacíade las moléculasde claseII essignificativamente

másestableque la de lasproteínasMHO de clase1. La marcadaestabilidadexhibidapor sus

formasvacías,así comosuresistenciaa los pH bajos,secorrelacionabien con la capacidad

de las moléculasde claseII paraatravesary unir péptidos en las vesículasendosomales

ácidas.

En cuantoa lo tocantea las enzimasproteoliticasendosómicas,tienen,por lo menos,

dos claros papelesen la función MHO de claseII: generaciónde péptidosantigénicosy

procesamientode la cadenainvariableno polimórfica(Ii).

El fragmentode Ji resultantede la degradaciónproteolíticaes el péptidoOLIP (Cias

II-associatedInvariantPeptide;Péptido Invariable asociadoa Olase II; figura 16), de 24

aminoácidosde longitud (segmentoaminoacídico80-103 de Ii), el cual seguiráocupandola

hendiduradeunióngraciasalos aminoácidosM92, A95,P97y MIOO (Sinigagliay Hammer,

1.994;Ghoshetal., 1.995; figura 16), hastaque seaeliminadoy fisicamentedesprendidocon

la participaciónde otra molécula codificada por MHO, DM (Weenink y Gautam, 1.997;

figura 15). La interaccióndel heterodímeroDMA/DMIB conla moléculade claseII, junto ala

acidez del compartimentolisosómico,posibilita la subsiguienterápida carga de péptidos
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derivadosde antígenosde altaafinidaddentrode la hendidurade MHO de claseII (Denziny

Oresswell,1.995; Sloanet al., 1.995). Los complejosestablesya cargadoscon el fragmento

peptídicoestánlistos parasalir de los compartimentosendocíticosy presentarsusantígenos

peptidicosa célulasT colaboradorasespecificasen la superficiecelular.

Katz y colaboradoresestudiaronen 1.996 las consecuenciasde la expresiónconjunta

de Ii y de HLA-DM sobrela funcionalidaddel MHO de claseII. Ii bloqucala uniónpeptídica

en el retículo endoplasmáticoy posibilita la localizaciónde MHO en los compartimentos

endociticos.Se piensaqueHLA-DM actúaprimariamenteen los endosomasparapromover

la disociacióndel péptidoderivadode Ii (CLIP) del bolsillo de unióndel antígenode claseII

y la subsiguientecargapeptidica(Morris et al., 1.994).En estemismo estudioseevaluóel

papel funcional de Ii y de DM al examinarsu impactosobrela expresiónsuperficialde los

epitoposreconocidosporun ampliopanelde célulasT alorreactivas.Sevio quela mayoriade

los epítoposestudiadosestabaninfluenciadostanto por Ii comopor DM. Más sorprendente

aún fue encontrarque la expresiónsuperficial de una fracciónsignificativa de complejos

claseil-péptido resultabamásentorpecidaque favorecidapor la expresiónde genesDM

dentrode las APO. DM podria teneruna función más generalizadaque la de modificar el

conjuntode péptidosqueson presentadosporantígenosde claseIII. Estamodificaciónpuede

ser positivao negativa,sugiriendoqueDM juegaun papelespecificadoren la exposiciónde

péptidospresentadosa las célulasT 0D4+ (Bertolinoy Rabourdin-Oombe,1.996).

Una vez alcanzadala superficiecelular, el fragmentoantigénicounido a moléculas

MHO de claseII seráexpu~stoy presentadoa las células T 0D4+ (Bjorkman et al., 1.987;

Oresswell,1.994).Hanlogradoesclarecerselas reglasbásicasquedeterminancómolas APO

muestrandeterminantesantigénicosa las célulasT coadyuvantespararegularlas respuestas

inmunes.El pasoinicial en la presentaciónde un antígenoproteicoexógenoesla exhibición

del antígenoprocesadoy unido a la hendidurade la moléculade MHO de claseII, sobrela

membranacelular de una APO (figura 17). Esta etapade reconocimientoimplica a la

estructuratripartita formadapor el TOR, la moléculade MHO y el péptidoacopladodentro

de la hendidurade la moléculadeMHC.

Recientesanálisis estructurales(Feng et al., 1.996; Mageey Sayegh,1.997) de los

complejospéptido-MHCdeclaseII revelanqueun péptidoantigénicose unea MHO en una

única conformacióny que las cadenaslateralesque.se anclan en los bolsillos de unión

parecenno llegar a contactarcon el TOR, pues quedanembutidosen los bolsillos de la

hendidurade unión.
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paradojade la selectividad extremadel TOR y su acentuadareactividad cruzadacon

diferentescomplejosMHO-péptido(Garbocziet al., 1.996).

1.5.-Polimorfismodel sistemaMHC

El polimorfismo se define como la ocurrenciaregular y simultáneaen la misma

poblaciónde doso másalelosen el mismolocus enfrecuenciasqueno puedenserexplicadas

sólo por mutaciónrecurrente.En el reino animal es probableque el sistemaMIlO tengael

másalto gradode polimorfismo. De hecho,un rasgo característicodel MIlO es el grado

extremo,de polimorfismo que muestra en sus productosproteicos (Bjorkman y Parham,

1.990),reflejo tambiénde unagrandiversidadcodificadora:en el conjuntode unapoblación

considerada,cadauno de los loci genéticospresentaun alto númerode alelos.Es porestopor

lo quedos individuosno relacionadostienenunaprobabilidadmuy bajade teneridénticossus

sistemasHLA (o, engeneral,MHO, en individuosno humanos).

Existen nueveloci diferentespara los genesHLA-DRiB, que comprendencuatroloci

expresados(ORBí,3,4y 5) y cinco pseudogenes(DRiB2, 6, 7, 8 y 9; Bodmeret al., 1.992).

Dentro de una determinadamoléculade clase1 o II, el polimorfismoestructuralse

agrupa en determinadasregiones de la molécula. La variabilidad de la secuenciade

aminoácidosenlos antígenosde clase1 seagrupaen tresregionesprincipalesde los dominios

al y a2; el dominio a3 está mucho más conservado.En las moléculasde claseII, la

extensiónde la variabilidad dependede la subregióny de la cadenapolipeptídica.Así, por

ejemplo,dentrode lasmoléculashumanasde claseII, la mayorpartedel polimorfismo tiene

lugar en las cadenas~3de DR y de DQ, mientrasque estasmismascadenas,en DP, son

ligeramentemenospolimórficas.DQa es polimórfica, mientrasque las cadenasDRa son

invariables(no sehaencontradovariabilidadalélicaen el locuscodificadorde DRA) (Kelly

et al., 1.991;Trowsdaleet al., 1.991). En las poblacionesexogámicas,dondelos individuos

poseendos haplotiposMHO, puedenproducirsemoléculashibridasde clase II, con una

cadenaprocedentede cadahaplotipo, lo que generaunadiversidadestructuralsobreañadida

en las moléculasexpresadas.

Es enel segundoexónde losgenesDRB dondeseha localizadola mayorvariabilidad

de secuenciasencontradaen todo el sistemaMHO. Concretamente,en este exón se han

identificado tresregioneshipervariables(RHV; Wu et al., 1.987). La 18 regiónabarcadesde

el nucleótido-4 hastael 29 (aminoácidos4 al 14); la 28 regióncomprendelos nucleótidos63
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al 79 (residuosaminoacidicos26 al 37); y la 38 región es la que se extiendedesdeel

nucleótido186 hastael 209 (aminoácidos67-74; Korman et al., 1.985; Belí et al., 1.987;

Bidwell, 1.988).

La mayoríade los aminoácidospolimórficos en los antígenosde clases1 y II se

agrupansobre la cima de la molécula,en el gran surco que actúacomo sitio de unión al

péptidoantigénico(Gyllenstenet al., 1.991b;Lundbergy McDevitt, 1.992).De estemodo, la

variación secentracasi exclusivamenteen la basede dicho surco, o bien sobresaliendoa

ambosladosde la regiónalfa-helicoidal.

La naturalezadel polimorfismoen los loci MHO difiere de la de otros loci nucleares

porpresentar(Anderssony Mikko, 1.995):

a) Un grannúmerode alelospor locus.

b) Una gran variabilidad entre los alelos, con alelos individualesque difieren en

numerosasposiciones.

c) Unadistribución de frecuenciasalélicasen las poblacionescon muchosalelosen

frecuenciasintermedias,bastantemásque la característicadistribuciónde frecuencias

de la mayoríade los loci nucleares.

Este polimorfismo incrementala capacidadpara unirsea péptidos de diferentes

orígenes, facilitando el reconocimiento de muchos patógenosdiferentes y un mejor

reconocimientode ese péptido por medio de las células colaboradorasy una respuesta

inmune potenciada(Buus et al., 1.987). Se asumeasí que la presenciadel polimorfismo

representaun activo que confiere ventajaselectiva(Hughesy Nei, 1.988; Hughesy Nei,

1.989)y queun heterocigotoparadosalelosdiferentesen un locustendrá,por consiguiente,

resistenciaa dostipos diferentesde patógenosy, en consecuencia,tendráunaadaptabilidad

más altaque la de un homocigotoparacadauno de esosalelos. Si esteposicionamientoes

acertado,los heterocigotosparamuchosloci tendríanunaadaptabilidadsuperiorque aquellos

individuos con un númeropequeñode loci. Podríaesperarsequeun sistemagenéticocon

muchos loci polimórficos evolucionaríafavorablemente.Sin embargo,en la práctica, el

númerode loci polimórficosesrelativamentepequeño,y parecehaberdosrazonesparaesto:

a) Un mismo productoalélico puede reconocermuchospéptidosextrañosdiferentes,

con tal de que compartanun cierto motivo estructural,siendoasí que un número

relativamentepequeñode antígenosMHO por individuo essuficienteparaprotegerse

efectivamentefrenteavahospatógenos(Setteet al., 1.988;O’Sullivan etal., 1.991).
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b) Si haydemasiadosloci polimórficos,la proporciónde célulasT queseríaeliminada

paraevitarautoinmunidadllegaríaa sertan alta que podría llegara ser incompatible

conla vida(Bontropet al., 1.995).

De hecho, se ha visto que determinadasespeciesexhiben sólo un polimorfismo

limitado de los loci MHO (Dardeny Streilein, 1.984;Ellegrenetal., 1.996)sin queello afecte

asusupervivenciaacortoplazo.

1.5.1.-Serología

Paraque un alelo sea reconocidopor las técnicasserológicasesnecesariotenerla

disponibilidadde suerospoli- o monoclonalesque permitan el reconocimientode dicha

especificidad en diferentes laboratorios. Las nuevas especificidades son revisadas

oficialmente cada cuatro años en los llamados Talleres Internacionales de

Histocompatibilidad. En el último de éstos (Francia, 1.996) han sido reconocidos

oficialmente27 variantesserológicasde HLA-A, 59 de HLA-B, 10 de HLA-Ow, 26 deElLA-

Dw, 6 deHILA-DP, 9 enHiLA-DQ y 24 paraElLA-DR.
Las técnicasde microlinfocitotoxicidadson usadasparatipificar los tres genesde

clase1 clásicos,así comoHILA-DQ y -DR, mientrasqueHLA-Dw se tipifica en cultivos

mixtos de linfocitos frente a un panel de células homocigotas.Por último, HILA-DP es

tipificado enrespuestaacultivos secundarios.

Aunqueen el brazocortodel cromosoma6 humanosehanmapeado9 loci DRB, un

cromosoma(haplotipo)individual contienesolamenteentreuno y cinco loci (Bóhmeet al.,

1.985)y seclasificadentro de uno de los cinco gruposhaplotípicosprincipalesDR, que han

sido identificados tomandocomo basela especificidadserológicaexpresadapor el locus

polimórficoDRB1 y por la presenciade un conjuntocaracterístico(Svenssonet al., 1.996)de

genesDRB (figura 18). Estoscinco gruposhaplotípicosprincipalesde DR son:

a) El grupoDRí, queexpresalas especificidadesserológicasDRí, 10 y 103.

b)El grupoDR5L,queexpresalasespecificidadesserológicasDRíSy 16.

c) El grupoDR52,queexpresalas especificidadesDR3, 11, 12, 13, 14, 1403y 1404.

d) El grupoDR53,queexpresalasespecificidadesserológicasDR4,7 y 9.

e) El grupoDR8,queexpresala especificidadDRS.

La regiónDR tambiéncontieneun únicogenDRA monomórfico.
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En la subregión FILA-DR se han observado al menos 21 variantes del locus

mayoritarioHLA-DRB1, cuyanumeraciónva desde1 hasta18, siendoalgunasde ellasuna

subdivisiónquese ha encontradoen fechasmásrecientesde otras anteriormentedefinidas

(comoDRI 1 y DR12,quesonsubtiposdeDR5,y DRíSjunto conDR16,quelo sonde DR2;

poresoesqueDR5 y DR2 no sonverdaderosalelos,sinoconjuntosde alelosdiferentes).

1.5.2.-Análisisde restriccióny dosisgénica.

Oon el advenimientode la tecnologíade SouthernBlot (Southern,1.975),empezaron

a ser estudiadoslos denominadospolimorfismos de “presencia/ausencia”de lugares de

restricción (fragmentosespecíficosde secuenciasnucleotidicasque son reconocidospor

endonucleasasde restricción),sobretodo en los antígenosde claseII (Bidwell y Jarrold,

1.986; Bidwell et al., 1.987), lo que permitió la separaciónde lo que en serologíaeran

identificadoscomoalelosúnicosy, por tanto, la definición de nuevosalelos. Si en un ADN

concretoestápresenteel lugar de reconocimientoparaunadeterminadarestrictasa,éstalo

cortará,y al procederal reveladoconunasondaparael genen estudioseobservaráun patrón

de fragmentosdiferentequesi no estuvieseel lugarespecíficoparael reconocimientode esa

endonucleasaderestricción.

El conocimientoprogresivodel sistemaFILA ha demostradoque el númerode bandas

obtenido para un determinadohaplotipo coincide siempre con el número de genes DR

existenteencadacromosoma(Bontropet al., 1.989).Así, en las célulasDR8 sólo seobtiene

unabanda,dosbandasen las célulasDRí y DRiO, tresbandasenlas célulasDR2,DR3,DR5

y DR6,y cuatroenlas célulasDR4,DR7 y DR9.

La posibilidadde que en un mismocromosomaseencuentrenmásde un gendiferente

de DRB ha hecho convenientela necesidadde manejarel conceptode dosis génica. El

sistemaHLA (y muy especialmentela región FILA-DR) tiene un polimorfismode dosis

génicabasadoen la existenciade un diferentenúmerode genes(tantoexpresadoscomono)

en un cromosoma,segúnlos individuosconsiderados.

Así, los cromosomasdondesu locus DRB1 codificapara los antígenosDR3, DR5 o

DR6 tienen una estructuramuy similar, con dos genesDRB activos (DRB 1 y DRB3,

codificador este último de la proteínaDR52; Smith et al., 1.996) y el pseudogénDRB2

(Rollini et al., 1.985; figura 18), el cual carececompletamentede exón 2 (Anderssonet al.,

1.987).A estegrupode cromosomassele denominagenéricamente,“grupo del DRS2” (véase

1.5.1).Aún no estáclarala presenciadel genDRB9 enestehaplotipo.
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Análogamente,los cromosomascuyo gen DRiB1 codifica para las proteínasDR4,

DR7 o DR9, poseenunaestructuragenéticamuy similar con cinco genesDRE diferentes:

dos de ellos activos (DRB1 y DRB4, codificador esteúltimo de la proteínaDR53; véase

1.5.1) y tres pseudogenes(DRiB7 y DRB8 y DRB9; Bodmeret al., 1.992; figura 18). El

pseudogénDRB7 no tiene ninguna deleción, pero presentavarias mutacionespuntuales

inactivadoraspor generaciónde codonesprematurosde paro (Larhaniinar et al., 1.985;

Anderssonet al., 1.994),mientrasqueDRB8 carece,aparentemente,tanto del exón 1 como

del exón2 (Rollini et al., 1.987;Vinceket al., 1.992).

Los cromosomascuyo genDRB1 codifica paraproteínasDR2 tienenunaestructura

similar a los del grupo del DR52 (figura 18), con dos genesactivos(DRB1 y DRB5, que

codifica para la proteínadenominadaDR51; véase1.5.1) y un pseudogénDRB6 (Kawai et

al., 1.989),el cual carecede exón 1 (Corelí et al., 1.991; Figueroaet al., 1.991;Klein et al.,

1.991;Anderssonetal., 1.991).

Por otra parte,los cromosomascuyo genDRB1 codificaparaproteínasDR1 o DRiO

parecentenersóloun genactivojunto al pseudogénDRBÓ.

Finalmente,los cromosomascuyo genDRB 1 codificaparaproteínasDR8 tienen la

estructuragenéticamássencilla,con un únicogen(DRBL). Estedatosecorrelacionaunavez

máscon la obtenciónde unasolabandade restricciónen los estudiosde RFLP. No obstante,

sesabeporserologíaque las célulasdetipajeDR8 presentanreaccióncruzadaconlos sueros

del grupodel DR52. Estaaparentecontradicciónquedaexplicadaporqueestoscromosomas

procedendel grupo DRS2, habiendosufrido una deleción que incluye el extremo3’ del

primer locus (DRB1), el segundolocus completo(DRB2) y el extremo5’ del tercer locus

(DR.B3; Gorskiet al., 1.989),de modoque suúnico locusesun híbridoDRBL-DRB3, lo que

explicasusreaccionesserológicascruzadasconel grupodel DR52. La presenciaen el MHO

de gorila de estesupuestohaplotipoancestralcorroboraestahipótesis(Klein etal., 1.991).

Por último, el pseudogénDRB9 (Bodmeret al., 1.992),del que no setieneseguridad

de que estépresenteen todos los haplotiposy que estáconstituidoúnicamentepor un exón2

de DRB (Meunier et al., 1.986;Haaset al., 1.987)se localiza centroméricamentea DRA y

teloméricamentea los demásgepesDRB de cadahaplotipo. Es posible que la constancia

génicade DRB9, alo largode los últimos 4 millonesde años,seadebidaal monomortismoy

conservaciónevolutiva del adyacentelocus DRA (Góngoraet al., 1.996; Góngoraet al.,

1.997).

El haplotipoDR8 es especialpuestoquecontieneun único gen DRB. Este gen se

generóprobablementepor una contracción génicaocurrida en un haplotipo primigenio

49



Manuel Rosal SÁnchez lntroducrzhin

semejantea DRS2,puestoque el genDRB de DR8 es similar a DRB1 en el extremo5’ y

similar aun genDRB3 enel extremo3’ (Anderssonetal., 1.988;Jonssonetal., 1.989;Gorski

et al., 1.989; Smith et al., 1.996). La presenciaen el MHO de gorila de este supuesto

haplotipoancestralcorroboraestahipótesis(KIein etal, 1.991).

Los distintosgenesDRIB expresados(DRB1, 3, 4 y 5) muestranun alto grado de

similitud dentrode los gruposhaplotipicos.Estos análisisfilogenéticosson coherentescon

quediferentesgruposhaplotípicosDR sonevolutivamenteantiguos(Klein et al., 1.991).

Todas los pseudogenesvistos hastaahora tienen unas secuenciasnucleotídicas

altamente divergentesque no han sido sometidasa ninguna presión selectiva y, por

consiguiente,hanacumuladounasustancialheterogeneidaddespuésde su inactivación.

1.5.3.-Secuenciaciónde ADN

Con el desarrollode la tecnologíade Reacciónen Oadenade la Polimerasa(POR;

PolymeraseChain Reaction; Saiki et aL, 1.985), el estudio de los genesMHO se ha

revolucionadoen el sentido de que es procedñnentalmentesencillo obtenerun elevado

númerode copiasde un genque sequieraanalizary, conposterioridad,emplearestascopias

en técnicasde tipajeconoligosondaso en secuenciaciónde ADN, lo cual haposibilitadoque

en los últimos añosse hayan secuenciadomuchosalelos MHC. Más concretamente,en la

subregiónHLA-DR sehanobtenidohastala fechamásde 60 secuenciasdiferentespara los

distintos loci HLA-DRiB (Bodmer et al., 1.994) y 13 nuevassecuenciasMhc-E (Alvarez et

al., 1.997).

Un refinamientode estatécnicafue desarrolladopor Knappy colaboradoresen 1.997,

usandouna combinaciónde POR, Electroforesisen Gel de Gradiente Desnaturalizante

(DOGE,DenaturatingGradientGel Electrophoresis)y secuenciacióndirecta,lo cual supuso

una manerasimple y relativamenterápida de identificar alelos DRB parael tipaje tisular,

determinandoidentificación individual y estudios de asociación y susceptibilidad a

enfermedades.Estanuevatécnicatambiénpodríacontribuira mejorarlos estudiosdefunción

y evolucióndel MHO enmuchasespeciesdiferentes.

1.5.4.-Alelismo, motivos y linajes

El polimorfismodel sistemaMHO no sólo se caracterizapor la presenciade varios

loci génicosen un mismo haplotipo (típico de la organi~acióngénicade la subregiónDR),
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sino tambiénporquemuchosde esosgenespuedenpresentar,a nivel poblacional,un gran

número de alelos diferentes (Ayala y Escalante, 1.996). Este polimorfismo alélico se

caracterizapormúltiplesreemplazamientosnucleotidicosentrelos alelos.

Estepolimorfismo no estádistribuido uniformementepor todo el MHO. Así, en el

locusHiLA-A sehan encontrado25 diferentesalelos;32 en HLA-B; 11 en HLA-Ow; sólo4

aleloshansidohalladosene)pocopolimórfico locusHILA-DPA1; encambio,sehanhallado

19 en DPB1; el locus DQA1 exhibe hasta8 alelos diferentes,mientrasqueel genHLA-

DQB1 tiene 13. Entre los diferentesloci que conformanla subregiónDR (Bodmer et al.,

1.992)sehavisto queDRiB1 puedepresentarsehastaen másde 60 formasalélicasdiferentes

(véase 1.5.3). En esta misma subregión, HLA-DRB3, -DRB4 y -DRB5 tienen,

respectivamente,4, 2 y 4 variantesalélicas.

Dentro de un mismolocus, las distintassecuenciasalélicasencontradasen él pueden

agruparse,según su homología, en linajes (Klein et al., 1.990; McDevitt, 1.995). El

agrupamientoen linajessehaceen funciónde que los alelosconsideradoscompartanciertas

secuenciascaracterísticas,llamadasmotivos.

Un motivo MI-lO puededefinirsecomounasecuencianucleotídicao aminoacidicade

cortalongitud,característicade un linaje alélicoo de los productosproteicosde tal linaje, los

alomorfos.A suvez, un linaje alélico esun grupode alelosquesonmássimilaresentresi de

lo que sonrespectoa los miembrosde otros grupos.Un linaje alélico abarcahabitualmente

secuenciasgénicasde especiesdiferentespero relacionadas,en las que todos los gCnes así

agrupadosderivaríande un genancestralcomún que no seríaigual al gen ancestralde otro

linaje (Klein et al., 1.993a).Aunque los motivos son evidentestanto en los alineamientos

nucleotídicoscomoen los aminoacídicos,lo habitualesusarcasiexclusivamentelos motivos

aminoacídicos,y ello por dos razones,La primerade ellas es queen el nivel proteicolos

motivossonmásfácilesde identificar puestoque sussecuenciassonmás cortasy no están

sujetasa las ambigoedadesderivadasde la degeneracióndel códigonucleotídico.La segunda

razónesquesi, comoseasumegeneralmente,los motivostienenunafunción,es obvio quela

secuenciaproteicaestarámásasociadacontal funciónquela secuenciagénica.

Los motivosMITO varíanen longitud desdeun único aminoácidohastamás de una

docena.En algunosmotivos, los residuosaminoacídicoscompartidospor diferenteslinajes

alternanconresiduosespecíficosde linaje, mientrasqueen otros, los residuosespecíficosde

linaje soncontiguos(Klein y O’hUigin, 1.994;Klein y O’hUigin, 1.995).

En los genesde claseII el exón 2 es la región dondeseda la mayor partede los

motivos. Losmotivossonmenosabundantesy menosconspicuosen el restode] gen.Esto es
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aparentementeasíporque,en el segundoexón, ciertasregionescortasvaríanmásqueotrasy

su variabilidadestá condicionadapor la presión de la selecciónpositiva (Hughesy Nei,

1.989).Por consiguiente,estasregionesacumulansustitucionesno sinónimascaracterísticas

en unadensidadmayorque la encontradaen el restodel gen(véase1.5.6).

En el casoconcretode lascadenas¡3 de DR, la mayorpartede los motivosselocaliza

entrelas posiciones9-14, 27-39, 56-58,65-78y 84-88.Los dosprimerostramosse localizan

en la lámina beta,mientrasque los otros tres son partede la hélice alfa. El extremoNH2-

terminal de la molécula,así comolos giros que conectanlos segmentosde láminabetason

relativamenteconstantes,asícomola totalidadde la cadenaa. La variabilidaden la molécula

DR dependeenteramentedel dominio 131. La concentraciónde motivos en las regiones

implicadasen el sitio de unión al péptido implica queson importantespara la función de la

moléculaDR. (Klein etal., 1.993b).

No haymotivoscompartidosentrelos productosproteicosde DR, DQ y DP, lo que

puede significar que estasproteínassirven a funcionesdiferentes, quizás debido a una

diferenteespecializaciónsobrediferentesgruposde parásitos(Klein y O’hUigin, 1.995).

1.5.5.-Orígenesy fuerzasselectivasdel polimorfismode MiHC

El elevadopolimorfismoencontradoenlos loci funcionalesdel sistemaMHO lo sitúa

totalmenteapartede otros genesconocidos.Se podríapensarque existenunasfUerzas de

selecciónnatural específicasque actuansobre el MHO. Por supuesto,los loci del MI-lO

sufren tambiénselecciónnegativa(eliminación de alelos mutantes,a- o hipofuncionales)

comosucedeen los demásgenes(Klein, 1.987;Bamdenet al., 1.997).¿Seproduceen este

sistemaalgúntipo de selecciónpositiva que dé ventajasa los individuos heterocigotospara

los diferentesloci? Haybastantescontroversiassobreestepunto,con evidenciasen contrade

estasupuestaselecciónpositiva (Trowsdaleet al., 1.989) y estudiosestadísticosque se

inclinanafavor (Hughesy Nei, 1.988).

Históricamentesehanpropuestocuatrohipótesisparaintentarexplicarla génesisy el

mantenimientodel polimorfismodelMHO:

a) Unatasade mutacióninusualmentealta(Bailey y Kohn, 1.965;Li etal., 1.996).

b) Recombinación:microrrecombinación,recombinaciónno recíproca, conversión

génicao intercambiogenéticointerloci o intraloci (Wideray Flavelí, 1.984;Mengle-

Gawy McDevitt, 1.985;Yeagery Hughes,1.999).
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c) Selecciónsobredominante(Dohertyy Zinkemagel,1.975;Klein y Figueroa,1.986).

d) Seleccióndependientede la frecuencia(Snell, 1.968;Bodmeret al., 1.971).

Si la generacióndel polimorfismo del MHO fuera un procesorelativamenterápido,

debido por ejemploa unaconsiderabletasa de mutación [punto(a)] y porquetodasesas

mutacionesfuesenseleccionadaspositivamente,cabríaentoncesesperarque la mayor parte

de la variaciónenMHO deberíaserposterioral origende lasespeciesy durantealgúntiempo

secreyó queestateoríareflejabala realidad;perosehavistoque los genesMHO evolucionan

a unavelocidadrelativamentelenta, con la regularidadde un reloj: senecesitanentre 1 y 6

millonesde affosparaque unanuevamutaciónse incorporeen un alelo MHO, y la tasade

mutaciónen estosgenesescomparablea la vista enotrosgenesde primates,ademásde que

no todas las mutacionesson seleccionadasfavorablemente.Así mismo, las diferencias

mutacionalesentregenesMHO humanosy murmnosno son particularmentealtascomparadas

con las de otros genes(Hughes y Nei, 1.988), y no puedenexplicar el alto grado de

polimorfismo(70-90%de heterocigosis)y la largapersistenciade alelospolimórficos en la

población(por lo menos3-10 millonesde aflos; Figueroaet al., 1.988;Lawlor et al., 1.988).

De esta manera,la hipótesisde una tasa de mutación inusualmentealta en los loci MHO

puedeserdescartada,sin perjuicio de que en estesistemagénico,comoen cualquierotro, la

mutacióncontribuyea un aumentode la variabilidad.

Algunos investigadoreshan postuladoque la generaciónde polimorfismo dentro de

estos genes es debidaprincipalmentea fenómenosde “conversión génica” [punto(b)],

llamadostambiénrecombinacionesno homólogaso intercambiosgenéticosinter- o intraloci

(Weiss et al., 1.983; Gorski y Mach, 1.986; Wu et al., 1.990;Anderssony Mikko, 1.995;

Erlich et al., 1.996). Hay varias lineas de trabajo que se inclinan por la ocurrenciade

recombinaciónintragénicay sugierenque el segmentoque codifica la regiónalfa-helicoidal

de las cadenaspolimórficas¡3 de claseII esparticularmenteproclivea la recombinación.En

primer lugar, estesegmentogénico tienenunacomposiciónde basesmuy rica en GO, con

muchosdinucleótidosOpGquepuedenpromoverlos intercambiosrecombinatorios(Jaulinet

al., 1.985;Dieckmanny Gandy,1.987).En segundolugar,en la región génicalimítrofe entre

la secuenciacodificadorade la lámina betay la de la hélice alfa se ha descrito un corto

segmentoquemuestrahomologíaconla secuenciade recombinaciónx de Escher¡chiacolí

(Gyllensten et al., 1.991a). Otros trabajos (Ellegren el al., 1.996) también postulan la

existenciade la recombinaciónintergénicacomoimpulsorade un polimorfismo limitado en

el sistemaMITO de mamíferos.
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Pero estashipótesis también parecetener algunos problemas(Klein y Figueroa,

1.986); en particular, no puedenexplicar las diferencias entre d, y d,, (véase 1.5.6) en

diferentesregionesde los genesMHC; y además,en el casode los genesde claseII esdificil

comprenderpor qué seconcentrael polimorfismo en el PBR si la conversióngénicaes la

principal causadel polimorfismo de MHO. Además,los procesosrecombinatorios,si son

mecanismosgeneralizadosy si se dan entre loci distintos, producirían un conjunto de

secuenciascon motivos entremezcladosquediticilmente podríaexplicarcómo, en la gran

mayoría de los casos, al construir un árbol filogenético, los distintos alelos quedan

perfectamentearracimadosen funciónde susloci o linajes(Klein y O’hUigin, 1.995).

No obstante,el hecho de que se hayan encontradocienos linajes, como HLA-

DRBJ*08, en el que susegundoexónprocededel linaje DRBJ*03, mientrasqueel exón6 es

del gen DRB3 (Anderssonet al., 1.988),hacenpensaren queno puedendescartarsesucesos

recombinatoriosentreexonesdiferentesde distintos loci o linajes (Klein y O’hUigin, 1.995;

Brunsberget al., 1.996> aunque,a la vista de esos mismostrabajos, se tratadade un

mecanismode escasafrecuenciaenel procesogeneradordediversidaddel sistemaMHO.

El patrón de sustitucionesnucleotídicasen estos genes es bastantediferente del

encontradoen la mayoríade otros genes,tanto eucariotascomoprocariotas,en los que la

mayoríade las sustitucionesson sinónimas,ocurriendo a menudoen la terceraposición

nucleotidicade los codones(Nei y Gojoborí, 1.986).En los genesMHO declase1, la tasade

sustitucionesno sinónimases másalta que la de sustitucionessinónimasen los 19 codones

que codificanlos aminoácidosintegrantesdel ARS, peroestarelaciónseinvierteen las otras

regionesdel gen (Hughesy Nei, 1.988;Hugheset al., 1.996b). Puestoquese sabeque la

selecciónsobredominante[punto(c)] incrementala tasade sustitucionesaminoacídicas,así

como la heterocigosidady, por consiguiente,la extensióndel polimorfismo (Nei et al.,

1.983), se ha concluido que el polimorfismo de clase1 está principalmentecausadopor

selecciónsobredominanteoperativaenel ABS

Hughesy Nei (1.988, 1.989)seaproximarona la cuestiónde la selecciónen los loci

MI-lO cuandocompararonlas tasasde sustitucionesnucleotídicassinónimasy no sinónimas.

Ellos usaronel métodode Nei y Gojoborí (1.986) paraestimarel númerode sustituciones

nucleotídicassinónimaspor sitio sinónimo(da) y el númerode sustitudionesnucleotídicasno

sinónimaspor sitio no sinónimo(da; Li et al., 1.996)en diferentesregionesde los genes

MHO. Razonaronquesi el polimorfismode MHO semantieneporselecciónsobredominante,

la cual a su vez se relacionacon la presentaciónpeptídicay, por ende,con la resistencia

frente a patógenos,tal selección actuaría en el sentido de favorecer las diferencias
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aminoacídicasen el MIS y. porconsiguiente,d~ excederíaa ct en los codonesque codifican

el ARS. Estepatrónes el inversodel que sehavisto en la mayoríade los genesfuncionales,

en los cualesd, excedea d~. Esto ocurreasíporquela mayoríade los cambiosde aminoácidos

alteranla estructuraproteicay sonperjudicialesparalos organismosy así, la mayoríade las

sustitucionesno sinónimasseeliminanpor selecciónnaturalconservadorao “purificadora’t.

Tal como predijeron, Hughes y Nei (1.988) observaron valores de d,,

significativamentemásaltos que los de cl~ en los ARS de clase1. En contraste,encontraron

qued~ excedíageneralmentea d~ en el restode la estructuradeclase1. Así, el gende clase1

está sujeto a selección sobredominanteo a alguna otra forma similar de selección

favorecedoradela diversidaden el MIS, mientrasquela porciónrestantede la moléculaestá

sometidaa selecciónpurificadora.Resultadossimilaressehanencontradoen los genesde

claseII (Hughesy Nei, 1.989): d~ excedea d
5 en las posicionescodificadorasdel sitio de

unión,mientrasquela situacióninversasepresentaenel dominio 132. Los resultadoshallados

en claseII sonconsistentesconlos previamenteobtenidosparaloci MHO declase1 (Hughes

y Nei, 1.988) y sugierenpoderosamentequela tasade sustituciónaminoacídicaenel ABS se

incrementaporseleccióndarw,nianapositiva.

Resumiendo,en los loci polimórficosde las cadenas¡3, tantoenMHO de clase1 como

de claseII, d~ seveaumentadoen el ARS, mientrasqueen todaslas comparacionesllevadas

acaboenlos genesde claseII, d,, esmuchomáspequeñoqued, enel dominio ¡32, sugiriendo

unafuerte seleccióndepuradoraen estaregión(Hughesy Nei, 1.988).

Este patrón, en cambio, no se observaen DPA1 ni en DQA1. En DPAI no hay

ningunadiferenciasignificativaentrecl, y d» en el ARS. Los valoresde d, parala porciónno-

MIS de los dominios10 y 20 sonmásbajosen las comparacionesentrealelosDPAI quepara

la mayoríade comparacionesentrelos alelosde otros loci analizadosde claseII en humanos.

Así, los alelosDPA1 parecenhaberdivergidoentreellosmásrecientementeque los alelosde

otros locí. Estosresultadossugierenqueel polimorfismoDPAI estáprobablementeoriginado

por unaselecciónneutral.

El caso de DQAI es algo diferente. En este locus, d, y d,, no difieren

significativamenteen el MIS. Sinembargo,tal comosehamedidopor losvaloresde d~ entre

alelos, los alelos DQA1 son bastantedivergentes unos de otros, sugiriendo que el

polimorfismoen estelocus sehamantenidoduranteun largotiempo.

Alternativamente,una explicación extendida para el polimorfismo MHO es la

seleccióndependientede la frecuencia[punto(d)]. Varios autores(Snell, 1.968; Bodmeret
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al., 1.971)propusieronla hipótesisde que un individuo portadorde un nuevoalelo mutante

tieneventajaselectivapuestoque los patógenosno habrántenidotiempo paradesarrollarla

capacidad de infectar las células hospedadorasportadoras de un nuevo antigeno

histocompatiblemutante.El númerode individuoscon talesalelosseveráincrementadoen la

poblacióndebidoal fenómenode selecciónpositiva.Se ha publicado(Sattaet al., 1.994)un

moderadocoeficientede selecciónpositiva en alelosMHO. La extensiónde esta selección

positiva puedeser dificil de probar puestoque los patógenospuedenvariar de tiempo en

tiempoy en distintaslocalizacionesgeográficas.Estemodelogeneraunatasade sustituciones

no sinónimasmásaltaquede sustitucionessinónimas,perono puedeexplicarni el alto grado

de polimorfismo ni la inusualmentelarga persistenciatemporal de alelos polimórficos

(Hughesy Nei, 1.988).
Seancualesseanlas causasprincipalesde la génesisdel polimorfismoen los genes

MHO, deberáadmitirsequeéste representaunagaleríade vencedores:los distintosalelos

MHO aparecenasociadoscon resistenciao protecciónfrente a enfermedadesinfecciosas

(Hill, 1.991).

1.5.6.-Mantenimientodel polimorfismodeMHC

Seha sugeridoun cierto númerode mecanismosresponsablesdel mantenimientodel

polimorfismoenMHO, incluyendoselecciónde la viabilidad, interaccionesmaterno-fetalesy

emparejamientono aleatorio(Hedrick, 1.994).Entrelos modelosde selecciónde viabilidad,

los másconsideradoshansidoel vigor hibrido (sobredominancia)y la seleccióndependiente

de la frecuencia.Pesea queseha visto un excesode heterocigotosde los loci MHO, incluso

en poblacionespequeñas(Markow et al., 1.993),coherenteconun mantenimientoselectivo

del polimorfismo, los datosdisponiblesno permitendistinguir los dos tipos de modelosde

viabilidad (Hedricki, 1.994).

La evidenciade la selecciónpositiva,demaneraparticularen los codonesde la región

de unión al péptido (PBR), se ha obtenido por análisis del patrón de sustituciones

nucleotídicasentrealelos.En lamayorpartede los loci nuclearesexpresados,predominanlos

cambiosnucleotidicossinónimosentrealelos,debidoquizása unaselecciónconservadora(Li

et al., 1.996). Sin embargo,en los codonesdel PBR de los loci de clase1 y claseII, hay un

excesode sustitucionesno sinónimas,lo que concuerdacon la selecciónpositiva de la

variabilidad(Ilughesy Nei, 1.988,1.989).
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Los linajesMHO de claseII representanestructurasestablesque se han mantenidoa

lo largodel tiempo. Esto indicaque,al menosen algunoslinajesMHO, el mantenimientodel

polimorfismoha sido favorecidoporselecciónconservadora.La existenciadel polimorfismo

de MHO tal cual, ha sidoexplicadapor selecciónbalanceada(ventajade los heterocigotos),

puestoque el análisisde los cocientesd~/d~ demuestraque los codonesparalos residuosde

contactoen el PBR son másdivergentesque los codonesque codifican parael resto de la

estructurade la moléculade MHO (Hughesy Nei, 1.989;Hugheset al., l.996b).

Se puedepensarque los linajesque protegenal huéspedfrente a unaenfermedad

infecciosapuedenhaberseconservadoen unaconfiguraciónmás o menossimilar a lo largo

del tiempo. Las variacionesaminoacídicasvistasen tales linajes puedenser de naturaleza

neutral.Por otra parte, los alelosque no tienenunafunciónprotectoraclaramentedefiniday

estánliberadosde constriccionesselectivaspara su mantenimiento,puedenser capacesde

acumular variación. Algunos de estos alelos puedenadquirir mutacionesdesfavorables

(conferidoras de susceptibilidad)y posiblementedesaparecerándel repertorio genético

debidoa selecciónnegativa.Por el contrario, los aleloscon mutacionesfavorables,capaces

de hacerfrentea unainfecciónparticularpuedenquedarsujetosa seleccióndependientede la

frecuencia(Bodmerel al., 1.971).

Se sabe que muchos parásitos cambian su dotación antigénica para eludir el

reconocimientoinmune. A esterespecto,el MHO y los parásitosestánimplicados en una

batalla continua.De acuerdo con este concepto,el MHO puede empleardos estrategias

principales para combatir los desafiospatogénicos.En primer lugar, los linajes con una

función exitosason bien preservadoscomo seejemplifica por algunosde los linajes /vlhc-

DRBJ que, durantemillonesde años, sehanencargadode desarrollarunarespuestainmune

frenteaantígenosbacterianos(Geluk et al., 1.993).En segundolugar,el MHO englobaa loci

que codifican productosgénicos que parecenevolucionarmuchomás rápido, tales como

Mlzc-B, -DPBI y algunoslinajes -DRB y que producenunacontinua“emisión” de nuevos

alelos(Gyllenstenel al., 1.996).Los alelosquepuedenprotegeral huéspedde un nuevotipo

de infección parasitariason subsiguientementeenriquecidosa partir del gran repertorio

genéticopresenteen la población.Para apoyaresterazonamientoseha observadoque la

especificidadHLA-B53 protegeaalgunascomunidadesafricanasde la malariasevera(Hill et

al., 1.991; Hill el al., 1.992). No obstante,debetenerseen cuentaque las provocaciones

antigénicasvarían según el lugar y el momento, y que las migracionespuedenimportar

nuevosalelos.
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Por otra parte, los bajosnivelesde polimorfismoMHO descritosen algunasespecies

de mamíferos,talescomoel alce (Alcesalces;Ellegrenetal., 1.996)parecenmantenerseen

virtud de unabajapresiónselectiva,consecuenciade un estilo solitariode vida que puede

reducirla transmisiónlateralde patógenosen la población.

1.5.7.-Restriccionesa la diversidaddel polimorfismodeMHC

La expansióny contraccióndel MHO es probablementeun procesodinámico y

continuoque nuncaalcanzaráun statusquo. Estefenómenoinfluye sobreel repertoriode los

TOR (o viceversa).Oada individuo en la poblacióntiene, en conjunto,el mismo potencial

para generarun enormenúmerode diferentesTOR (Bergstrómy Gyllensten,1.995). Las

célulasT portadorasde receptoresdealtaafinidad,específicosparamoléculasMHO cargadas

con autopéptidosson delecionadasen el timo (selecciónnegativa),pero esta eliminación

comportael graveriesgode provocarun agujerofuncional (Zinkernagelet al., 1.996)debido

a la eliminaciónde un númerodemasiadoelevadode receptores.En teoría,esto supondría

que los individuosque poseendemasiadascopiasde genesMHO funcionalespuedenvolverse

susceptiblesa infeccionesparasitariaspuestoque sus compartimentoscelularesT serían

ineficientes.

Visto desdeestaperspectiva,es evidentequea lo largode la evolución los sistemas

MHO y TOR debenhaberejercidoun gran impactoel uno en el otro. En susinicios, ambos

sistemasdebenhabertenidoun bajonúmerode copias.El potencialgenéticoparagenerarun

gran repertoriode regionesvariablesde TOR, así como para la mayoríade los múltiples

linajes de MITO, puede habersegeneradoen el mismo período evolutivo. Bontrop y

coloaboradores(1.995) sostienenque la expansiónde los genesdel MHO y del lCR es

anteriora la especiaciónde los primatescontemporáneos.
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2.- EVOLUCION DEL MMC

2.1.-EvoluciÓn del MHC de invertebrados a vertebrados

Muy pocoeslo quese sabesobrela evoluciónmoleculary funcional delas moléculas

MI-lO y similaresaMHO en animalesinvertebrados,y acercadel tiempoy del ordenrelativo

o de los aspectosestructuralesy funcionalesde tales sucesos,como la formación de la

moléculaprimordialde MHO a partir deun dominioextracelular,inmunoglobulínicoo no, la

divergenciade las moléculasde clase1 y claseII a partir de su supuestoancestrocomúny

otros fenómenosrelacionados.

En ciertasespeciesde invertebradosmarinosse han encontradogenesdel tipo de

MHO (Reinischy Litman, 1.989). El papel de estos posiblesprecursorespuede haberse

relacionado con formas primitivas de reconocimiento de lo propio y de lo ajeno,

independientementede la presentaciónde antígenosextrañosy de la interacciónconsistemas

receptorescomo Igs y TOR. Por esta función, es de esperarque se tratasetambién de

proteínasdemembranaconun númerovariablededominios(Anderssonet al., 1.987).

La función inmunitaria de la presentaciónantigénica ha sido adquirida sólo en

vertebrados(Humphreysy Reinherz,1.994).Sehaestimadoqueel MHO surgiódela familia

de las Inmunoglobulinas,a la cualpertenecepor su estrechahomologíade secuencias,hace

unos 3 x 108 años, puestoque el MHO que poseenlos elasmobranquiosy los anfibios

actualesessimilaren suestructuray funciónal encontradoen los mamíferos(duPasquieret

al., 1.989;Flajnik, 1.996).

2.1.1.-Evolución funcional de las moléculassimilares a MHC

Ha habido muchaespeculaciónacercade la evolución funcional de las moléculas

similaresa MHO, basadaprincipalmenteen la concepciónoriginal del MHO en vertebrados

superiores:la de un locus genéticomúltiple, altamentepolimórfico, implicado en el rechazo

de injertos tisulares(Burnet, 1.971;Hildemannet al., 1.979;du Pasquier,1.989). El rechazo

de injertos se ha demostradoen todas las especiesvertebradasexaminadashastala fecha,

aunqueel alcancey cinéticade esterechazoasí comootros correlatosin vivo e in vitro de
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alorreconocimientospor partede los linfocitos T, difieren entre especiesde vertebrados

(Orone et al., 1.985; Klein, 1.987). En ciertasespeciesde invertebradosse han descrito

fenómenos de alorreconocimiento con algunas similitudes con los de vertebrados (McOumber

y Olem, 1.977; Hildemannet al., 1.979; Smith y Hildemann, 1.984; Du Pasquier,1.989;

Klein, 1.987). Estosfenómenosestánparticularmentebien documentadosen invertebrados

marinoscoloniales,desdemetazoostan primitivos como las esponjas(Po4fera) hastalos

tunicados(Urochordata),tenidosestosúltimos comolos representantesmás cercanosa los

ancestrosde los vertebrados.En el tunicadoBotryllus (cuyagenéticaestárelativamentebien

establecida),un locus único, altamentepolimórfico, determinael rechazoo la aceptaciónde

injertos(Panceret al., 1.996).

Tambiénseha sugerido,sin mayorevidencia,quela funciónprimariade los sistemas

polimórficos de alorreconocimientoen invertebrados,así comolos de vertebrados,es la de

reconocerpatógenos(Ramachandraet al., 1.999).

Algunos rasgosasociadosa la presenciade las moléculasde MHO, talescomo las

interaccionescélula-célula,la uniónpeptídicao el transporteintracelular,puedenhabersido

másimportantesque el polimorfismo para la función de las moléculasancestralesde MHO

(Kauflnanet al., 1.984;1.990).

2.1.2.-Evolución estructural de las moléculassimilares a MHC.

Esencialmente no se sabe nada acerca de la evolución estructural de las moléculas

similaresaMHO.

El primermodelopropuesto(Doolittle, 1.985)es el de unamoléculaprimordial con

un dominioN-terminalno inmunoglobulínicoy un dominioO-terminalcomolos de las Ig. La

posibilidad mássimple es la de que el dominio no inmunoglobulínicosurgió como un

miembrode unasuperfamiliagénicano relacionadoconla superfamiliagénicade las Ig, y

quelos dosdominiosllegarona serpartede unamismamoléculapor“barajamiento”exónico,

tal como se piensa que ocurrió para la mayoría de estas proteínas.

El segundomodeloconcierneal origende las regionesy de los genesTcR/Ig (Davis

y Bjorkman, 1.988). Se ha propuestoque originalmentehubo una interaccióncélula-célula

entreel vértice superiorde unamoléculano polimórfica, semejantea MHO, y las bandas

semejantesa CDR de unaregióninvariable,similar ay, de unamoléculaancestrala 0D8, o

TcR, o Ig. El genparaesteancestro0D8¡TcR/lgseduplicó y divergióparadarlugaraun gen

conducentea0D8 y otro gen conducentehastaTcR/Ig. El genTcR/Ig fue invadido por un
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transposónparacrearla región V, de escisión,del TcR ancestral,queposteriormentedaría

lugar a los genes para anticuerpos

El modelo concernienteal origen de las moléculas de clase 1 y II sostuvo,

iicialmente, que la ¡32m y las moléculasde clase1 aparecieronprimero (Ounninghamy

Berggard, 1.974), pero a partir de unabaseestructural,implicando parsimoniay simetría,

pareceque la moléculaprimordial semejantea MHO fue un homodímerosemejantea la

cadena¡3 declaseII, cuyo genseduplicóy divergió paradar lugaral conocidoheterodimero

actual declaseU. Posteriormente,hubo un barajeoexónico,que situó el exón al de claseII

enfrentedel gen(3 de claseII paracrearel genprimordial de la cadenaade clase1, dejando

el dominio a2 de claseII y los otros exones3’ dispuestospara convertirse en el gen

primordialde (32m.

Ademásde las característicasestructurales,existen otras razonesbiológicas para

pensarquelas moléculasde claseIII evolucionaronantesquelas de clase1:

a) El procesamientoantigénicollevado a cabopor las moléculasde clase1 es más

complejoqueel quesehadescritoenlas de claseII (Hughesy Nei, 1.993).

b) Las larvas de anfibiossólo expresanmoléculasde claseJI antes de entrar en

metamorfosis,mientrasque duranteésta y durantela vida adulta expresanambos

conjuntosde moléculas(Flajnik el al., 1.991).Puestoque la ontogeniarecapitula la

filogenia es dablepensarquelas moléculasde claseU preceden,evolutivamente,a las

declase1.

Los tres modelos esbozadosaquí parecenrazonablesa la luz de los actuales

conocimientos,peroaún no haymaneradesabersi sonrealesy, si esasí,cuándoocurrieron.

En invertebradossehandescrito genessemejantesa los de Ig, implicadosen la adhesión

celular (Seegeret al., 1.988; Harrelsony Goodman,1.988), pero aún no se sabe si los

invertebradosusanun sistemareconocedorsimilar a MHO/TcR o si éstees un desarrollode

los vertebradosmásprimitivos.

2.2.- MiHC de claseII en primates

2.2.1.-Presenciade genesMIBIC de claseII en primates nohumanos

A finales de los ochenta,se disponíade escasainformaciónacercadel grado de

diversidadde los genesde claseU del MHO en primatesno humanos.El tipaje serológico

61



Manuel Rosal Sánchez lntmduccMn

sólohabíasidopracticadoenlos productosgénicosdelmonorhesusy de algunasespeciesde

macacosestrechamenteemparentadas(Heiseet al., 1.987).Por mediode la técnicade RFLP

sevio que los Monosdel Viejo Mundo poseíansolamenteun conjuntode genesIvIhc-DQA/-

DQB, mientrasque los homínidos(humanosy grandessimios) y los Monos del Nuevo

Mundo compartíanun conjuntoduplicadode genesMhc-DQA/-DQB(Bontrop et al., 1.993;

Bontrop et al., 1.999).Además,la conservaciónde los sitios de restricciónindicabaque las

diferentesespeciesde primatespuedencompartirgenesde claseII sumamentesimilares.

Tambiénse probó,en líneacon los análisisde segregación,queel númerode genes

DRB presentesen un haplotipovariaba en los chimpancés(Bontrop et al., 1.993)y en el

monorhesus(Slieren&egty Bontrop, 1.994;Slierendregtet al., 1.994),tal comoya sehabía

visto en humanos(Bohmeet al., 1.985;Bodmeret al., 1.992;Bergstrómet al., 1.999).Estas

investigacionestambiénmostraronque algunasregionesDR de primatesno humanosson

probablementemásgrandesque susequivalentesen humanos,en función de la cantidadde

genesque contienen(Erlich et al., 1.996). El número máximo de genesMhc-DRB por

haplotipooscilaentre4-5 en humanos,5 enchimpancésy hasta6 engorilasy macacorhesus.

22 1.1.-Mhc-DQ

Hasta ahora se han documentado,en primates no humanos,más de cuarenta

secuenciasMhc-DQA (Kasaharaet al., 1.993)y 90 -DQB (Bontrop, 1.994). Los linajesMhc-

DQA1*O1, ~DQA1*O5y ~DQBJ*O6,quesoncompartidosporhumanos,monosantropoidesy

primatesinferiores,son anterioresa la especiaciónde los primatesy, al menos,tienenuna

antigUedadde 35 millones de años(enter el al., 1.992; Oting et al., 1.992; Gyllensteny

Erlich, 1.993).Estosdatosapoyanel conceptode la herenciatrans-especies(véase2.2.4)del

polimorfismo de MHO (Klein, 1.987). En la mayoría de las especiesinvestigadasde

primates,tanto los genesMhc-DQAI comolos -DQBI exhibenun amplio polimorfismo,con

la excepcióndeltamarinodecabezaalgodonosa(Sagiánusoed¡pus;Gyllenstenetal., 1.994).

2.2.1.2-Mhc-DR

Se ha obtenido un gran número de secuenciasMhc-DRB en varias especiesde

primatesno humanos,talescomoel chimpancé(Fanet al., 1.989;Kenteret al., 1.992;Mayer

et al., 1.992;Bontrop et al., 1.993),gorila (Kupfermannet al., 1.992),orangután(Schónbach

et al., 1.993),macacorhesus(Slierendregtet al., 1.994; Slierendregty Bontrop, 1.994) y
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varios primatesdelNuevo Mundo(MNM; Trtková et al., 1.993;Gyllenstenet al., 1.994). La

mayorpartede estassecuenciasha sido compilada(O’hUigin et al. 1.993),deduciéndoseque

los linajesMhc-DRBJ*03, -DRBJ*04 y -DRBJ*10 asícomolos loci Mhc-DRB3y -DRBSya

estabanpresentesen la poblaciónde unaespecieancestralde primatesquevivió hace55

millonesde años(Bergstrómet al., 1.998).De hecho,algunosde estoslinajespuedenincluso

ser másantiguospuestoque sehan encontradoequivalentesde los mismosen prosimios

(Figueroaet al., 1.994). Algunos miembrosde los linajesde Mhc-DRBque son funcionales

en Catarrhini [homíidos y Monos del Viejo Mundo (MYM)] son, por el contrario,

pseudogenesenP¡atyrrh¡ni (MonosdelNuevoMundo; Trtková et al., 1.993).El quetanto los

MVM como los MNM usen diferentes loci codificadores de productos con funciones

relacionadasen la activaciónde unarespuestainmune tambiénha sido documentadoen la

regiónde clase1 delMHO (Watkinset al., 1.990a,b).

22 1.3.-Mhc-Dl’

La mayor partede la variación observadaen el locus Mhc-DPBJde primatespuede

explicarsepor la concatenaciónde mutacionespuntualesy mecanismossimilares a la

recombinación(Oullen et al., 1.997).En contraste,la comparaciónde los alelosHLA-DPAJ

consusequivalentesde primatesno humanosmostró que algunoslinajesMhc-DPAI tienen,

al menos,35 millonesde atlasde antiguedad(Ottingy Bontrop, 1.995).Otrapeculiaridades

que, aunquese ha identificado un considerablenúmerode alelosMhc-DPBJ de primates,el

grado de libertad paraalojar diferentesaminoácidosen los sitios de contactodel PBR es

menorqueel quesehavisto en moléculasMhc-DQBJ y -DRB (Slierendregtet al., 1.993).

2.2.2.-Evoluciónde losgenesDRB

Todos los genesHLA-DRBconocidossurgieronpor duplicacióna partir de un gen

ancestralcomún(Kasaharaet al., 1.997),peroprobablementeno todos al mismo tiempo.La

duplicacióninicial debió haberocurrido antesde la divergenciade los prosimios(incluidos

los tarseros)con los primatesantropoides,un hechodatadohace65 millones de años. Esta

conclusiónse apoyaen dos observaciones,ademásde las similitudes de secuenciay de las

distanciasgenéticasrelativasentrelos genes.En primer lugar, todos los genesHLA-DRB[a

excepcióndeJ-JLA-DRB9,puestoquesusecuenciaconsisteen un únicoexónypoco eslo que

se sabeacercade su origen,aunqueseha sugeridoque estárelacionadocon el gen DRiB3
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(Svenssonet al., 1.996)] compartenA/uSO, que es un miembro de la familia J de las

secuenciasA/u (Mnuková-Fajdelováet al., 1.994); estafamilia se diseminóen el genomade

los primateshacemásde 65 millones de años. En segundolugar, tanto los prosimioscomo

los primatescatamnosposeenel locus DRB6 (Figueroaet al., 1.994; estegen no ha sido

encontrado,hastahora, en los Monos del Nuevo Mundo, y esposible que se hayaperdido

durantela evoluciónde estegrupo de primates).Aunque hastala fecha sólo sedisponende

secuenciasdel segundoexóndel genDRB6 en prosimios,sontan profundaslas similitudes

queestassecuenciasexhibenfrentea las ortólogasde los catarrinos,que es improbableque

hayansurgidopor simpleconvergencia.

Los genesDR.B2 y DRB4 estánestrechamenterelacionadoscon DRB6, lo que se ve

no sólopor la gransimilitud de secuencias,sinotambiénpor compartirelementosretrovirales

queestánausentesentodoslos demásgenesDRB conocidosde primates(Sattaet al., 1.996b;

Svenssony Andersson,1.997). Las distanciasgenéticasestimadasindicanquelos tresgenes

surgieronen rápidasucesión;el genDRiB2 fue,posiblemente,el primeroen divergir, seguido

por la divergenciaposteriorde los genesDRB6 y DRB4 (Kasabaraet al., l.992b;Sanaet al.,

1.996a;Kasaihara,1.999). Por tanto, si DRB6 surgió antesde la separaciónde prosimiosy

antropoides,lo mismo es aplicableal casode DRB4. Sin embargo,ni el genDRB2 ni el

DRB4 sehanencontradoen prosimios.El gen DRB2 sólo es conocido en antropoidesy en

humanosy el gen DRB4 enhumanos,antropoidesy MVM. DRB2 puedehaberdesaparecido

en prosimios y en Monos del Viejo Mundo porque,en antropoidesy en humanos,por lo

menos, carecede exón 2. Es posibleque el pequeñotamañode la muestraestudiadade

prosimioshayaimposibilitadoel hallazgodel ortólogoaDRB4 en estosanimales.

La duplicaciónquedio lugara los restantesgenesHLA-DRBocurrió despuésde esta

ronda inicial de duplicacióny esta conclusiónse basa(Klein y O’hUigin, 1.995) en la

observaciónde quetodos los genesDRB1, DRBS, DRB7 y DRB8 compartendos elementos

A/u, A/u53 y A¡u54, los cualesestánausentesen posicioneshomólogasde los otros genes

DRB de primates(Sattaet al., 1.994;Kasahara,1.997).Estosdos elementospertenecena la

familia Sc, la cual comenzóa diseminarsedentro del genoma de los primateshace 45

millones de años, lapso de tiempo éste quees también,aproximadamente(42 millones de

años), el de la divergenciade estos cuatro genes,estimadopor medio de las distancias

génicas entre intrones (Satta et al., 1.994; Kasahara, 1.998). Esta segundaronda de

duplicaciones,iniciada hace45 millones de años y posiblementeiniciada despuésde la

separaciónde los platirrinos y de los catarrinos(hace 55 millonesde años; Martin, 1.993)

produjolos genesDRBS, DRB7y DRB8 y el genproto-DRB1,quetendríalas características
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del linaje alélico DRBJ*04. La presenciaen humanos,en antropoidesy en MVM, del gen

DRB5 y del linaje DRBI *Q4 concuerdaconestahipótesis(O’hUigin et al., 1.993). Los genes

DRB7 y DRiB8 sólo sehanencontradoen humanosy en antropoides,aunqueestotambién

podríaser debidoa que el trabajo de búsquedahechoen MVM podríaestarsesgadohaciala

detecciónde genesDRB1; alternativamente,la posibleno funcionalidaddelos genesDRB7 y

DRBS enlos Monosdel Viejo Mundopodríahaberllevadoa supérdida.

Tambiénseestimaquehaceunos30 millonesdeañosseprodujounatercerarondade

duplicaciónque daríalugaral genDRB3 a partir de un genDRB1 quedivergió (Sanaet a].,

1.996b)dentrode los linajesDRBI*03 y DRBI*02. Los linajesDRBI*02 y DRBI*03 y el

genDR133 tienenen comúnel compartirun insertoretroviralqueestáausenteen otros genes

DRB(Sanaet al., 1.994;Svenssonet al., 1.995).La presenciade los genesDRBI y DRB3 en

humanos,antropoidesy MVM (O’hUigin et al., 1.993; O’hUigín, 1.995)concuerdacon esta

interpretación.En cuantoal linajeDRBI*10, suprocedenciaesincierta, perolos datosde las

distanciasgenéticassugierenquepuedeestarrelacionadoconel grupoyadescritode genes.

El análisisde los genesDRB en platirrinos(MNM) arrojó interpretacionesdiferentes

en función de qué partedel gen eraanalizada.Los análisisgenéticosconvencionalesde las

secuenciasdel segundoexón han sugeridola presenciade los genesDRB3 y DRBS y del

linaje DRBI*03 en estegrupo(Trtková et al., 1.993;Gyllenstenet al., 1.994; Bidwell et al.,

1.994). Ademásde esto, los MINM poseen10 nuevoslinajes (DRB11, DRB*w12~*wJ9y

DRB*w22) que,en apariencia,no estánpresentesen otrosprimatesy que puedenrepresentar

loci diferentes, o linajes alélicos de un mismo locus o una combinación de ambas

posibilidades(Trtkova et al., 1.993;Oyllenstenet al., 1.994).Por otra parte,el análisisde las

secuenciasdel intrón 2,exón3 y región3’UT no consiguiórevelarunarelaciónortólogaentre

los genesDRB de los MNM y los de los primatescatarrinos(Trtková et al., 1.993, 1.995).

Por lo tanto, todas las secuenciasDRiB de los MNM parecenhaberderivado de un gen

ancestralcomúndistinto del genancestralparalas secuenciasDRB de catarrinos.

Una situaciónsimilar parecedarseen prosimios. También aquí las secuenciasdel

segundoexón indican la presenciade ortólogos de DRBJ*03, DRBJ*04 DRB3 y DRBS

(Figueroaet al., 1.994). Además de los linajes DRB*wl y DRB*w3, semejantesa los

previamenteencontradosenMVM, y el linaje DRB*w12ya descritoen MNM, los prosimios

poseenal menosdos linajes, DRB*w20 y DRB*w21 que no se han encontradoen otros

primates(Figueroaet al., 1.994).Sin embargo,a la vistade nuevosdatosobtenidosen MNM

(Trtkováet al., 1.993, 1.995)se cuestionala ortologíade los genesDRB de prosimioscon los

de otrosgruposde primates(conla excepciónde DRiB6, cuyaexistenciaenlos prosimiosestá
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fuerade dudas).De cualquiermanera,hayevidenciasde la expansiónde nuevosgenesDRB

de prosimios que carecen de ortólogos en otros grupos de primates.

2.2.3.-Linajesalélicosen genesIPRB

En el locus DRB1 se han identificado cinco linajes alélicos principales (Klein y

O’huigin, 1.995;tabla 1; véase1.5.4). Los linajesprincipalesestánseparadospor grandes

distanciasgenéticasy su divergenciaprecedea la divergenciade los antropoidesy de los

Monos del Viejo Mundo, un sucesofechadoactualmenteen 35 millonesde años(Martin,

1.993).Los linajesmenoresestánseparadospordistanciasmáspequeñasy su divergenciaes

posterior a la divergenciade los antropoidescon los Monos del Viejo Mundo. Los cinco

linajesalélicosprincipalessonDAR)*10 DAR)*02 (que incluye a DRBJ*15 y DRBJ*16 y

tambiénpuedeincluir aDRB1*01), DAR) *03 (queincluye aDRBJ*11, *12 *J3 *J4, *17 y
*18, y tambiénal exón 2 de DRBI*08), DAR)*04 (que incluye a partede DRBJ*09) y

DAR)*07

Cuando una secuencia DRBhumana es descubierta y descrita será asignada aaquelde

los genesy linajesconel quecompartael mayorgradode homologíasecuencial(Klein et al.,

1.990).

Tabla 1.- Linajes alélicosreconocidosen los diferentesgenesMhc-DAR

GEN LINAJES

DRiB1 10,02,03,04,07

DRB3 01,02,04,05,06,07

DRB4 01,02

DRB5 01, 02, 03, 04,05, 06,07

DRB6 01,02,03,04

DRB7 01

DRB11 01

DRB*W 1,2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 12, 13, 14,

15, 16, 17, 18, 19,20,21
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De maneraanáloga,cuando en primates se descubrey caracterizauna secuencia

nucleotídicade DRB, asignarsu filiación a un gen concretode estesistemagenético(darle

nomenclaturaoficial de alelo)sebasaenvercuálde las secuenciasHLA-DRB tomadascomo

referenciatiene mayor homologíacon estanuevasecuenciade primate. No obstante,en un

grannúmerode ocasiones,las nuevassecuenciasde primateno tienenelevadahomologiacon

ningunade las secuenciasconocidasde HLA-DRB (no seha halladogen ortólogo), por lo

que, mientrasseelucidasi talessecuenciascorrespondena loci aúnpor caracterizaren los

cromosomasde primatesy no parangonablesalos humanos,el Comité de Nomenclaturalas

incluye, de maneraprovisoria,en una gran familia alélica llamadaDRB*W (Klein et al.,

1.990). A su vez, dentro de esta familia se han establecidolinajes (hasta20; tabla 1) en

funciónde las homologiasy desemejanzasquemuestranentresí las secuenciasque enella se

hanincluido. La razónde quese reconozcaal genDRBI 1 comotal y no comoDRB*wII, se

debea que este gen ya fue identificado y nombradoasí en Monos del Nuevo Mundo

(Grahovacet al., 1.992; Trtkováetal., 1.993).

El númerode linajesno prototípicosaumentacasiamedidaqueaumentael estudioen

la secuenciaciónde Mhc-DRBde especiesde primatescadavez más alejadas,filogenéticay

evolutivamente,de 1-lomo sap¡ens. Así, en 1.993, cuando OhUigin y colaboradores

publicaronsu compilación de secuenciasde alelosA-úthc-DRB en primatesno humanos,el

númerototal de linajesascendíaa 18, desdeDRB*wI hastaDRB*wlO, y desdeDRB*w12

hastaDRB*w19, abarcandoalelos de catarrinos,platirrinos y monos antropoides.Al gen

DRiBl 1, encontradoenplatirrinos,se le danomenclaturade locusprototípico. Ensusestudios

sobrealelosDRB de prosimios,Figueroay colaboradores,en 1.994,llegarona establecerlos

linajesDRB*w20en la especieLoris tardígradusy el DRB*w21en Petterusfulvus.

Sehaestimadola antigUedaddeestoslinajes(SlierendregtyBontrop, 1.994)envirtud

de su presenciatanto en antropoidescomo en monosdel Viejo Mundo, y por presentar

marcadoresespecíficosde linaje tales como las secuenciasA/u e insertos retrovirales

(Mnuková-Fajdelováet al., 1.994;tabla2).

2.2.4.-Modotransespecificodc evoluciónde losgenesMise-DAR

Históricamentese han postuladodos hipótesis para dar cuentadel modo cómo

evolucionan los genes DRB del sistema MHO: evolución intraespecíficay evolución

transespecífica(Kasaharaet al., 1.990;Kasaharael al., 1.992a).
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La primerade ellas,originalmentepropuestaparalos genesMHO de clase1 del ratón

(Brégégére,1.983; Weisset al., 1.983;Pease,1.985)asumequedeterminadosmecanismos,

talescomounaalta tasade mutacióny la conversióngénica,que conduceal intercambiode

segmentosde longitud variablede ADN, de un gena otro, jueganun papel destacadoen la

generacióndel polimorfismoMHO. Segúneste punto de vista, el alto grado de diversidad

alélicaes el resultado,fundamentalmente,de una diversificaciónaceleradainducidapor la

alta mutacióny por el intercambiode secuencias,y desarrolladadentrode los genomasde

especiesya diferenciadasy separadas.Como apoyo de tal teoría se ha descrito un cierto

númerode sucesosde conversióngénica(Gorskiy Mach, 1.986).

La segundahipótesis,propuestapor Klein y suscolaboradores(Klein, 1.977; Klein y

Figueroa,1.986;Klein, 1.987; Brándle et al., 1.992)asumeque la evolución de los alelos

MHO comienzaantesde la apariciónde unanuevaespecie.Paraello, un grupo de alelos

principaleses transferidoa través de la filogenia, desdeuna especieancestralhastaotra

derivadade ella, acumulandoposteriormentemutaciones.Puestoquetal modelode evolución

transespecíficocapacitaa los alelosMHO individualesparaacumularmutacionesmásallá

del tiempo de existenciade unaespecie,tambiéndeberíanestosalelossercapacesde divergir

significativamenteentreellos sin la necesidadde que se den altas tasasmutacionaleso

mecanismosgenéticosespeciales(tales comola conversióngénica)que podríanacelerarla

diversificación de los alelos. O sea,algunosalelos del sistemaMhc-DRB en las especies

estudiadasseríanmásantiguosde lo quelo sonlas propiasespecies.

Actualmentese aceptala teoríade la evolucióntransespecíficaparalos genesMhc-

DRB,y ello, entreotrosmotivos,porqueexplicamejorlas observacioneshechasen el sentido

de quelos alelospertenecientesa especiesseparadasguardanmássemejanzasentresí que

conotrosalelosdiferentesde susmismasespecies.

La prueba formal para la evolución transespecíficadel polimorfismo MHO fue

primeramentedocumentadaen roedores(Figueroaet al., 1.988)y algodespuésen el MMC de

clase1 de primates(Lawlor etal., 1.988;Mayeretal., 1.988>. Si los polimorfismosde claseII

delMHC sonde origentransespecificocabeesperarquelas secuenciasparticularesobtenidas

de diferentesespeciesdeberánestarmásrelacionadasentreellasde lo que lo estáncuandose

las comparacon otros alelos de sus mismasespeciesde procedencia.Es por ello que los

alelostransespecíficosseagrupanen racimosestrechamentejuntoscuandose haceun árbol

filogenético (véanse2.3.1, 2.3.2 y 2.3.3 de Resultados),y un agrupamiento(racimo) así, de

secuenciasaltamenterelacionadasqueseenraízanen unaestructuraancestralcompartidaes

referidocomo un linaje (véanse1.5.4y 2.2.3).

69



Manuel Rosal Sánchez Introducción

Por el contrario, si los genes DRB hubiesen evolucionado según un modelo

intraespecifico, o específico de especie, no habría ninguna explicación para que se

encontrasensecuenciasgénicasmuy similaresen alelosde especiesevolutivamentedistantes,

al tiempo que los árboles filogenéticos mostraríanuna topologia caracterizadapor el

agrupamientode secuenciasen base a sus especiesde procedencia,pero no por sus

genes/linajes(Paz-Artalet al., 1.994).

(laury Nepom(1.996)y Chury colaboradores(1.997)hallaronunaconservaciónmuy

marcadade motivos secuencialesen la región HVRIII (codones60-79); algunos de estos

motivosfueronhalladosenespeciesdeprosimios,que divergieronde la especiehumanahace

másde 85 millonesde años. Sin embargo,estosmotivos HVRIII fijados aparecencomo un

midode fondo dediversoslinajes, sugiriendoque esel motivo,másqueel alelo en si mismo,

el queestransespecíficoenorigen.

2.3.-El orden Priman,

Desdeel punto de vistade la Taxonomía,los primatesconstituyenun orden,por lo

quese les sitúaal mismonivel en el quese hallanlos carnívoros,los roedores,los cetáceos,

etc. El ordenPrimata (claseMammalia,phylum chordata,reino Animaba)comprendeuna

gamade animalesquehabitanen Asia, Africa y América, y atodos los humanos,actualesy

fósiles.

2.3.1.-Clasificación

El ordenPrímata sedivide en prosimioso primatesinferioresy en simioso primates

superiores.Los prosimios son menosparecidosal hombrey muestranmenos tendencias

evolutivasavanzadasen comparaciónconlos simios;tienenhocicosmás largos,olfato más

desarrolladoy cerebromáspequeño.Los simios tienenel hocico más pequeño,un agudo

sentidode la visióny un cerebrode grantamaño.

Atendiendoa criteriosmorfológicos, los primatesseclasificanactualmentecomose

plasmaenla tabla3.
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212.-Relacionesevolutivas

La relación

esquematizaenlas

evolutivade las especiesmásrepresentativasde estosgruposanimalesse

figuras 19y20

ANTROPOIDEOS

PlATIRRINOS

PRIMATES —*TARSIOTDEOS
LtMUUIFODMES

STREPSIRRINOS

cnconTEcomEw

CATAItEINOS

HOMINOIDWU

—

LORISIFORI4IES

Figura 19.• Relaciones evoluflvas actuaimente establecidas enfre los disdntos grupos de especies de primates
(basado en los datos aportados por Goodman y colaboradores, 1.994).

2.3.3.-Relojesmolecularesen la evolucióndelos primates

Los experimentoshechos con relojes moleculareshan situado el momento de la

divergenciaentrecatarrinosy platirrinos en38 millonesde años.El reloj del pseudogénde la

~-globina(Hasegawaet al., 1.987)arrojó fechasde 25,3+2,4, 11,9±1,7,5,9±1,2y 4,9±1,2

millonesde años para la separación,respectivamente,de los monos rhesus,orangutanes,

gorilas y chimpancésa partir del linaje queconducea los humanos,con un intervalo de

confianzadel 95%. No obstante,estos datosnuméricospuedenser revisadoshaciafechas

másrecientesal habersesugeridoque la tasaevolutivade estepseudogéndecrecióen la línea

de los antropoides.

Arnasony colaboradores(1.996) sugirieronque la divergenciaentrelos hominidos

fue establecidamuchoantesde lo que, anteriormente,se habíaconcluidobasándoseen los

datosdel registrofósil. Segúnestosautores,la divergenciaprimariade los homínidos,con-
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1.- Obtener secuenciasnucleotídicas de Mhc-DRB en la

especieCercopithecusaetkiops(monoverde africano).

2.- Asignar las secuenciasobtenidasa locí o linajes Mhc-DRB

mediante la construcciónde dendrogramas.

3.- Analizar las relacionesevolutivas entre las secuenciasde

mono verde y las de otros primates (prosimios, monos del

Viejo y del Nuevo Mundo y póngidos).

4.- Comprobar si los datos obtenidos apoyan el modelo de

evolución transespecífica del Complejo Principal de

Histocompatibilidad (MHC).

5.- Estudiar si los productos proteicos de los alelosobtenidos

cumplen los requisitos para funcionar como moléculas

presentadorasde antígenos,mediante el análisis de residuos

aminoacídicos específicos deducidos y el cálculo de

sustitucionessinónimasy no sinónimasen el sitio de unión al

antígenoy fuera de él.

6.- Estudiar los posiblesmecanismosde generaciónde alelos

DRB en el mono verde.
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1.- ESPECIE, INDIVIDUOS Y LINEAS CELULARES

EMPLEADAS

1.1.-ELECCION DE LA ESPECIE: MOTIVOS

Tressonlosmotivos quenoshan impulsadoa elegiral monoverdeafricanocomo objetode estudiodel

presentetrabajode investigación.

En primerlugar, estetrabajotieneel interésdeque,concarácternovedoso,sehahechounacaracterización,

a nivel funcionaly evolutivo, de los genesMhc-DRBenunaespeciecuyosgenesdeclaseII no habíansidoestudiados

hastala fecha.Cercopithecusaeth¡ops esunaespeciedela familia delos cercopitécidos,de la quesurepresentante

másprototípicoesel macacorhesus(Macaca mu/alta), animalen el quesíse hahechoun profusoestudiode sus

alelosMhc-DRB. En tal sentido, el presentetrabajosobreCercopuhecusaethiops contribuyea incrementarel

conocimientodel acervogenéticodeestafamilia deMonosdel Viejo Mundo(Cercopuhecidae) y, por ende,delos

primatesengeneral.

Ensegundolugar, la pertenenciaa la fhmilia de los macacostambiénfueunmotivo deconsideración,debido

al gran protagonismoque ha adquirido estafamilia como modelo clínico en diversosestudiospatológicos y

terapéuticos.En particular,en la especieMacacamulatia(macacorhesus)se hanhechoestudiosdetrasplantesy

aceptación/rechazodeórganos,secuenciacióndegenesMHC de las clases1 y II, asociacioneshaplotípicasdelos

mismos,estudiosdel polimorfismoasociadoa esassecuenciasgénicasy análisisevolutivosy filogenéticos.El mono

verdeafricanoeshospedadornaturaldel virus~SIV (SimianImmunodeflciencyJ’ims; Virus dela Inmunodeficiencia

de los Simios)que,en estosanimaleslleva acabouncursopatológicosimilaral del VIH enhumanos(Famsgaard

etal., 1.995;Norley, 1.996).Estosestudiossuponenunaincursiónenel estudiodelas relacionesentreel colTeceptor

CD4delos linfocitos Th del monoverdeahicanoy el SIV y suposibleextrapolaciónala relaciónexistenteentreese

mismo correceptor,en linfocitoshumanos,y el VIIi (Fomsgaardet al., 1.997),así como un intentopor elucidar

posiblesmecanismosde resistencianaturala travésdela actividadcitotóxicaCDS+(Murayamaet al., 1.997).

En tercerlugar, la secuenciacióndel genomadel monoverdepuedearrojarnuevaluz sobreel devenir

evolutivodel polimorfismo del sistemaMHC.

Los individuos cuyo materialgenéticoha sido analizadoen el presentetrabajo no guardanentreellos

vínculos~miliares,por lo que se puedeconsiderara la muestraestudiadacomo representantedesu poblacióno

especiedeorigen.

1.2.-INIDIVIDIJOS Y CULTIVOS CELUlARES

Ha sidoestudiadoun tota)de 15 individuos, identificadoscon la natacióngenérica“Ve-n’, siendou un

númerodesdeel 1 hastael 16. LaamplificacióndelosgenesMhc-DRBenel individuo Ve-9 fuenegativa,por lo que,

en lo sucesivo,no serátenido encuentaenlos resultadosy discusiónpresentadosenestetrabajo.

79



Manuel Rosal Sánchez Mpteriaks u Métodos

El materialgenéticodelos 15 individuosfUe extraídoa partirdelíneascelularesdelosmismospor medio

de cultivos de célulasrenalesembrionarias(BIOWHITTAKER; Walkersville, MD, USA). Las célulasrenales

embrionariasposeenla capacidadde creceren cultivo primario duranteun númerolimitado de generaciones.Su

forma de crecimientoes en monocapa,extendidaéstaa lo largo de la superficieinferior del recipiente quelas

contiene.

Estoscultivosserecibieronenel laboratorioenrecipientesdeplásticoconun mediodecultivo constituido

porMEM (Minimum EssentialMedium;Medio Minimo Esencial;LAHORTECHNTK; Aiemania)suplementadocon

suerodeternerafetal (FCS;Fetal CalfSerum;LABORTECHNIK) inactivadoporcalor(5&C durante45 minutos),

aunaconcentraciónfinal de2% VN.

Estosrecipientesseincubanenunaestufaala temperaturaconstantede3?C,concentraciónatmosférica

de5% deCO2y humedadsaturante.

EJ subsiguientecrecimientocelularsecontroladiariamentemediantemicroscopiadecontrastede fasehasta

que,unavezquesehaformadoíntegramentela monocapa,hayque procedera duplicarloscultivosconla finalidad

de obtenermásmasacelular, superandoasí las inhibicionesde crecimientoy multiplicación celular quellegan a

producirsepor el contactoentreJaseMulasdeJanionocapa,unavez queéstahaalcanzadosumáximaextension.

El procesode duplicaciónrequlereque el mediode cultivo searetirado(pordecantación),procediendo

seguidamentea la adiciónde20 ml de solucióndeTripsina+EDTA(BIOWHITTAKER) e inmediataagitacióna la

temperaturade37aC.

Al quedardespegadas,las célulasen suspensiónse repartenentresrecipientesdecultivo, aportandoa éstos

el mediodecultivo necesario[RPMI-1640(OIBCO; Painsley,ReinoUnido) -4- FCSinactivadopor caloral 200/oVN

+ glutamina2 mM (BIOWHITTAKER) -4-cóctelantibióticoal 1% Y/y].

Una vez duplicadoso triplicadoslos mediosde cultivo, se reincubanbajo las mismascondicionesde

temperatura,[CO2]y humedadqueposibilitaron,inicialmente,la expansiónde la monocapacelular.

Cuandoloscultivos crecensuficientemente(al menos2 x i0
7 célulaspor cadarecipiente)sepuedeproceder

al tratamientonecesarioparala lisis delas célulasy extraccióndesu ARN.
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2.- EXTRACCION DE ARN Y CONVERSION EN ADNc

2.1.-EXTRACCIÓN DE ARN TOTAL

Se siguió el protocolode Sambrooky colaboradores(1.989),queabarcalas siguientesetapas:

Obtencióndel botóncelular(un mínimo de2 x 1 ~7 células)mediantecentrifugacióndel microtuboque

contienela suspensión.

2.-Resuspensiónen250 it1 detampónde lisis filo [CINa0,14M (MERCK; Darnistadt,Alemania);CI
2Mg

1,5 M (íd); Tris 10 mM, pH 8,6 (SIGMA; St. Louis, MO, USA); Nonidet P-40,0,5%(íd.)] y 5 p.d de inhibidorde

ribonucleasas(RNasin,50U/p.tl; PROMEGA;Madison,WI, USA).

3.- Incubaciónenhielo (1 mm).

4.- Centrifugación(2 mm, 14.000rpm, 4
0C). A su término seobtieneunbotónde núcleoscelularesque

puedeseraprovechadoparala extraccióndeADN genómico.El ARN permaneceen el sobrenadantey se seguirá

procesando.

5.- Adición al sobrenadantede 250 ¡tI de tampónPK 2X [Tris 0,2 1v!, pH 7,5 (SIGMA); EDTA 25 niM

(CARLO ERBA REAGENTI;Milán, Italia); CINa 0,3 M (MERCK); SDS 2% (SIGMA)], complementadocon20

jil de proteinasaK (10 mg/mi en Tris 20 mM, pH 7,5; I3OEHRINGERMANNHEIM; Mannheim, Alemania)e

incubacióna 37~C(30 mm).

6.- Adición deun volumen(500 ¡tI) defenol/cloroformo(APPLIED BIOSYSTEMS;FosterCity,CA, USA)

o de fenol/agua/cloroformo(íd.)y agitaciónvigorosaIncubacióna 40C durante5’.

7.- Centrifugacióna 14.000 rpm durante 5 minutos. Las dos fasesdel apanadoanterior quedarán

estratificadas.

8.- Descartarla fase inferior (apolar)y pipetearla fasesuperiora un nuevotubo, dondese continuará

procesandomedianterepetición,dosvecesmás,delas etapas6-8.

9.-Añadirun volumende 50 gIdeacetatosódico 3M, pH5,5 (APPLIEDBIOSYSTEMS)y 1 ml deetanol

absoluto(PANREAC). Seagitabien y seincuba30 minutosa -8O~C o unahoraa -202C.

10.- Centrifugara 14.000rpm durante20’ y a 4O(J~ El ARN apareceráenformadeun pequeñobotónen

el fondo del tubo decentrifugación.

11.-Aspirar el sobrenadantey lavarel botónconetanol(PANREAC)filo (-200C)al 70% VN y volvera

centrifugar.Se eliminaránlas posiblessalesresidualesdel procesodepurificación.

12.-Reaspirarel sobrenadantey continuarprocesandoel botóndeARN medianterepetición,unavez más,

del paso 11.

13.- Secarel botónmediantecentrifugaciónal vacío y resuspenderloen 50 ¡tI de aguabidestiladao en

tampónTris-EDTA(10/0,1).

14.- Paracomprobarque el ARIN no ha estadosujetoa degradaciónse llevará a caboun control

electroforéticodela muestraobtenidaen el puntoanterior.Paraello, semezclaráun volumende20 pl dedisolución
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3.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

3.1.-CEBADORES: DISENO, SINTESIS Y PURIflCAC1ON

La síntesisdelos oligonucleátidosempleadoscomo cebadoresen las reaccionesdeamplificaciónsellevó

a caboen el sintetizadorautomático ‘DNA-SM’ (BECKMAiN; PaloAlto, CA, USA). La técnicade síntesisestá

basadaen la denominada“química del cianoetil-fosforamidita”,queconsisteen la incorporaciónsucesivade los

diferentesnucleótidosa un soportesólidoa lo largodetresetapas:

1.-Proteccióndenucleásidosy func¡onalízacióndel soporte:losnucleásidosseprotegenpor acilación

de susgrupos amino y el bloqueo de la posición5-OH con p-dimetoxotritilo.Con el primer nucleásidode la

secuencia(avanzandoen el sentido3’—*5’) seflincionaliza el soportesólido,acciónqueconsisteenla reaccióndel

primer nucícósidocongruposcarboxiloterminalespresentesenel soporte,cuyanaturalezasuelesergel desílice o

vidrio poroso.

2.- Síntesis cíclica: a través del soporte fixncionalizado se hace discurrir una disolución de ácido

tricloroacético, liberándoseel radical 5-OH del nucleásidounido al soporte del grupo p-dimetoxotritilo.

Seguidamentese añadeel fosforamiditodel segundonucleátidoquehabráde incorporarseen la secuencia.Los

radicales5’-OH queno hayanllegadoa reaccionarsonbloqueadoshaciendopasarpor la columnaunadisoluciónde

anhídridoacético.Los gruposfosfito seoxidaránhastafosfatopormediodeunadisolucióndeyodo,obteniéndose

un dímerounidoal soportepor mediodel 3-OH. Sepasaránuevamenteácido tricloroacéticoa travésde la columna,

liberándosela posición5-OHy haciendoqueel dinucleátidosevuelvasusceptiblea la unióndeun tercernucleátido.

El ciclo expuestose repetirátantasvecesseannecesariasparalograrlasecuenciaoligonucleotidicadeseada.

3.- Liberacióndel soportey desprotecc¡ónfinal: eluyendoconunadisoluciónconcentradadeamoníaco

se consiguela separacióndel oligonucleótidodesu soportefisico. La disoluciónamoniacalde oligonucleótidose

incubaa 540Cduranteun tiempode 5-12 horas,permitiendola desprotecciónde todaslas basesdela secuenciay

la obtencióndel ftagmentodeADN monocatenarioen unadisoluciónacuosadeamoniaco.

Unavezobtenidaestadisolución“cruda’ deoligonucleátido,sedebeprocederasupurificación,paralo cual

existenvariosmétodos,habiéndoseempleadoparaestetrabajoel quea continuaciónsedescribe:

1.- Evaporacióndel amoníacomedianteunaprolongada(~3 horas)centrifugaciónal vacío. Al final serecoge

un residuosólidoconsistenteenlas moléculasdecebadormezcladascondiferentessustanciasquímicasempleadas

enel procesode síntesis.

2.-Suspensióndeeseresiduosólidoen 100 pl de acetatosádico3M, pH 5,5 (ó 2M, pH 4,5).

3.-Adición de900 pl deetanolabsoluto.

4.- Incubaciónde la mezclaobtenidaa -800C duranteunahorao a -209C a lo largo detodaunanoche.

5.- Centrifugacióna máxima velocidad(14.000mm) durante30 minutos.Obtenciónde un botónde

oligonucleótidos.

6.-Eliminación,por aspiración,dela faselíquida.
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7.-Lavadoconetanolfilo (-20C)al 70% VN.

8.-Centrifugacióndurantecinco minutosa 14.000rpm.

9.-Repeticióndelas etapas6-8 duranteunavez. Lassalesremanentesa lo largo delos procesosdesintesis

y depurificacióndeberánquedareliminadasensumayorparte.

10.- Nuevaeliminación,por aspiración,de la fase líquida,

11.- Secadodela faseliquida residualmediantecentrifugaciónal vacío.

12.-Resuspensióndel botónmolecularen 150 pl deaguabidestilada.

De losoligonucícótidospurificadosy resuspendidosse pipeteaunaalícuotade 3 pl y se diluye en agua

bidestiladaen la relación1/100. Estasdilucionesse midenenun espectrofotómetroa la longitud deondade260 nm

y suconcentraciónsecalculamediantelaexpresión:

[Olígonndeótídol = (A2~ x 50 x Fnuj/(nOA x 1,16 + tC x 0,96+ n
0G x 1,08+ itT x 0,92)

El resultadodeestecálculovendrádadocomo ¡tmot/~(¡iM), y losoligonucleótidosseajustanfinalmente

a unaconcentracióndetrab~ode10 pM. Los cebadoresse mantienen,alicuotados,a la temperaturade-200C hasta

cl momentode suutilización.

3.2.-CEBADORESUTILIZADOS EN LA AMPLIFICACION

Seemplearondoscebadoresqueflanqueabancadauno deelloslaszonasextremasdel segmentogénicoque

debíaseramplificado:las primerasbasesdel extremo5’ del exón2 y las últimasbasesdel extremo3’ del exón3 de

genesMhc-DRB.

El primerode ellos era el oligonucleótidollamado DRB-Amp A (Todd et al., 1.987), cuyasecuencra

nucleotídicaes5’- CCCCACACCACG¶ITT’CflG-3’; esun oligonucleótidodiseñadodesdela última basedel

segundotripletedel exón 2 delosgenesDRB, hastalaúltima basedel octavocodón,ambasinclusive.

El diseñodel cebadorparala amplificaciónde las cadenasimnus se realizó seleccionandounasecuencia

oligonucleotídicacomúnen las tresespeciespublicadas(humana,chimpancéy gorila, Figueroaet al., 1.991),cuyo

extremo3’ estásituadoa 44 basesdedistancia(hacia5’) del extremo3’ del exón3. Sele hadadoel nombredeDRB-

E3, y su secuenciadenucícótidoses5’-TGCCAGGTGTAAACCTCTC-3’.

3.3.-AMPLIFICACION GENICA

La PCRes un método de obtención, ¡ti vUro, de un elevado (amplificación)númerode copiasde un

fragmentonucleotídico,a partir de sólo un reducidonúmero inicial de moléculasde ADN quecontienendicho

fragmentoen susecuencia.Consisteen la repeticióncíclica detresetapasenel ordenqueseesquematizaen la figura

25, y queson:

1.-Desnaturalización:consisteen laseparacióndelas doscadenasdel ADN objetodeamplificación,lo

cual seconsiguemedianteunagranelevaciónde la temperaturadel medio de reacción(93.97RC),suficientepara
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lasdoshebrassencillas,haráqueaquéllosseunana éstas.Parala amplificacióndeunaregión“diana” del ADN es

necesariala presenciadedosoligonucleátidos,siendouno deellos complementariodel iniciodetranscripcióndela

cadenaplus, y el otra del de la cadenapn¡nus. La secuenciade estoscebadoresestaráen función de cuál seala

secuenciadeesosinicios detranscripciónen las doshebrascomplementariasy, enlamayoríade loscasos,setratará

de cortassecuenciasdeADN sencillo,compuestaspor 15-25 nuclcótidos,siendofundamentalquesussecuencias

no guardencomplementariedadentreellas,puesello acarreadaqueestosoligos sehibridaranentresi y no con las

secuencias“diana’ dela hebradeADN.

3.-Elongación:estaetapaconsisteen la adición,enel sentidoS’—>3’, por partede la Taq polimerasa,de

losnucícótidosnecesariosparareplicarcadahebrasencilladesnaturalizada,originando,deestamanera,al final de

estaetapa,el dobledemoléculasdeADN delas quehabíaantesdel inicio del proceso.La incorporaciónde estos

nucleótidosdel medio sehacerespetandolas reglasdecomplementariedaddebases.

Unapeculiarcaracterísticadela Taq polimerasaesquesiempreañadeunaadeninaenel extremo3’ de la

cadenaquesintetiza;estabasequedadesapareaday espor esoque sela llama cebasecolgante” (véase4.2).

3.4.-AMPLIFICACION DEL ADNc

CadaADNc, procedentede los ARNs extraídosde las líneascelulares renalesde monosverdes,fue

amplificadomedianteel procedimientodela reacciónen cadenadela polimerasa.

Cadamezcladereacciónconstabadelossiguientesreactivosen las cantidadesquese dan:

Reactivo Volumen

TampónPCRIOX 10 pl

CI2Mg 25 mM 10

dNTPmix 1,25mM 16

CebadorDRB-AmpA 10 ktM 10

CebadorDRfl-E310 ¡tM 10

Taqpolimerasa(5 U/pl) 0,5

1120 destilada 38,5

TOTAL 95 “

El tampónPCR1OX esunadisolucióndeTris 100 mM, pH 8,3 y CIK 500 mM.

La mezclatotal sepreparaañadiendc,todoslosreactivosexceptocl ADN, y seirradiadurante5’ conluz

ultravioletaa dos longitudesde onda: 254 y 302 nm. Esta exposiciónelimina la posible presenciade AUN

contaminanteenlamezcla,quepudieraalterarel resultadodelaPCR.

A cadamezclase le añadeun volumende 5 ¡tI dedisolucióndeADNc, alcanzandocadaunadeéstasun

volumenfinal de 100 pl.
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Lascondicionesenquese llevó acabola amplificaciónde las muestrasconsistieronenunadesnaturalización

inicial a 95’C durante5 minutos(paraasegurarlacompletaseparacióndelas hebras),seguidapor los ciclospropios

de la PCR:

a) Desnaturalizacióna 94*C durantede20 segundos.

b) Anillamientoa 55~C duranteun minuto.

c) Elongacióna 722C durante2’l5”.

El númerototaldeciclosfue40 y. acabadoséstosy, a fin deasegurarla conclusióndecualquierelongación

inacabada,se procedióa mantenerlas muestrasa 720C durante10 minutos,tras lo cual, las muestrasse pueden

guardara40C.El termocicladorempleadofueel DNA ThermalCycler9600de PERKINELMER CETUS(Norwalk

CT, USA).

3.5.- CONTROL DE AMPLIFICACION

La altasensibilidadamplificadoradela técnicadela PCRhacenecesarioemplearun cuidadoextremoen

la manipulaciónde las muestraspara evitar contaminacionescuyo origen puedeser manipulacióndefectuosao

presenciadeADNsforáneosajenosal estudiopropuesto.Espor ello por lo que,ademásdelas muestrasobjeto de

estudio,sepreparasiempreotramuestraadicionalqueacaliacomocontrolnegativoenla quea lamezclade reacción

descritacon anterioridadse le añadeaguabidestiladaen vez de disolución de ADNc. En estamezclano debe

producirseningúntipo de amplificación.

La verificacióndela amplificaciónenlosADNc demonosverdes,y suausenciaenel control negativo,se

realizópor electroforesisengel de agarosaa unaconcentraciónfinal del 2%,preparadodela siguientemanera:

1.- Sepesan6 gramosdeagarosa“NuSieve3:1” (IBERLABO; Barcelona,España).

2.- Se suspendenen 300 ml. de una dilución acuosa1:50 de tampón T.E.A 50X. [Tris-EDTA-Acido

Acético; estetampónesunadisoluciónde Tris-base(SIGMA) 2 M, EDTA (CARLO ERRA REAGENTI) 0,1 M

y ácidoacéticoglacial(PANREAC) 1 M; el PH delamismaseajustaa 8 conácidoacéticoglacial y, finalmente,se

filtra a travésdeunamembranadeacetato,o nitratodecelulosade0,22 ¡tm detamañodeporo (NUNC)].

El restodepasossonigualesa losquesesiguieronparael controlelectroforéticodela extracciónde ARN

(véase2.1). La salvedades quelas bandejasy las cubetasdeelectroforesissonahoramásgrandes(bandejaspara

gelesde300 ml decapacidady cubetasde 2 litros devolumendetampón).

En estaelectroforesis,junto alas muestrasamplificadasy el controlnegativo,tambiénsesometenal control

electroforéticolos marcadoresde pesomolecularV (8-587pb) y VI (154-2.176Pb; ambosde BOEHRINGER

MANNHEIM}

En la figura26 semuestraunaimagentípica deunaelectroforesisdeADNc demonosverdes.El tamaño

de las bandasesde516 pb, queesla sumadelas 478 pb que mide el segmentoformadopor el exón2 (259 pb) más

el exón3 (219pb), ademásdelas 38 basescorrespondientesa loscebadores(19encadauno).
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Figura 26.. Visualización, tras la migración electrotorÉtica, de unas bandas da ADNc de menes verdes [Ve-<14)jamp¿iflcados con los
cebadores y las condIciones descritas eno! tate. En el exúen,o derecl,o dele imagen aparecen las bandas del marcador de peso molecular VI. En esta
imagen se muestran seiscalles, conteniendo cada una de ellas una banda de ADNc anwlEl¶cedo que se elt~a en una pocidón tal, reapecta a las bandas del
marcador, que su tamafio es Ugeraniente stoedor a 500 pÓ. Nótase la ausenda de banda en la celle correspondiente al conúd negativo (O.): en ella la mazda
carece de ADNc y en su lugar se ha cargadoagua bidesfilada.
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4.- SECUENCIACION DE ADN (Sambrook et aL, 1.989)

4.1 PUllIFICACION DE LOS ADNc AMPLIFICADOS

El ADNc amplificado se encuentraen un medio dondese hallan, ademásde él mismo, moléculasde

oligonucícótidosqueno han llegadoa actuarcomo cebadores(éstossiemprese añadenen excesoal medio de

reacción),desoxinucleósidotrifosfatosqueno han sido incorporadosen las duplicaciones,salesdel tampón,etc.,

siendopor ello necesariaunaetapadepurificacióndeesteADN.

Sobreun transiluminadorliv y visualizandoentodomomentolas bandasdeamplificación(el bromurode

etídioqueacompañaa las bandasesvisible bajo estafuentede luz), se procedea recortarlas bandasde tamaño

adecuadoutilizandoun bisturi estérily procurandominimizar en lo posiblelacantidaddeagarosaadheridaa la banda.

En el procesode purificaciónsehaempleadoel equipo“Wizard PCR-Preps”(PROMEGA),queconstade

los siguientespasos:

Cadaporción de agarosarecortada,conla bandadeADN embebidaenella, se introduceen un tubo

limpio demicrocentrífugade 1,5 ml.

2.- En cadatubose añade1 ml deresmadepurificación deADN (tiocianatodeguanidina6 M) y seincuban

duranteun minuto a 72’C a fin de fundir la agarosa(las moléculasduplexasde ADN no se desnaturalizana esta

temperatura).

3.- Cadamezclafundida(conla bandadeADN suspendidaen ella) sevierteenun cilindro dejeringade

plásticode2 ml. que,a suvez,estáacopladoverticalmentea la boquillasuperior(aferente)deunamiicolumnade

purificación suministradaporel kit (unapor cadaproductodeamplificaciónqueseanecesariopurificar). La boquilla

eferentedecadaminicolumna(jafte inferiordelasmismas)estáprovistadeun filtro membranosopor mediodel cual

quedanretenidaslas moléculaslargasy filamentosasde ADN, al tiempoquedejapasarlos demáscomponentesdel

medio. El pasode la suspensiónfundidaa travésde la minicolumnay del filtro quecontieneseconsiguepormedio

de la presiónmanualqueseejercesobreel émbolodelajeringa.

4.-Cuandola suspensiónhaquedadocompletamentefiltraday el ADN retenidoenla membrana,serecurre

al mismo procedimientodel puntoanteriorparaforzarel paso,a travésdelos filtros de las miicolumnas,de2 ml

de unadisoluciónacuosadeisopropanol(PANREAC)al 80%, equilibradoa temperaturaambiente,a fin de eliminar

las posiblessalesremanentesquequedaronenel filtro.

5.- Sedesechanlasjeringasutilizadasy cadaminicolumnaseacoplaa la bocadeun tubodemicrocentrífliga

de 1,5 ml.

6.- En el interior decadaminicolumnasepipetean50 pldeaguabidestilada.Si trasel controlelectroforético

posteriora laPCRse sospechaquehaypocacantidaddeADNc amplificado(en funcióndel brillo del bromurode

etidio adheridoa la banda)esrecomendablereduciresevolumen (hasta40, 30 ó 20 pl)
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7.-Trasesperarun minutocomo mínimo(tiemponecesarioparaquela membranadel filtro seempapecon

el microvolumende aguadel puntoanterior), los conjuntosacopladosminicolumna/tubode microcentrifugase

centrifugandurante20 segundosa 14.000rpm.

8.-El ADN, quehabíapermanecidounido ala membranadelaminicolumna,seeluyea consecuenciade

la centrifugacióny esrecogidoen losmicrotubosacopladosa aquéllas.

Esteprocesode purificación suponeunaciertapérdidadela cantidaddeADNc iicialmenteamplificada,

por lo queesnecesariomontarunaelectroforesisdel materialpurificadoparacomprobarquetodavíase disponede

suficientecantidaddel mismo,hechoque se evidenciade formacualitativapor el brillo queofrecenlas bandasal

acabarestanuevaelectroforesis.

4.2.- LIGADO EN EL VECTOR DE CLONAJE

Paralas reaccionesde ligado seha usadoel equipo“pGEM-T VectorSystem”(PROMEGA),y sellevaron

a cabode estamanera(paracadareaccióndeligado, unapor cadaADNc amplificadoy purificado):

Reactivos Volumen

TampónligasaíOX 1 ¡tI

VectorpGEM-T(50 ng/pi) 1

AUN-ligasadeT7 (3 U/pl) 1

H20 bidestilada 2

TOTAL 5

En estamezclaseañaden5 pl deladisolucióndeADNc purificado,y lasuspensiónresultanteseincubaa

15-2592 en un intervalo de tiempo entre3 y 12 horas. El productode actuaciónde la ligasaes unamolécula

completamentecircular(plásmidomásel ADNc ligado).

Si al acabarla electroforesisdelosADNc purificados(véase4.1), la bandadeunadeterminadamuestraes

débil, conlo quecabesuponerpocaconcentracióndel mismo, sepuedenreemplazarlos2 pl deaguabidestiladadel

protocoloanteriorpor suspensióndeADNc purificado,conlo queesteúltimo componentetendráun volumenfinal

de7 microlitros.

El ligadoseconsigueporqueel plásmido(inicialmenteunacadenaabierta)portaensusdosextremos3’ dos

timinas desapareadas,llamadas“basescolgantes”,susceptiblesdecomplementarizarseconlas adeninascolgantesen

posición3’ del ADN amplificado(véase3.3).

Paracomprobarla estabilidaddel vectoresrecomendableevaluarsucapacidaddeautoligado(o religado)

añadiendounamuestramása las anteriores,a modode control,consistenteenunareaccióncomo las descritasen

laqueseañadeaguabidestiladaenlugardeADN purificado.

Lasestructurasdel vectorpGEM-Ty delospuntosde insercióndel fragmentoamplificadosemuestranen

las figuras27 y 28.
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(por cada1.000mí) disolviendo16 g de bacto-triptona(DIFCO; Detroit, MI, USA), 5 g deextractode bacto-

levadura(íd.)y 5 g decloruro sádico(MERCK); el pH seajustaa 7 conNaOHSN(id.).

2.- Alcanzadala fasedecrecimientoexponencial(12-14horasdeagitación)serecogen400 pl del medio

enriquecidoy seinoculanen40 ml demedioTY 2X (dilución 1:100),volviendo a agitar la suspensiónbacteriana

durante2 horasa 372C (200-250rpm).

3.-Estanuevasuspensiónse centrífugaa 3.000rpmdurante10 minutos.

4.- Seobtieneun botónbacterianodel queseeliminael sobrenadantepor decantación.

5.-Elbotónesresuspendidoen 20 ml deunadisoluciónfha(‘WC) deCI
2Ca50 mM [MERCK ladisolución

seráfiltradaa travésdeunamembranade0,2 gm(MILLIPORE; Molsheini, Francia)],manteniendoel tubo inmerso

enunbañodehielo. Estaresuspensióndebehacerseconsuavidad,puestoqueel contactoconlos ionesCa
2~tiene

el efectode fragilizar la paredbacteriana,conlo queunaresuspensiónpor agitaciónvigorosapodríadestruirlas

bacterias.A partirdel contactoconel clorurocálcicoresultacrítico que las bacteriasesténsiempreenun entorno

filo.

6.-La suspensión,inmersaenbañodehielo, sedejaenreposodurante30 minutos,tiempomínimo paraque

los ionesdecalcioterminendefragilizarlas paredesbacterianas,volviéndolasporosasy permeablesa la introducción

de materialgenéticono propio.

7.- La suspensiónescentrifugadadurante10 minutos,a la velocidadde3.000rpmy a la temperaturade ‘PC.

8.- Dentrodeun bañodehielo, al botónbacterianoobtenidosele eliminael sobrenadantepor aspiración

y sevuelvea resuspendercuidadosamenteen4 ml de disoluciónfila deCI
2Ca.

La transformaciónselogró poniendoen contactodurantemediahora(dentrodeun bailo de hielo) cada

disolución de los ADNs ligados<5 pl de cadauna)con unaalícuotade 50 pl de Ja suspensiónde bacterias

competentes.Tambiénsetransformóunaalícuotadebacteriascompetentesconel plásmidoreligado(véase4,2).Con

estaincubaciónse consiguequelosplásnúdosquedenadheridosa la superficieexternadelabacteria.

Acabadala incubaciónse sometea un brevechoquetérmico(42~C durante40-45 segundos)a cadatubo

dereacción,conlo queselograla dilatacióndelos porosmembranososy la penetracióndel plásmido;a continuación,

unainmersiónen hielo duranteun mínimode2 minutoscontraenuevamentelosporos.

Seañaden450 pi demedioTY2X y semantieneel cuitivo enagitación(200-250mm)a37~C durante1-1,5

horas,traslo cualya sepuedesembrarenplacasdeagarLB.

El agarLB sepreparapesandoy disolviendo,por cada1.000mI, 10 gramosde bacto-triptona(DIFCO),

5 deextractodebacto-levadura(íd.) y 10 de CINa (MERCK). Estoscomponentessedisuelvenen 950 ml deagua

destiladay seajustasupH hasta7 conNaOH, enrasandohastaun volumenfinal deun litro, traslo cualseañaden

7,~ gramosdebacto-agar(DIFCO). Seesterilizaenautoclavedurante20 minutos.Trasel autoclavado,y sin llegar

a dejar que la temperaturabaje lo suficientecomo para que el bacto-agarpolimerice (fenómenoque ocurre

aproximadamentea 56
0C), sefraccionala suspensiónenplacasdePetri, conteniendocadaunadeellasun volumen

de 20ml.

Lasplacasseenfilan y polimerizansuagara temperaturaambientey, después,sedejanenreposodurante

unanocheafin de eliminarel excesode humedadqueaúncontienen.Acabadoesteperiodo, las placassesellancon

papelPARAFILM (AMERICAN NATIONAL CAN; Neenab,WI, USA) y, en posicióninvertida (para evitar

deshidratacionesexcesivas),seguardana la temperaturade40Chastael momentode suuso.
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Antesdelasiembrabacteriana,las placassepretratanimpregnándolasentodasusuperficiecon 100 pl de

unadisoluciónetanólicade ampicilina (20 mg/mi) y, media hora después,se les extiendeuna mezclade dos

disoluciones:40 pl de 3<-gal(5-bromo-4-cloro-3-indolil-j3-D-galactopiranósido)al 2% endimetilformamidacomo

disolvente,y 40 pl dedisoluciónacuosadeIPTG(isopropil-~-D-tiogalactopiranósido)100 mM. Media horadespués

de estasegundaimpregnación,ya puedeprocedersea la siembra,utilizando paraello un volumende 200 pl de

suspensióndecélulastransformadas.Laspíacassembradasseincuban,invertidas,enunaestufaa la temperaturade

370C durante14-18 horas.

Paraevaluarla eficienciadelasbacteriascompetentesse realizaun controlde transformacióndebacterias,

usando 10 pg de un plásmidosuperearrollado,carentede inserto e, igualmente,portadordel gen queconfiere

resistenciaa la ampidiina,paratransformar200 pl de bacteriascompetentes.

4.4.-SELECCION, AMPLIFICACION Y CONFIRMACION DE LOS CLONES

RECOMBINANTES

Lascoloniasdebacteriastransformadas(todaslas quehanconseguidocrecersobreel agarpretratadocon

antibiótico) se dividen en dos clasessegúnsu color: blancasy azules.Las blancassonlas que llevan plásmidos

recombinantesy el color sedebea quela insercióndel AUN foráneoseproduceenun puntodel plásmidoenel que

serompela integridaddel gen lacZ, cuyoproductoproteicoayudaa la bacteriaa metabolizarel 3<-gal (figura 27).

Porcontra, enlas bacteriasportadorasde plásmidosno recombinantes,quedapreservadala estructuray

capacidadcodificantedel genanterior,permitiendoa la bacteriadegradarel X-gal y formar en estareacciónun

derivadometabólicocuyopH tiñe deazulala colonia.

El resultadodelas placasenlas quesehansembradobacteriastransformadasconplásmidoreligadoy de

las quelo hansidoconcontroldetransformaciónnosinformarásobrela calidaddel experimento.

La placadecontroldereligadotansólodebecontenerunamínimaproporcióndecoloniasblancas(1-8%).

La placaenlaque sehasembradoel controldetransformacióndebemostrarunaeficienciade~l00 células

transformantes/pgdeplásmidosuperenrrollado.

Perono todaslas coloniasblancasacabanresultandopositivasparael ADN insertado,puestoquepuede

ocurrirque,dentrodeunabacteria,el plásmidono recombinanteserompaimposibilitandoel metabolismodel 3<-gal

y confiriendoa la coloniacolorblanco. Seríaun casodefalsapositividad.

Paraconfirmarlacondiciónde auténticasrecombinantesdelas coloniasblancas(descartandolosposibles

falsospositivos),seprocedióa recoger(conel extremodeunapuntademicropipetade 20-100pl) al azaralgunas

deestascoloniasblancas,separándolasasídela superficiedel agary sumergiéndolasen 15 pl dedisolucióndePBS.

Un microvolumende 10 pl de estasuspensiónbacterianase inoculaen 90 pl de disoluciónacuosaal 0,1%de

detergenteTWEEN-20(PM4REAC).Trasesto,las bacteriassonsometidasa unaincubaciónde 1 00~Cdurante15

minutos,procesopor el quelas bacteriasquedanlisadas,liberándosesumaterialgenético.

A continuaciónserealizaunaPCRde“control de insertos”.Algunasbasesantesdel puntodeinserción,y

a cadalado del mismo,el plásmidopGEM-Tpresentaunascortassecuenciasdel bacteriófagoM13 (figura 28), las

cuales serán usadas como cebadores paraamplificar todala regiónqueseextiendeentreellas.
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Los doscebadoresdeMl 3 tienenla siguientecomposicióndebases’

M13/DIR: 3’-TGTAAAACGACGGCCAG-3’

MU/INI’: 5’-CAGCAAACAGCTATGACC-3

Estecontrol deinsertosseprepara,paracadareacción,delasiguientemanera:

Reactivo Volumen

TampónPCRlOX 2,5 pl

CI
2Mg 25 mM 1,5

dNTPmixl,25mM 05

CebadorM13/DIR3,2pM 0,39”

CebadorM13/INV 3,2 pM 0,39”

Taq-polimerasa(5 U/pl) 0 1

Glicerol (25%) 5

Rojo decresol53< 5

H20 bidestilada 4,62”

TOTAL 20

A cadaunadeestasmezclasseles añaden5 pl decadasuspensióndeTWEEN-20quecontieneplásmidos

delas bacteriasdestruidaspor calor(volumentota] = 25 pl).

Las condiciones de esta PCRson30 ciclosde:

a)Desnaturalizacióna 95
0C durante20 segundos.

b) Anillamiento a SOMC durante20 segundos.

c) Elongaciónduranteun minuto a72C.

Si el plásmidoportainserto,el amplificadofinal serevelaráen la electroforesissubsiguiente(figura 29)

comounabandacuyotamañoesde696 pb, correspondienteala longitud del AUN amplificadodeDRB (478bases;

véase3.5) más la longitud de separaciónquehayentrecadacebadordeM13 y el extremomáscercanoal AUN

insertado(183 Pb; 75 desdeM13/DIRy 108 desdeM13/INV; figura28), más la longitudpropiade loscebadores

(35 bases;17 del oligo directoy 18 dei inverso).

Si no ha habido inserto,los doscebadoresflanquearánun segmentomuy corto (218 pb, incluyendolas

secuenciasdeambos),dandounabatidadeADNqueenla electroforesismigarámuyrápidodebidoa supequeño

tamaño.

De aquellosclonescuyapositividadhayasido confirmadase inoculanlos 5 pl restantesde suspensión

bacterianaenPBSdentrode5 ml deTY2X, en agitacióna 37~Cdurante12-16horas,a200-250rpm.

95



Manuel Rosal Sánchez Materiales y Métodos

Figura a- Control eledrof orifico postular a una PCR de control de Insana. Las ba’x~s wi~f~u se elt~an en Ira ~M qtm correapaide
a un tamal lo equNalente al del fragniento guiso awhficado más las regbies flanqueantes del plásmido <algo nunos de 700 pb; mercader VI>. En le parte
deredu de la ttragrafia. ya la izquhda del rrwrmtr de peso ndeciflar uve una banda más IiMzu (algo más de 200 ~) wr~mdisfl a la anwhlcadón
de una seamnas plasmld~ (Pl) carente de inserto. Los números ccaespaden a la Identflcadán de cada mono verde: Ve-o.

4.5.- PLJRLFICACION DE PLASMIBOS RECOMBINANTES

Unavezquesehaconseguidoun medioenriquecidoenbacteriasportadorasdeplásmidosrecombinantes,

se procedeal aislamientoy purificación detalesplásmidos,para lo cual se ha empleadoel equipo “QIA-Well 8

PlasmidKit” (QIAGEN; Hilden,Alemania),cuyo procesoseatienea las siguientesetapas:

1.- Transferenciadelmedioenriquecidoa tuboslimpios demicrocentrífbga.Normalmentesólosetransfieren

3 de los 5 ml (dostubos);centrifugacióna 3.000rpm durante2 minutosy eliminaciónde lossobrenadantespor

aspiración.

2.-Resuspensióndelosdosbotonesbacterianosenun volumende300 pl detampónderesuspensióno Pl

(Tris 25 mM, pH 8; EDTA 10 mM; glucosa50 mM.) y agitaciónvigorosaenvórtex paraconseguirqueel botón

quedecompletamenteresuspendido.Este tampón estácomplementadocon RNasaH a fin de eliminar trazas

contaminantesdeARN bacteriano.

3.-Adición de300 pl detampóndelisis o P2 (NaOH0,2N; SDS 1%)y actuacióndel mismo durante5

minutos, cuyaextremaalcalinidadprovoca la lisis de las célulasresuspendidasy que el plásmidoadopteuna

conformaciónsuperenrroííadaquele protegerádefinurasaccionesquímicas.

4.-Adición de300 pl detampóndeneutralizacióno P3 (360ml deunadisolucióndeacetatopotásico5 M

a la queseleañaden70 ml deácidoacéticoglacial;~ustaiel pHa 4,8; enrasarconaguadestiladahasta500mI, con

lo queseobtieneunadisolución5 M parael ion acetatoy 3 M parael catiónKj. El ácidoacéticoneutralizala

alcalinidaddeP2 duranteunespaciode 10 minutosenbañodehielo.

5.- Centrifugacióna velocidadde 14.000rpm durante15 minutos.Los sobrenadantes,quecontienenlos

plásmidosrecombinantes,secarganenminicolomunasprovistaspor el kit. Estasminicolumnassonpequefioscilindros

conunamembranaporosaacopladaa unaboquillainferiorparasalidadelíquidos.El conjuntosefiltra por absorción

al vacío, haciendoquelosplásmidosquedenadheridosa las membranas.
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6.- Seguidamentese hacenpasar,por absorciónal vacío, 2 ml de tampóndelavado, el cual elimina los

residuossalinosatrapadosenlas membranasporosas.

7.- Finalmente,cadaplásmidoserá despegadode la membranaque lo retienehaciendopasarpor las

columnas0,5ml detampóndeelución.El eluatoes recogidoentuboscolectoressuministradospor el propio kit.

8.- Al volumen eluido sele añaden350 pl (70%del volumentotaleluido)deisopropanolpuroequilibrado

a temperaturaambiente,el cual actuarácomo faseextractora.Trashomogenizarbien las mezclasanterioresse

centrifuganlos tuboscolectoresdurante30 minutosa 14.000rpm.

9.- Poraspiraciónseeliminancuidadosamentelossobrenadantesdela centrifugaciónanterior,y el botón

plasmidicoeslavado con etanolfijo (-200C)al 70%. Trasunanuevacentrifugación(14.000rpm, 5 minutos)y

aspiraciónde sobrenadantes,el botónplasn,idicoessecadopor centrifugaciónal vacíoy resuspendidoen20 pl de

aguabidestilada.

10.-Porespectrofotometríasedeterminala concentracióndelosplásmidos:

[ADNPWMI = A
20 x 50 x FUL, así como su pureza,expresadapor el cociente(AzgAm). El primerodeestos

parámetrosvendráexpresadoenng/pl y las muestrasse ajustaránfinalmentehastael valorde200 ng/pl, traslo cual

seguardana -20
0C.Encuantoa la pureza,lo ideal esobtenerun cocientede absorbanciasigual a 1,8, peroen la

prácticase obtienenbuenosresultadosconvalorescomprendidosentre1,4.1,9.

4.6.- REACCIONES DE SECUTENCIACION

Unavez purificado el ADN bicatenariode plásmidoquecontieneel insertode interés, se realizanlas

reaccionesdesecuenciación(copia)siguiendobásicamenteel modelodescritopor Sangery colaboradores(1.977).

Sepuedenutilizar distintasenzimascomo polimerasasy procedimientosmanualesde secuenciación(queincluyen

el manejodeisótoposradiactivos)o automatizados,conel usodefluoróforoscomoseñal.Enestetrabajoseutilizó

la enzimaTaqpolimerasay un procedimientoautomatizadodesecuenciación,conel usodeun termocicladorpara

las reaccionesdesecuenciacióny deun secuenciadorautomáticodeAUN.

La mezcladereacciónserealizaconlos siguientescomponentes:

~vo Volumen

PREMJX determinadores 9,5 pl

M13/(DIRoINV)3,2pM 1

H
20 bidestilada 4 5

TOTAL 15

El PRiEMIX determinadoresya vienepreparadocomercialmente(APPLIED BIOSYSTEMS)y es una

mezclade dye-terminadoresde A, C, O y T, dATP, dCTP, dflP, dfl’P, Tris-HCI pH 9, CI2Mg, pirofosfatasa

termoestabley Ampli-TaqpolimerasaPS.

Seañadeel ADN plasmídicoquese quieresecuenciar,enun volumenfinal de 5 pl y concentracióninicial

de200 ng/pl. El volumenfinal decadareaccióndesecuenciaciónesde20 pl.
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Lasreaccionesde secuenciaciónse llevana caboen el mismo tennocicladoren el que serealizaronlas

amplificacionesoriginalesy lasPCRsdecontroldeinsertos,conlas siguientescondiciones:

a)Desnaturalizacióninicial a95~C durante2 minutos.

b) 25 ciclosde: 1.- Desnaturalizacióna9ÓUC durante15 segundos.

2.-Anillamiento (un solo cebadorpor reacción)a 50~<D durante1 segundo.

3.-Elongacióna 6(FCdurante4 minutos.

c) Enfriamientofinal a 40Cdurantetiempoindefinido.

El fragmentode ADN, abarcandolos exones2 y 3 deORE, fuesecuenciadotantoen sentidodirecto(con

el empleodel oligonucleótidoM13/DIR) como en el inverso(con el M13/INV), puestoquela longitud total del

amplificado(478pb) es algosuperiora la sensibilidadóptimadel secuenciadordeAUN fr300pb).

En las reaccionesde secuenciaciónse incorporanen unahebradesnaturalizadade AUN, a partir de un

cebador, ademásde los deoxinucleótidoshabitualesen una PCR, dideoxinucleótidosmarcadoscon cuatro

fluorocromosdistintos [fluoresceína,NBD(4-cloro-7-nitrobenceno-2-oxal-diazol),tetrametilrodaminay rojo de

Texas,uno paracadabase],perocuandouno de estosdideoxinucleótidoses el incorporadola cadenaya no será

elongadasubsiguientemente(figura 30) y el fragmentodeADN terminaráen el puntoen el quese incorporaese

nucleótidomodificado.

4.7.- PUIIIFICACION DE LAS REACCIONES DE SECUENCIACION

Esteprocedimientodepurificaciónesnecesarioconel fin deeliminarel excesode“terminadores”marcados

y no incorporadosa las secuencias.Para ello se utilizaron columnas de sephadex(Sephadex0-50 Fine;

BOEHRINGERMANNHEIM), cuyo límite deexclusiónes inferiora 72 pb. Susetapasson:

Honiogenizarel contenidode lacolumnay d~arlo reposarparaqueel sephadexsesitúeen la parte

inferiordela misma.

2.- Abrir y dejareluir el tampón.

3.-Lavar la columnacon 1 ml deaguadestilada.
4.- Centrifugara 1.200Xg durante2 minutos.

5. Pipetearel productode la reacciónde secuenciaciónenel interior dela columna.

6.- Centrifugara 1.200Xg durante2 minutossobreun tubodondeserecojala reacción.

7.- Secarla muestrapor completoenunacentriñigaconectadaa unabombadevacio. Lasmuestrasya

estánpreparadasparacargarseenel gel de secuenciacióno puedenguardarsea -200C y enoscuridad.

4.8.-CARGA DE LOS PRODUCTOSEN EL GEh DETECCION Y OBTENCION

DE LAS SECUENCIAS

Paraprepararlosgelesdesecuenciación,semezclan:

a) 50 gramosdeurea(MERCK).

b) 15 ml deacrilamida(BIO-RAD; Hercules,CA, USA) al 40%(38 g deacrilamida+ 2 g de bis-acrilamida
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Al final seconsigueun gel al 6% deacúlamiday 8,3 M deurea.Seag~tala mezclamagnéticamentey con

calor(500C)hastaquesedisuelvatotalmente.A continuaciónsehacepasarpor un filtro de0,22 pm (NUNC), se

¡e añaden¡0 mIdetampónT.EB. ¡OX y seenrasahasta100 ml conaguabidestilada.

Los cristalesde secuenciaciónse lavan con detergentesque no produzcanresiduosy aguacaliente,

secándolosconpapelblancodel tipo “tissue” Se aclarancon abundanteaguacomentey, cuandoya no quedan

residuosde detergente,conaguabidestilada.Finalmentese lavanconetanolal 95%y sedejansecaren posición

verticaL

Cuandosehansecadosepreparaunaestructuratuilanúnarcristal-espaciadores-cristal.Sesellanloslaterales

y el ibúdoconcintaadhesivaplástica.A la solucióndeacrilarnidafiltrada sele añaden500 pji depersulfatoamónico

al 10%y 45 pI de TEMED (ff1). Se agita suavementey sc cargaentrelosdoscristales,en posiciónverticaly

procurandoevitarla formacióndeburbujas.Cuandoel interior de loscristalesestálleno hastadoscentímetrosdel

bordesuperior,secolocael peinedesecuenciacióny sefija contrespinzasmetálicas.El conjuntosedejaenreposo

durante1-2 horasparaquepuedapolimerizar.

Polimerizadala acrilamida,seretiran las pinzas,el peiney la cintaadhesiva.Se lavaabundantementecon

aguacon-lentey seguidamenteconetanolal 95%.Secolocael conjunto enel interiordela cubetadel secuenciador

automáticoApplied Biosystems373k Unavezsituadoel cristaly comprobadala buenalecturadel láser,serellenan

contampónT.E.B. IX lascubetasdeelectroibresissuperiore inferior. Seconectanloscablesdetensión,selimpian

lospocillosderestosdeacrilarníday serealizaunacarrerapreviadeelectroforesisdurante30 minutos,a 1500y,

20 mA y 30W

Lasmuestrasde secuenciación,unavezdescongeladas(véase4.7)seresuspendenenunamezclade 1 pl

deLUPA 50 miM, pH 8, yS pldeformaniidadesionizada,preparándoseestaúltimadelasiguienteforma: el mismo

día de su uso, pesar5 gramos de resmaAG 501-3(8 (BIO-RAD) por cada 100 ml de formamida. Agriar

magnéticamentedurante30 minutos.Eliminar la resmafiltrando conpapeldefiltro normal.

La preparaciónanteriory las reaccionespurificadasde secuenciaciónsemezclanconcuidadoy deforma

repetidaparaconseguirla resuspensióndel botóndeADN, A continuaciónsecentrifuganlos tubosduranteunos

pocossegundospararecogertodoel liquidoen el Ibndo. Secalientandurantedosminutosa 90~Cpandesnaturalizar

el ADN y sesumergeninmediatamenteenhielo paraevitarla renaturalizaciónquevendríaa causade una bajada

paulatinadela temperatura.Así quedanpreparadaslas muestrasparasercargadasen lospocillosdel gel. Después

delacargasesometena electroforesísenlas mismascondicionesquela pre-can’era,durante14 horas.

Dentrodel secuenciador,un rayoláserincidesobrey excitalosfluoróforosquepasana sutravés(figura

31>, y la longituddeondaemitidaal cesarla excitaciónestaráenfuncióndecuálseael fluoróforo excitado,queserá

diferenteparacadadideoxinuolcótido.Laemisiónseflítra porloscuatrocoloresposibles,sefotomultiplicay se envia

al ordenador,el cualidentifica lasbasesmarcadasy susposicionesdentrodel fragmentosecuenciado.Es necesaria

estacomputerizacióndela última etapadela técnicaparadiscriminarlos espectrosdecadafluorocromo,ya quese

solapanligeramente(Smithetal., 1.986).

En las figuras32y33 sevenejemplosdesecuenciasnucleotidícasrecogidasdel secuenciadory empleadas

en losanálisisefectuadosenel presentetrabajo.
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5.- ANÁLISIS DE SECUENCIAS

5.1.-PROGRAMA PARA TRADUCCION DE SECUENCIAS NUCLEOTÍDICAS

A FRAGMENTOS PEPTIDICOS

La traduccióna proteína,apartirdetodaslassecuenciasnucleotidicasobtenidaa,serealizó conel programa

TRANSL, contenidoen el paqueteinformáticoPC/GENE(1NTELLIGENETICS;PaloAlto, CA, USA). Este

programahaceunatraducciónen los tresposiblesmarcosde lectura,por lo quees necesarioconocercuáles la

correctapautadelecturadela secuencianucleotidicainvestigadaa fin deescogerla adecuadaal trabajoqueselleva

a cabo

5.2.- PROGRAMAS PARA CALCULOS EVOLUTIVOS

SZ1.- Construcciónde dendrogramassegúnla homologíaentresecuencias

5.2.1.1.-DendrogramasdelprogramaCLUSTAL

Los árboleso dendrogramasfilogenéticosse construyerona partir de las secuenciasdeAUN utilizandoel

programaCLUSTAI del paqueteinformáticoPC/GENE,programaque sebasaenel métododeWilbur y Lipnxan

(Wilbur y Lipman, 1.983;Higgins y Sharp,1.988;1-Iiggins y Sharp,1.989).

CLUSTALrecoge las secuencias que se hanintroducidoenun adecuadoformatoinfonnáticoy las dispone

enun alineamientobuscandohomologíasy diferencias.Seguidamente,calculaun valordesimilitud paracadapareja

de secuenciasque sesometena comparación.En un tercerpasoseconstruyeel dendrogramautilizandolosvalores

desimilitud obtenidosparacadaparejaenel alineamientoinicia]. El métodoutilizado paraconstruirlos dendrogranias

sellama IJPGMA (UnweightedFáir GroupMaxinium Average;Máximo Promediode GruposPareadosy No

ponderados).ElmétodoUPGMA comienzaagrupandoenunaramalas dossecuenciasmássimilares.Posterionnente,

calculalosvaloresdesimilitud deestaramaconcadaunade las secuenciasrestantes.En pasosposterioressevan

agrupando las dos secuenciasmássimilaresennuevasramasy secalculannuevosvaloresdesimilitud paracadauna

de las ramasquesevanestableciendo.

5.2.1.2.-Métododemáximaparsimonia(DNAPARS)

DNAPARSesun programaincluidoenel paquetePHYLIP (Phylogenic¡nference Fáckage 3.5c; Paquete

deInferenciaFilogenética;Felsenstein,1., 1.993).Estimafilogeniaspor el métododeparsimoniausandosecuencias

nucleotídicasy sebasaenlas siguientesasunciones:

a)Cadasitio evolucionaindependientemente.
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b) Loslinajes diferentesevolucionanindependientemente.

c) La probabilidaddesustitucióndeunabaseenun sitiodadoespequeñaen el conjuntodelosperíodosde

tiempoimplicadosenunaramadela filogenia.

Los residuosdelecionadossontratadoscomosi fueranunquintonucleótido;de hecho,las delecionesson

consideradascomoun cambioylasreversionesde las mismastambién.

Finalmente,todoslosextremosdelasramasquedanalineadosenlamismavertical, por lo que,pesea ser

el DNAPARSun buenmétodoparaestablecerfilogenias,no esadecuadoparala evaluacióndedistanciasgenéticas.

ConDNAPARS, cadaramay arracimanjientodesecuenciastieneunaprobabilidadasociadadeocurrencia.

No obstante,cadavez que el programaes ejecutado,aúncon el mismo grupode secuenciasnucleotídicas,estas

probabilidadesestánsujetasa pequeñasfluctuaciones,como resultadodeque,cadavezqueel programafunciona,

las comparacionesentrelas secuenciasintroducidassonefectuadasdemaneraaleatoria.Espor ello que,paratener

unaideadela bondaddetalesprobabilidades,PHYLIP incorporaotro programa,llamadoSEQBOOT,que permite

realizarun procesode “bootstrap” (véase5.2.3)parael análisisdela topologíadel árbol(Felsenstein,1.988).

Ademásde ello, PHYLIP disponede otra herramienta,llamadaCONSENSE,graciasa la cual se puede

obtenerun árbolconsensoa partirdel n númerodevecesqueSEQBOOThayaefectuadolas comparacionesentre

las secuenciasobjetodeestudio.

5.2.2.- Construcciónde dendrogramassegúnel cálculodedistanciasevolutivas entre secuencias

El programaNJBOOT11 estábasadoenel métododeSaitouy Nei(1.987).Además,al igual quePHYLIP,

incluye la capacidaddellevar a caboun procesode“bootstrap”conla finalidaddeevaluarlasignificaciónestadística

decadaramainterior del árbol.

NJBOOT II permiteelegiruno entrevatiosmétodosparael cálculode las distanciasgenéticasde las

secuenciasintroducidasen el ficherodeentrada,en estetrabajoseha optadopor el métodobiparamétricodeKimura

(Kimura, 1.980).

Estemétodoseaplicasóloa losácidosnucleicosy considerael hechode quelas transiciones(purina-purina

o pirimidina-pirimidina) ocurren,a menudo,conmásfrecuenciaquelas transversiones.

CuandoNJBOOTII hacalculadolosvaloresde distanciasgenéticasentrelas secuenciasintroducidasen

el ficherodeentrada,intervieneel programaTREEVIEW(asociadoa aquél),el cualpermitela visualizacióngráfica

del árbolfilogenético.

Puestoqueel árbol obtenidopor esteprocedimientoestáen función delas distanciasgenéticasentrelas

secuenciasnucleotídicas,los extremosdelas ramasdelmismo no se encuentranenla mismavertical, a diferenciade

¡o queocurrecon¡os dendrogramasdelos programasCLUSTALy DNAPARS.

5.2.3.-Confianzaestadísticade las ramasohtenidas

Labondadestadísticadelas ramasinternasde los árbolesobtenidosse calculóconel métododenominado

‘bootstrap” (Felsenstein,1.988).En estemétodoseintroducencambiosal azarenlas secuenciasy seanalizan.Esto
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serepitedurantevariosciclos(normalmente100-1.000 ciclos). El resultadofinal introduceun valor a cadanodoque

daideadela frecuenciaconqueaparecedicho nodoenfa totalidaddelosciclosdel análisis.

5.2.4.-Cálculo dela proporc¡6nde sustitucionessinónimasy no sinónimas(programaNAG)

NAO (Nei ¿md Gojobori) es un programaFORTRAN para la estimacióndel númerode sustituciones

sinónimasy no sinónimaspor sitio nucleotidico,quesebasaenel métodode Nei y Gojobori (1.986).

En el ficherodesalidadedatosse disponedelasiguienteinformacion:

a)Nombredel fichero deentradaen laprimeralínea.

b) El resultadodel análisisa partir de la segundalinea. El fichero de salidaproporcionasecuencias

comparadas,númerodesitios,númerodebúsquedasenlasquesehanencontradosustituciones,proporción

de diferenciasy número de sustitucionespor sitio parala región total y las de sidos sinónimosy no

sinónimos.El númerode sustitucionespor sitio se estimasegúnel métododeJukesy Cantor(1.969).
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6.- NOMENCLATURA ALELICA DE LAS SECUENCIAS

OBTENIDAS

Deformaindividualizada,cadasecuenciafUe finalmentedenominadasiguiendolas instruccionespropuestas

por IClein et al. (1.990).El nombrede cadasecuencia(o alelo) comienzaconcuatrocaracteresalfabéticos,Ceoe,

basadosenel nombrede laespeciede procedencia.Lasdosprimerasde estascuatroletrasson,a su vez, las dos

primerasletrasdel nombredel género(Cercopuhecus),mientrasquelas otrasdossonlas dosprimerasletrasdel

epitetoespecificodel género(aethiops).Estenombredecuatrocaracteresva seguidopor unguión, despuésdel cual

seescribe,en letracursiva,el genconsiderado(DRBi, DRB3,DRB4...),si se estátratandocongenesquetienen

ortálogosenHLA, además,un asterisco,inmediatamentedespuésdel cual seescribeun dígito decuatrocifrasde

las quelas dosprimerashacenreferenciaal linaje alélico(01, 02, 03...). Los otros dosnumeraleshacenreferencia

al ordendedescubrimientodetalessiclos,Un~empíodelo dicho lo constituyeel aleloGogo~DRB1*1001,enel que

el nombrenosindicaqueesun alelodela especieGoriib gorilk¡ (Gogo),pertenecienteal genprototipicoDRB1 y

que,dentrodeésteestáincluidoenel linaje *10 habiendosidoel primeraleloquesedescribióental linaje(01).

Perosi el aleloestudiadoexhibeescasahomologíaconlosdePILA, demaneraqueenestesistemagenético

no se encuentransecuenciasortólogas,no siendoposiblesuasignaciónaun genconcreto,se omitiráel numeralde

designacióngénica,colocándoseel grupo %‘“ inmediatamentedespuésdel ténnino “DRB. A continuaciónde *w

seescribiráun númerodetreso de cuatrocifras, en las quelas dosúltimasharánreferenciasiempreal ordende

descubrimientodel alelo,mientrasquela primerao dosprimerasdesignaránal linaje dela serie“w”. Un ~emploseda

el aleloSaoe-DRB%‘1403,cuyonombrenosinforma dequeesel tercer(03)aleloestudiadoenel decimocuartolinaje

no prototipico(%‘14) de la especieSaguinusoedipus(Saoe).
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1.- CARÁCTERIZACION GENICA DE LAS SE-

CUENCIAS OBTENIDAS

1.1.-ALINEAMIENTO E IDENTIFICACION

Como resultadode la secuenciaciónseobtuvoun total de 27 secuenciasnucleotidicas

de los monosverdesafricanosanalizados.De ellas, 16 fuerondescartadaspor no cumplir los

requisitosnecesariospara su confirmación(obtenciónde, al menos,tres clones idénticos

obtenidosapartir de un mínimo,encadauna, de dos amplificacionesindependientes),o por

tratarsede secuenciasfragmentadas,no solapables.Las 11 restantesse consideraronalelos

reales.La tabla4 reúnetodoslos datossobreel númerode individuos,clonesanalizadosde los

mismosy secuenciasfinales.

Lassecuenciascomprendianlos exones2+3 de genesMhc-DRB.El amplificado final

teníaunaextensióndc 516 nucleótidos,siendo259 del exón2, 219 delexón3, 19 del cebador

directoy 19 del inverso(véase3.5 deMaterialesy Métodos).

Tabla4.- Individuos,clonesde los mismosy secuenciasobtenidas

N0 de individuosestudiados 15

N0 de clonesanalizados 239

N0 de clonesconfirmatorios 137

N0 de secuenciasobtenidas 27

N0 de secuenciasconfirmadas It
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A las 11 secuenciasconfirmadasseles dio inicialmenteel nombrede tCeae-n”,notación

que denotala especiebiológicaa partir de la cual fueronobtenidas(Cercopithecusaethiops),

seguidode un número(n) que indicael ardencronológicode suaparición:1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,9,

10, 13 y 17 (tabla5).

Tabla 5.- Secuenciasobtenidas, número de clonese individuos en los que sehan

hallado

Secuencia N0 de clones Individuos

Ceae-l 7 Ve-1, Ve-3, Ve-8 y Ve-lS

Ceae-2 30 Ve-2, Ve-3, Ve-4, Ve-5 y Ve-6

Ceae-3 12 Ve-7, Ve-8, Ve-lO y Ve-lS

Ceae-4 18 Ve-7, Ve-8, Ve-lO,Ve-14y Ve-16

Ceae-5 4 Ve-l

Ceae-6 6 Ve-I y Ve-8

Ceae-7 11 Ve-lOyVe-14

Ceae-9 6 Ve-1 yVe-8

Ceae-l0 24 Ve-1, Ve-lO, Ve-li, Ve-12y Ve-13

Ceae-13 14 Ve-lS

Ceae-17 5 Ve-12yVe-l5

A fin de facilitar sucomparación,la identificaciónde residuosnucleotidicoscomunes

y diferentesy la búsquedade señalescaracterísticas,las porcionescorrespondientesal 20 exón

de dichassecuenciasfueronalineadas(figura34) con la secuenciaconsensodel exón2 degenes

Mhc-DRB(O’hUigin et al., 1.993);en cambio,al no apareceren la bibliografiaunasecuencia

similarque seaaceptadacomoconsensodelexón3 en los genesDRB,serecurrió,demanera

arbitraria,autilizar comoreferentela secuenciadeltercerexóndeCeae-l.

La numeraciónasignadaaestasbases(tantoen el exón2 comoenel 3) estábasadaen

la queapareceen Zhu y colaboradores(1.991), y en la partedel exón2 coincideconla que

apareceenO’hUigin y colaboradores(1.993).
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El queestassecuenciascorrespondíanaalelasde los genesDRIB y no aotrosgenesMHC

de claseII (DQB, DPB, DOB o DMB) se presuponíainicialmentepor la parejade cebadores

empleadaenlas amplificaciones(diseñadosparaamplificarsólogenesDRB) y, posteriormente,

por las regionesde amplia homologíaque teníancon la secuenciaconsensode DRB. Su

asignaciónaDRB seconfinnóposterionnenteporla construcciónde un dendrogramamediante

el programaCLUSTAL (figura 35;véase5.2.1.1de Materialesy Métodos).El origende larama

de la secuenciaconsensode DRIB estáaproximadamenteen la mismavertical en la que se

encuentranlos origenesdelas ramasde Ceae-n;por el contrario,los origenesde las ramasde

las secuenciasconsensode DQB y de DPB quedansensiblementemás alejados.Se puede

concluirquelas oncesecuenciasanalizadassonalelosde la familiaDRB y no de otrasfamilias

de MHC declaseII. Las secuenciasempleadaspara la construcciónde este árbol hansido

exclusivamentelas del segundoexón, tanto para las secuenciasinvestigadascomapara las

consenso,yaqueno sedisponeen la bibliografladesecuenciasconsensodeltercerexónde los

genesDRB,DQB y DPB.

El simple análisis visual de las secuenciasrevela que las posicionescon cambios

nucleotídicossonmásnumerosasen la porcióncorrespondienteal exón2 queala delexón3,

situaciónlógicaal serel primerodeellosel encargadode codificarel dominio ¡31 queesel que

contactaconlasestructurasantigénicasvariables.Tambiénseobservaquela longituddetodas

las secuenciasestudiadasesla misma,lo que descartacambiosmutacionalesdel tipo de las

delecionesy delas inserciones.

1.2.-DescripciÓn de lassecuencias

A continuaciónseenumeranlasposicionesy cambiosquepresentanlas secuenciasDRB

obtenidasdelos monosverdes:

Ceae-1:Tiene un total de 22 cambiosrespectoa la secuenciaconsensodel exón 2

(O’hUigin etal., 1.993).En esteexónloscambiosy posicionesnucleotidicasson lossiguientes:

G—>A (25,42, lZ7y 169),T—>G(37 y 258), T—>C (48y 88), C—>G (84 y 167),A-->G (98, 170,

191, 197 y 211),A—*T (140y 199), G—>T (182),G—+C (183),T—>A (200)y A—*C (212 y 221).

El exón3 deestasecuenciaesel que sehausadocomoconsensode la terceraregiónexónica.

Ceae-2:Tiene29 cambiosconrelaciónal consensode exón2 y 13 enel exón3. Estos

son los cambiosrespectoala secuenciaconsensodelexón2: G—>A (25,66, 102,207 y 250),

113



Manuel Rosal Sánchez Resultados

Figura 35.- Artol de homologías genéticas diseñado mediante el pmgrama CLUSTAL <paquete PC¡GENE):
Nótese que, de las tres secuencias consenso empleadas para la asignación, es la de DRB la que ha quedado situada en la
proximidad inmediata de las 11 secuencias de monos verdes: Las secuencias empleadas para la construcción de este árbol
han sido exclusivamente las del segundo exón.

C-->A (32, 38 y 230), A—>T (35 y 233), T—>C (37, 57 y 96), G—>C (63, 82 y210), T—>A (77 y

91), T—*G (88, 109, 232 y 258), G—.T (112y 220), A—>G (191 y 212), C—>G (208 y 234)y

A—>C (221). A nivel del exón3 los cambioshalladosson:C—>T (285, 369, 470 y 471), C—*G

(286), A—*G (288 y 497), G—>T (310), C—>A (338), G—>C (404, 444y 447)y G—>A (435).

Ceae-3:Veintidóscambiosen la segundaregiónexónicay ochoenel tercerexón:G—*T

(25),A—>G (26, 211 y 245), T—>G (37 y 258), G—>A (40), T—>C (48, 57 y 88), T—~A (77 y

200), C—*G (84),A—*T (110, 151, 191 y 199),C—*A (111 y 230), A—>C (212y 221)y C—>T

(231). En el exón3 sepuedenver: C—>A (338), C—>T (369), G—>C (399, 444 y 447), G—>A

(403 y 435)y A—>G (497).

Ceae-4:Hay 19 cambioscuandosecomparaconla secuenciaconsensodel segundo

exón,cuyasposicionesy basesimplicadasson: C—>T (32, 231,241), T—>C (57),A—>T (140,

151),C—>A (167,230),C—4A(169,207),A—>G (170, 191,211),A—>C (199,221),C—>G (208),

G—~C (210),G—*T (220),T—>G (258).En el tercerexónlos cambiossoncuatro:C—*T (343

y 369), G—>A (435) y G—>C (444).

DPi CONSENSO

«ji CONSENSO

DR»CONSENSO

Ceae-1O

Ceae-9

Ceae-17

Ceae-3

Ceae-5

Ceae-1

Ceae-13

Ceae-4

Ceae-7

Ceae-6

Ceae-2
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Ceae-5: Son yeinticinco los cambiosqueesta secuenciaexhibe en el exón 2 si es

confrontadaconel consenso,y sólo8 en el exón3. Se diferenciade Ceae-3enque, comparada

conla consenso,presenta,además,las modificacionesA—>G (56),G—*A (60,74)y T—*C (71)

y, porcontra,carecedel cambioA—>G (245). Su tercerexónesidénticoal deCeae-3.

Ceae-6:Son22 los cambiosque tieneestasecuencia,comparadaconla consensodel

segundoexón,y 7 si la comparaciónsecentraenel tercerexón. Tienelos mismoscambiosen

el segundoexónqueya sehanvistoen Ceae-4más¡ostressiguientes:C—>T(123),G—*C (217)

y T—*C (255).Comparadacon Ceae-1 (tomadacomoconsensodel tercerexón),son sietelos

cambiosobservados:C—*A (343),C—*T (369),A—>G (401),G—*C (404y 444), T—3C (430)

y G—>A. (435).

Ceae-7:El análisisnucleotídicorevelaun únicocambiodeestasecuenciaconrelación

a Ceae-4, y esla transiciónA—*G (359).

Ceae-9: En esta secuenciase hanvisto 21 cambios de baseal compararlacon la

secuenciaconsensodelexón2, queson:G—>C (25 y 31), C—>A (32),T—>A (33 y 119), T—>G

(37, 131, 232y 257),T—>C (48,57 y 200), G—*A (69, 114y 217), C—*G (78, 84 y 234),A—>G

(199y 212)y A—>T (233);y otros 10 conla del exón3: C—*T (324y 369), A—*G (335, 359 y

497), C—>A (338),G—>A (404y 435),G—+T (437) y G—>C (444).

Ceae-1O:Hayun total de28 cambiosconrespectoalas secuenciasconsenso,20 de ellos

conrelaciónal exón2 y 8 conel exón3. Si el exón2 seconfrontaconel deCeae-9(conla que

guardaunaestrecharelación),carecede los cambiosT—*C (48),G—>A (114) y T—>G (131) y,

encambio,presentadosnuevos:A—*T (140)y A—>C (179).A nivel del tercerexón,y tomando

comoreferentela secuenciaanteriormentedescrita,presentaun cambionuevo,quees G—>A

(377) y carecede otrostresde aquélla:A—>G (335, 359)y G—*T (437).

Ceae-13:La porción exónicasegundatiene un tota] de 17 cambiosrespectoa la

consenso,los cualesson los quetambiénmuestraCeae-4,conla salvedadde A—>G (191) y

A—>C (199).Los5 cambiosvistosenel tercerexón,respectoaCeae-1, son:C—*T (360y 369),

G—>A (435),G—*C (444)y A—>G (497).

Ceae-17:En suexónn0 2 sehanencontrado19 diferenciasnucleotidicasenrelacióna

la consensodelmismosegmentogénico.Esasecuenciaesmuy parecidaaCeae-3y, frenteaella,

carecede los cambiosreseñadosen éstacomoA—*G (211 y 245),A—>C (212) y T—*G (258),

pero presentauna nuevasustitución,la transversiónT—>G (257). El tercer exón de esta

secuenciaesidénticoal de Ceae-3
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2.- ASIGNACIÓN DE LAS SECUENCIAS

OBTENIDAS A LOCI O A LINAJES DE Mhc-DRB Y

NOMENCLATURA

Unavez establecidoque las secuenciasconfinnadasde monoverdecorrespondíana

genesDRB (figura35), la siguienteetapadeltrabajoconsistíaenaveriguar(asignar)quégenes

DRB erany, dentrodelos mismos,a quélinajespertenecían.

Dichaasignaciónsellevó a cabomediantedosmetodologías:

a)Búsqueda,dentrode las secuenciasen estudio,de motivosespecíficosde un locuso

linaje (residuosaminoacídicos)o combinacionesde talesmotivos,quesoncompartidos

poralelosde los queyasesabequepertenecenadicholocuso linajey estánausentesen

el restode los alelos.

b) Construccióndeárbolesfilogenéticos(dendrogramas),enlos quelas secuenciasson

agrupadasen ramastantomáspróximasentresi cuantomayoresla homologíaexistente

entreellas.Parala construcciónde los dendrogramasse utilizó, al menos,unasecuencia

representativadetodoslos loci y linajesdescritosenpóngidos,monosdelNuevoMundo

y monosdel Viejo Mundo.

2.1.-Búsquedade motivos específicosde locus/linaje

Parala asignaciónalélicaefectuadaen estetrabajono se emplearonlas secuencias

nucleotidicascomotales,sinosusequivalentesaminoacídicas(véase 1.5.4de Introducción).

Paraello fue precisotraducirlas secuenciasnucleotidicasde la figura 34 a suscorrespondientes

secuenciasaminoacídicas(figura 36). Para la comparaciónde motivos se utilizaron las

compilacionespublicadasporO’hUigin y colaboradores(1.993),Slierendregty colaboradores

(1.994)y Figueroay colaboradores(1.994).

El hechodequelas secuenciasconsensode labibliograflacarezcande la porciónexónica

3 obligó a quela búsquedade motivosaniinoacídicosselimitaseal exón2. No obstante,en las

familiasgénicasde MHC de claseII, la mayorpartede los residuospolimórficosresideen el
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exón2, siendopor tantoestaporciónla que,por susdiferenciascomposicionales,determinala

clasificaciónde los diferenteslinajesgénicosde claseII en el sistemaMHC’

Tras la identificación,en las secuencias“Ceae-n” de los motivosnecesariospara las

asignaciones,sevio que(tabla6):

1.- La secuenciaCeoe-1 tieneunacombinaciónde 10 aminoácidospresentescomotales

enalelosdel linajeDRBtwÓ.Estosaminoácidosson:1(9, A13, E28,1130,1(56, S57,Fil, 666,

Y67 y A74. Enmenormedida,tambiénhancontribuidoaestaasignacióndosaminoácidosque

sóloestánpresentesen unaminoríade alelospertenecientesaestelinaje, y quesonF47 y A71.

2.- La secuenciaCeae-2 presentauna gran similitud secuencialcon los alelos

encuadradosen todoslos linajesdellocusMhc-DRBS.A la horadediscernirconcuálde ellos

podíafiliarse, sevio queel linajeDRBS*0Jerael másapropiado,puesla secuenciaen análisis

presentahasta10 aminoácidosenuna combinaciónposicionalqueespropiade aquél.Son los

residuos1(9, 011 (exclusivodel locusDRBS;tabla6), Y26, 1128,D30, 131,D37,128,1>70y

R71.Enmenormedida,tambiénsehaconsideradola presenciade S74. Conotros linajesde este

locusla comparticiónde motivos,aunquenuméricamenteimportante,esmenorquela vistaen

DRBS*01(8 aminoácidoscompartidosconDRBS*02, 9 conDRBS*03,5 conDRBS*04,8 con

DRBS*O5,7 conDRBS*06y 6 conDRBS*07).

3.- LassecuenciasCeae-3, Ceae-5y Ceae-17sonsumamenteparecidasentresi,por lo

que,apriori, puedepensarseque formanpartede un mismolinaje. De hecho,seha visto que

las tresexhiben unagran semejanzacon secuenciasdel linaje DRBJ*Q7 Los aminoácidos

comunesaestastressecuenciasy al linajemencionadoson:W9, A13, 1(14(exclusivodel linaje;

tabla 6), Y26, E28, 1130 y N77; además,Ceae-5tiene Q25, que es un aminoácidotambién

halladoen estelinaje.

4.- Hay otras cuatro secuenciascon una gran homologíaentre ellas y, por tanto,

susceptiblesde poderencuadrarseen un mismolinaje. SonCeae-4,Ceae-6,Ceae-7y Ceae-13.

No obstante,la búsquedade motivos de linaje arrojó, inicialmente,unos resultadosno

inequívocosparala asignaciónalélicade estassecuencias,pues,adiferenciade lo ocurridoen

otrassecuenciasde estetrabajo,enéstasno seencontróunaúnicacombinacióndelsuficiente

númerodeaminoácidosparalogrartal objetivo. Así, sevio queestascuatrosecuenciaspodían

ser del linaje DRBJ*03 por la presenciade 1>70 y S74; pero tambiénpodíanserdel linaje

DRBJ*04por la apariciónde Vil, L67(no en Ceae-13)y 070;incluso cabíala posibilidadde

encuadrarlasenel linaje no ortólogoDRB*w21al presentarlos residuosVil, N77y VSi. Es por

¡20
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ello por lo queparaconfirmarla asignaciónde estassecuenciasha sidonecesario,muchomás

que en losotrosgrupos,recurrirala búsquedade motivosno tanubicuoscomolosquehansido

reflejados en la tabla 6. De esta manerase vio que las cuatro secuenciaspresentaban

aminoácidosdescritosen algunosalelosdel linaje DRBJ*03, entrelos que hayquecitar Vil,

F47, SM, 557, R64 (no en Ceae-13),L67 (íd.), E71, N77 y VS!. Tambiénseencontraron

aminoácidospocofrecuentesasignadosasecuenciasalélicasdeDRBJ*04, comoF47 y 557.Del

linajeDRB*w21 seencontraronS51 y 1(64(no en Ceae-13).De estamanera,y puestoquela

búsquedade los aminoácidosmásfrecuentesde un linaje no ha sidosuficientepararealizaruna

primeraasignaciónde estassecuencias,pareceserque,siguiendoun criteriocuantitativo(basado

en el númerode residuosquesehanllegadoaencontrar),la búsquedade los aminoácidosmenos

frecuentesde taleslinajesfavorecela asignaciónhaciael linajeDRBJ*Q3

5.- Por último, se ha visto que las secuenciasCeae-9y Ceae-10tambiénpodríanser

candidatas,porsugransemejanza,a serasignadasaun mismolinaje, el cualpuedeserDRB*.w7,

conel quesehavistoquetienenseisaminoácidosencomún: Q9,Qil, A13,E28,1(71 y G86.

Otrosaminoácidosimportantesparaestaasignación,peropresentesen sólopocosalelosde este

linaje son:L26, Y40, A67 y T73.

Así pues,ochode estassecuenciastienencontrapartidasidentificadasenalelosortólogos

deHLA (sieteDRBl y un DRES;todasellastienenen comúnla posesiónde asparaginaen la

posición77). Porel contrario,tresde estassecuenciasnotienensuficientehomologíaconalelos

MHC de claseII encontradosenHorno sapiens,y espor ello que hansidoencuadradasen la

seriede linajesDRB%’ (carecendelmencionadoaminoácido).

2.2.-AsignaciÓn de nomenclatura

Segúnlo expuestoenMaterialesy Métodos(apdo.6), las oncesecuenciasconfirmadas

senombraroncomoseve en la tabla7, enla quetambiénconstanlosnúmerosdeaccesodados

en lasbasesde datosen las quehansido registradas,GenBanko GenomeSequenceDataBase.
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Manuel Rosal Sánchez Resultados

Tabla 7.- Denominaciónalélica de las secuenciasinvestigadasy número de

registro asignado

SecuenciaCeae-ET
1 w
104 627 m
186 627 l
S
BT


1

2

3

4

5

6

7

9

10

13

17

Alelo Ceae-ET
1 w
284 627 m
341 627 l
S
BT


DRB*w601

DRBS*0101

DRBJ*0701

DRBI*0301

DRBJ *0702

DRBJ*03 02

DRBJ*0303

DRB*w701

DRB*w702

DRBJ*0304

DRBJ*0 703

N0 de acceso

IAl 537

U19283

U19284

U 19285

L47989

L47988

U19286
L47987

IAl 538

L4 1539

Ml 540

2.3.- Construcción de dendrogramas

Lasasignacionesde lassecuenciasobtenidassecorroboraron,trasla comparaciónde

motivos,porun segundométodo,consistenteenla construcciónde dendrogramasqueagrupan

enunamismaramaa las secuenciasqueguardanmayorhomologíao menordistanciagenética

entresi.

Losárbolesfilogenéticosque aparecenen estasecciónhansidoconstruidosutilizando

un total de 56 secuenciasnucleotídicas(figura 37),siendooncede ellaslas investigadaseneste

trabajo;las otras45 secuenciassonalelospreviamentepublicadosy pertenecientes,todosellos,

a unaampliaselecciónde especiesde póngidos,monosdel NuevoMundoy monosdel Viejo

Mundo. Se haescogido,al menos,unasecuenciarepresentativadecadalinaje alélicoquehaya

sidovistoen la familia Cercopithecidae.
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MsnnnI flntcal Chnrha. Pnei¡ltadn.

En los programasinformáticos que se citan sólo se han introducido secuencias

correspondientesalos segundosexones,puestoque sonéstaslas que sehallandisponiblesen

la bibliografia. Los tercerosexonesde las secuenciasde Cercopithecusaethiopshan sido

descartados,pero,tal comoseargumentóen2.1,estalimitación dedatosno afectaa la fiabilidad

de los resultadosfinalesde asignaciónalélicaqueseobtengan.

2.3.1.-IPendrogramade máximaparsimonia

Trasla introducciónde las 56 secuenciascomentadas,el programaDNAPARSrindió un

ficherode salidaen el quesehabíaconstruidoun árbolcomo el representadoenla figura 38. La

ubicaciónde las secuencias~Ceae~n<aen determinadoslugaresdel árbol confirmanla asignación

alélicaquesehabíahechopormediode la búsquedade motivosaminoacidicosespecíficos:

1.- La ramacorrespondientea la secuenciaCeae~DRB5*0101(inicialmentellamada

Ceae-2)estáestrechamenteasociadaconotra ramarepresentativade un alelo de estemismo

linaje> tal comoesGogo~DRB5*0101.A suvez,estasdosramasestánasociadas,en un racimo

mayor, conotrascuatrosecuenciasdel gen DRB5. Se confirmaasí la estrechahomologíade

Ceae-2consecuenciaspertenecientesal locusDRB5 y, dentrode éste,másconcretamente,con

el linajeDRBS*01.

2.- Los alelos Ceae-DRB1*0301 Ceae-DRBJ*03 02, Ceae-DRBJ*0303 y Ceae-

DRBJ*0304estánjuntosenuna mismarama,confirmadoasí la evidenterelaciónqueyahabía

sidocomentadaparalosmismosen 2.1- Lascuatroramasde estosaleloshansidosituadaspor

el programaen la vecindadde dos alelosdel linaje DRB1*03, que sonMane-DRBI*0301 y

Gogo-DRBJ*0307.En esamismavecindad,peroalgomenospróximas,haydossecuenciasdel

linaje DRBJ*04 queson Marnu-DRBJ*0402 y Mamu-DRBJ*0403 Cuandosebuscabala

filiación de estassecuenciaspor motivosde linaje sedijo queguardabanuna similitud algo

mayor con el linaje DRBI*03 que con otros dos linajes probables,queeran DRBJ*04 y

DRB*w21. En esteárbol, las secuenciasdel linajeDRB*w21 hanquedadomuy alejadas,y a

tenorde la topologíaqueexhibenlas secuenciasde DRBJ*03 y deDRBI*04, puedesugerirse

quela filiación postuladaen 2.1 escorrecta.

3.- Seconfirmaquelas secuenciasinicialmentellamadasCeae-3(Ceae-DRBI*0701),

Ceae-5(Ceae-DRBI*0702)yCeae-17(Ceae-DRBJ*0 703) sonalelosdel linajeDRBJ*07, tal

comoseve porsugranproximidad,en unamismarama,al aleloMamu~DRB1*0701.
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Figura 38.- Artol filogenéticca obtenido mediante el método de máxima parsimonia (programa DNAPARS del
paquete PHYUP>, de un total de 56 secuencias del axón 2 de genes DRB de primates. Las secuencias de mono verde
estudiadas en este Úab~o, con sus denominaciones alélicas oficiales, se han representado en rojo.
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4.- Los alelos Ceae~DRB*w701y Ceae-DRBtw702han sido asociados,sin ninguna

anibigúedad,con otros dos alelos de ese mismo linaje: Marnu-DRBJ*w701 y Mamu-

DRBJ¾v702.Se ratifica así la pertenenciaa estelinajede esasdos secuenciasde Cercop¡thecus

aeth¡ops.

5.- La ramadelalelo Ceae~DRB*w6O1sehalla en estrechaasociacióncon la ramadel

alelo Marnu~DRB*w601.Estepatrónconcuerdaconla asignaciónque sehabíahechode esta

secuenciade monoverde(Ceae-I)medianteel métododebúsquedade motivosde locus/linaje.

2.3.2.-Arbol filogenéticoconsensuadodel métodode máximaparsimonia

En la figura 39 serepresentaun árbol consensoobtenidotras la ejecucióndel programa

CONSENSE(véase5.2.1.3de Materialesy Métodos).Peseaquesudiseñodifiere de forma

evidentedel descritoen la figura 38, puedeversequela ubicacióndelas ramasrepresentantes

de las secuenciasdemonoverdepermiteunaasignaciónalélicaidénticaa la queseconsiguió

medianteel árbolúnico.

Aún así,puedencomentarsedosmínimasdiferenciasde esteárbolenrelaciónconel no

consenso:

Lascuatrosecuenciasqueya habíansido asignadasal linaje DRBJ*03 estánen la

mismaasociaciónconun alelo de estelinaje (Mane-DRBJ*0301) que conotro de DRBI*04

(Mamu-DRJ3I*0403) Estaambigliedadse resuelvehaciaDRBI*03 puestoquea estelinaje

perteneceel siguientealelo situadoen la vecindadde las cuatrosecuenciasproblema(Gogo-

DRBJ*0307), mientrasqueel segundoalelo,usadoen la filiación, del linajeDRBI*04 (Marnu-

DRBI*0404)quedaalgomásalejadode aquelracimode secuenciasy además,él mismo forma

un racimoaparteconlos alelosPatr-DRBI*0701,Patr-DRBI*0 702 y Mamu-DRBJ*0402. Al

igual queocurríaen el dendrogramaprevio, las ramasrepresentativasdel linaje DRB*w21

quedanalejadasdellugarqueocupanlas cuatrosecuenciasde Ceae-DRBJ*03.

2.- Hayun alelo dellinaje DRB1*02 (Patr-DRBJ*0201) cuyaramaha sidosituadapor

el programaenel mismoracimoen el quese encuentrantodaslas secuenciasdel locusDRBS

quesehanusadoparafiliar Ceae-2.Estaasociaciónno seveíaen el árbolúnicodeparsimonia

pero,aún así,el queaparezcaenel árbolconsensono invalidaen absolutola asignaciónque, a

favordel linaje DRBS*01, sehahechoen la segundasecuenciahalladade monoverdeafricano,

puestoquela ramarepresentativade esealelo deDRBJ*02 tienesuorigenen el nodomásdistal
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Figura 39.- Dendrograma obtenido, mediante la actuación secuencial de los programas SEQBOOT y
CONSENSE, de 56 secuencias del segundo axón de genes ORE de primates. Este árbol se ha obtenido mediante la
programación de un total de 100 ‘bootstraps’. Otro árbol obtenido con 1.000 ‘bootsúaps’ (no mostrado en este trab~o) mostró
una topologia de ramas y una localización de los alelos prácticamente idénbca a la del que se muestra en esta figura.
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de eseracimode secuencias.Estatopologíaparecesugerirla existenciadeunaciertahomología

entrealgunassecuenciasdeDREl y de DRBS, y en tal sentidomerecela penacomentarque

Kentery suscolaboradores(1.992)y Slierendregty Bontrop(1.994)yaapuntaronla existencia

de unaasociacióndébil, anivel evolutivo, entreesosdos locí.

2.3.3.-Árbol dedistanciasgenéticas

Esteárbolsegenerémedianteel programaNJBOOT(5.2.2de Materialesy Métodos).

La figura 40 representaun dendrogramatal como es generadopor el programa

TREEVIEW.En él puedeversequelas asignacionesalélicascoincidenplenamenteconlas que

sehanobtenidomediantelos anterioresmétodosusadosen estetrabajo:búsquedade motivos

aminoacídicosespecíficosde locus/linaje, construcción de un árbol de parsimonia y

dendrogramaconsenso.

Al igual queocurrió enlos dosárbolesprevios,las cuatrosecuenciasde alelosCeae-

DJiBI *03 seasocianmuyestrechamenteconsecuenciasde los linajesDRBJ*03 y DRBI *04

peroa la vistadelpatrónde arracimamiento,la homologíaesalgo mayorconDRBJ*03. Porotra

parte,vuelve a confirmarseel hechode que, del conjuntode linajesdel locus DRB5, es el

DRBS*0Iel que lilia másestrechamentecon la secuenciaCeae-2.
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Figura 40.- Dendrograma de secuencias del exón 2 de genes Mhc-DRB en el que se reflejan las relaciones
filogenéticas de los once aleles Ceae-DRB estudiados en este flb~o. EJ árbci fue construido por el método NJEOOT. Se
programaron un total de 100 bootstrapr para diseñado. Los valores de toottrap se muestran en las bifurcaciones de las
ramas correspondientes a los alelos de mono verde. En la esquina inferior izquierda se aprecia una escala representativa de
las distancias evolutivas.
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3.- IDENTIFICACION DE INDIVIDUOS CON

DUPLICACIONES GENETICAS

Tras la asignaciónde cadaalelo acadauno de los 15 individuosapartir de los cuales

habíansidoobtenidos(tabla8), seobservóquetresde estosindividuos,los llamadosVe-8, Ve-

10 y Ve-lS presentantresalelosdel genDRB1.

Tabla t- Alelos Ceae-DRBencontradosen cada monoverde individual

Individuo Alelas Ceae-DRB

1*0302,

5*0101

5*0101 %‘601

5 *0101

5 *0101

5*010]

1*0301,

¡ *0301,

1*0301,

*,j~ 702

1 *0703, *w702

*w702

1 *0301, 1 *0303

1*03041*0701,1*0703,%‘601

1*0301

1*0702 *w601, *w701, *w 702

1 *0701

1*0302,1*0701, *w601, *w701
1*0303,1*0701,*w702

Se han subrayado los individuos en los que se han encontrado genes DRB duplicados.

Ve-1

Ve-2

Ve-3

Ve-4

Ve-5

Ve-6

Ve-7

Ve-8

Ve-lO

Ve-li

Ve-12

Ve-13

Ve-14

Ve-15

Ve- 16
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El individuo Ve-8 tiene los alelos DRBJ*0301, DRBJ*0302 y DRBI*0 701; en el

individuoVe-lO seencuentranDRBI*0301,DRBI*0303y DRBI*0701y, porúltimo, en Ve-lS

sehanhalladolos alelosDRBJ*0304,DRBI*0701 y DRBI*0703 Estosignificaquealgunos

haplotipos1v/lic de estaespeciepodríanllevardoscopiasdelgenDRB1.

Puedeobservarseque los tres individuosportadoresde la duplicacióncompartenun

mismo alelo, el DRBJ*0701. Comose veráposteriormente,estealelo es el único de los 11

descritosenestetrabajo,quepodríacarecerde funcionalidad(véase4.5.2).

No obstante,el alelo DRBJ*0701 no apareceexclusivamenteen los individuoscon

duplicacionesgenéticas,puestoquepuedeapreciarsequetambiénsehallaenel individuoVe-7

que,a la vistade los resultados,no parecetenerlas.
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4.- CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS

PRODUCTOS PEPTIDICOS

Apriori, sesuponefuncionalidadalos onceproductospeptidicosderivadosde losalelos

caracterizadosporhabersidoobtenidosapartir de ADNc y no presentardelecionesni codones

de paro. Pero, ademásde esto, sehan llevado a cabo análisisespecíficospara ratificar tal

suposición(el de sustitucionessinónimasfrentea no sinónimasy el de residuosrelevantespara

estructuray funcionalidad).

4.1.-Análisis de sustitucionessinónimasy no sinónimasen la región de

unión al péptido y fuera de ella

El cálculode sustitucionessinónimasy no sinónimasen los distintos alelos,genesy

clasesdelMHC hapuestode manifiestoquela diversidadpolimórficaenmoléculasproteicas

de MHC es,sobretodo,el resultadode unapresiónselectivaque tiendea provocarcambios

mutacionalesno conservativos(quemodificanel aminoácido)en la regiónde uniónal péptido,

mientrasqueenel restode la proteína,queno correspondeadicharegión, las mutacionesque

ocurrensuelenproducircambiossinónimos(queno modificanel aminoácido).

Estocaracterizaprecisamentealos alelascuyo productotienefunciónpresentadorade

antígeno,por lo quesi en monosverdesel resultadoes similar se podrádeducirque los

productosalélicosestudiadosenestaespecietambiénseránpresentadores.

En un total de dos series independientesde procesamientode datos,una para la

secuenciacodificantede ABS (48 nucleótidos),y la otra paralos nucícótidosde la regiónno-

ABS (195; los 16 nucleótidosdel extremo3’ del segundoexónno hansidotenidosencuentapara

este análisis por su naturalezamonomórfica),el programaenfrentécadauna de las once

secuenciasconlas diez restantesy, haciendoencadaemparejamientounadistinciónentresitios

sinónimosy sitios no sinónimos,calculó unosparámetroscorrespondientesa “numero de

sustitucionesporsitio±errorestándar”.

El siguientepasoha sidocalcularlas proporcionesde sustitucionessinónimaspor sitio

sinónimo(d,) y las delas no sinónimasporsitio no sinónimo(&) paracadaparde secuencias
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Véasequesi en cadacolumna(ABS y no-ABS)seprocedea efectuarel cocientedecada

parejade valores(d~/d8), éstesiempreresultasuperiora la unidaden las regionesABS entodas

las confrontacionesde gruposgénicosquesehacen,lo quedaaentenderque enestaszonas,los

cambiosnucleotidicosproducidosseránen la mayorpartede las vecesdel tipo no sinónimo,

productoresdenuevasmoléculasdepéptidoMHC de claseII. Porcontra,enla segundacolumna

(no-ABS) los cocientes4/dade las cuatroparejasde valoressiempresoninferioresala unidad,

lo que nosdicequeen la regiónno-ABS la mayorpartede los cambiosnucleotidicosque se

producensondeltipo sinónimo.

En suma,los resultadosobtenidosconcuerdanconlos que, en la bibliografia, sehan

publicado referentesa los mismoscálculosefectuadossobre alelos funcionalesy, por el

contrario,seoponenalos vistosen estudiossimilaresdel genDRB6, el cualesprobablemente

un gen no presentador.Estosdatosapoyanque losalelosestudiadosenCercop¡thecusaehiops

muy posiblementecodificanparamoléculascuyafunciónesla presentacióndel antígeno.

4.2.- Análisis de posiciones relevantes para la funcionalidad de la

proteína DRB

Existenciertosresiduosen determinadasposicionesde lacadenaDR~ cuyaconservación

esfundamentalparaquela proteínaadopteunaestructuracorrectay seaplenamentefuncional

(véase1.2.2.2.de Introducción).

En los oncealelossecuenciadosde DRB de monoverdeseanalizóespecíficamentela

presenciao ausenciade dichosresiduosconel fin de comprobarsi dichosalelospodíancodificar

paravariantesproteicasque cumplieranrequisitosdefuncionalidad.

4.2.1.-Mantenimiento de lasdoscisteinasen lasposiciones15 y 79

Las cadenasDRJ3 de las moléculaspresentadorasde antígenosposeendos cisteinas

críticasparasucorrectoplegamiento,que son las de las posiciones15 y 79 del dominio ~3l

(Kaufmanet al., 1.984; figura 4la). La importanciade estosdosresiduosradicaen queentre

ellos se forma un puentedisulfuro fundamentalpara que la proteínaadoptela adecuada

conformacióntridimensional.
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La secuenciacióndel tercerexónen losoncealelosCeae-DRBanalizadoshapermitido

constatarentodos ellosla existenciade unacisteinaen la posición 117,al igual queen el resto

de las proteínasDRB. Debido a que la amplificación de las secuenciasde monosverdes

concluyeenel codónque codificael aminoácidode la posición 167,no sepuedeconstataren

estetrabajola presenciade una
4a cisteina,quedeberíaapareceren la posición173 del dominio

~2.

4.2.2.-Mantenimiento de los residuosqueestabilizanel dímero a/13 y controlan la

complejidaddel péptidopresentado

Degranimportanciaparala estabilidaddel heterodímeroa/13 esla posición86 (véase

1.2.2.2de Introducción),comodemostraronVerrecky colaboradores(1.993).Todoslos alelos

HLA-DRBflmcionalespresentanlos aminoácidosglicinao valinaen la posición86 del exón2.

Ademásde su funciónestabilizadora,dichosaminoácidostambiéncondicionanla naturalezay

la longitud de los fragmentospeptídicosantigénicosque serácapazde presentarla molécula

MHC-DRB(Demotzetal., 1.993),porquesegúnseaestaposiciónocupadapor un aminoácido

provisto de cadena lateral voluminosa(valina) o no (glicina), así estará condicionada

estéticamentela hendidurade uniónparapoderalbergaren su interiorpéptidosprocesadosde

tamañopequeñoo másgrande,respectivamente.

En losoncealelosCeae-DRBestaposiciónestáocupadaporglicinao porvalina, sin que

sehayanvisto otros residuosen estaposición.No obstante,estedimorfismode la posición 86

no estábalanceado,yaque hayochoalelosconvalinay sólo tresconglicina.

En la figura 41b serepresentaesquemáticamentela posición de esteresiduo 86 y su

cercaníaala cadenaDRa,con la cual interacciona,estabilizandoel heterodímeroa/13.

4.2.3.-Mantenimiento de los residuospara la formación de dímerosDR/DR

En los oncealelesCeae-DRBseanalizaronlos aminoácidospresentesen las interfases

de los dominios131 y 132 que estabilizanlos dímerosde a13. La interfasedel dominio 131 la

forman losaminoácidosde las posiciones49, 50,51, 52 y 55 (véase1.2.2.2de Introducción),las

cuales estánextremadamenteconservadasen humanos,presentando,respectivamente,los

aminoácidosalanina,valina, treonina,ácidoglutámicoy arginina.Estosmismosaminoácidos
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ocupanesasmismasposicionesen los alelos analizadosde Cercoplihecusaethiopscon la

salvedadde la posición51, enla que algunosalelos(loscuatrodel linaje DRBI*03 y los tresde

DRBJ*07) presentanserna.

Si secomparanlas estructurasmolecularesde los aminoácidostreoninay sermaseverá

queambos,ademásde serneutrosy polares,disponendeunacadenaalifáticaterminadaen un

grupo hidroxilo. Esto hacepensarque la modificación,en la posición 51, dcl aminoácido

treoninapor otro que essermano va a repercutirde forma negativaen la capacidadde esta

regióndel exón2 paraconstituirseen la primeradelas interfasesde uniónestabilizadorasdel

dímeroDR/DR.

De hecho,el aminoácidoseriaseencuentraenesamismaposición,en otrosalelosde

primatesdel linaje DRA]*03 tales como Gogo-DRBI*0305, Male-DRBJ*0301, Mamu-

DRBi*0301 Mamu-DRBJ*0302 Mama-DRA]*0303 Mamu-DRBI*Q3jj, Mamu-DRBI*03 14,

y Mane-DR.BJ*0301.

Sehaencontrado551 en otros loci y linajesdeDRB, perono en los queyahaydescritos

correspondientesal linajeDRBJ*07, siendolosprimerosquesedescribenconestacaracterística

estructurallos tresalelosCeae-DRBJ*07 que seexponenen el presentetrabajo,aunqueesto

quizásno seadebidoa unacarenciadeeseaminoácidoenesaposiciónenalelosde estelinaje

génico, sino al escasonúmerode alelos de tal linaje que hay disponiblesen la literatura

científica: tansólo tresajelos,dasdechimpancéy uno de monorhesus.

Enel esquematridimensionalde la figura 41cpuedeapreciarsequeestoscincoresiduos,

invariablesen los once alelos caracterizados(salvo la posición 51), ocupanunaposición

periféricaen la cadena¡3, lo cual los capacitapara llevar a caboesasinteraccionesde corto

alcanceconlos mismosresiduosde la otracadena13 del dímeroDR/DR.

Mientrasquelos residuosA49, V50 y T/SS1 de ambascadenasbetadel heterodímero

estableceninteraccionesde tipo hidrofóbicopor suscadenaslaterales,el ácidoglutámicode la

posición52 y la argininade la posición55 formanpuentessalinoscruzados.El residuo(11u52

(cargadonegativamente)de un dominio 131 escapazde interaccionarelectrostáticamentecon

Arg55(con cargapositiva)delotro dominio131 del heterodirnero.Análogamente,la argininadel

primerdominio 131 tambiénpuedeestablecerestainterrelaciónconel ácidoglutámicode la otra

región¡31.

La segundainterfasede unióndel dímeroDR/DRselocalizaen el dominioproteico132,

codificadapor el exón3. La componensieteaminoácidoscuyaidentidady posicionesen alelos
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DRí humanoses:LyslO5, Hisí 11, Hisí 12,Leul14, Vall42, Val143 y Glu162.Hisí 11, Hisí 12

y Glul62 interaccionancon residuosdel dominioct2 de la otra moléculadeDR, formandotres

puentessalinos.

Los siete aminoácidosestánmuy conservadosen alelos DR humanos,habiéndose

encontradounamuy ligeravariabilidaden lasposiciones105, 111 y 112,quesiemprevana estar

ocupadaspor un aminoácidocatiónico.Estemismopatrónsecuencialsehavistoen los alelos

estudiadosde Cercopñ’hecusaethiops:siempreaparecelisina en la posición 105,histidinaen la

¡11 y nuevamentehistidinaen la posición 112,con la únicaexcepciónenesteúltimo caso,del

alelo Ceae~DRB*w70I,dondela histidinaha sido reemplazadapor el aminoácidoarginina,

igualmentecatiónico.

En el estudiode estasegundainterfasede unión no seha podido hacerun análisis

estructuralcomparativoconlos alelosde primatesde otrascompilaciones,ya queen éstasel

estudionucleotídicoy aminoacídicoafectasolamenteal segundoexóno dominio proteico131,

pero puestoqueya seha constatadoel menorpolimorfismode estaregiónconrelacióna la

precedentedel exón 2 (o dominio proteico ¡31), no hay razón para pensarque el patrón

secuencialde la segundainterfasede uniónde los productosproteicosDRB de monoverdesea

muy diferenteal querealmentesepresente,cuandoseasecuenciado,enotrosproductosalélicos

de estamismaregión,enprimates.

4.2.4.-Residuosen las posicionesde interaccióncon CD4

Las moléculas funcionales de DRB deben poseer los residuos necesariospara

interaccionarconlas moléculasdel correceptorantigénicoCD4 (figura 4íd), el cual sehalla

asociadoconellas,formandoun complejo,sobrela membranade las APC (figura 7).

Estudiosde unión a péptidosdemuestranque dichainteracciónocurremediantelos

residuosaminoacídicosexistentesentrelasposiciones134-148del dominio 132 (codificadospor

el exón3; Cammarotaet al., 1.992).A suvez, estasobservacionesconcuerdanconexperimentos

de mutagénesisdirigida en múridos(Kónig et al., 1.992), en los quese ha visto que los

aminoácidosde las posiciones110, 137, 140, 141 y 142(todosellosdel dominio estructural¡32)

intervienenen la unión DRB/CD4. En los oncealelosCeae-DRB,estascinco posicionesse

encuentranocupadas,de manerainvariable,por los aminoácidosglutamina,ácidoglutámico,
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alanina,glicina y valina. Dichos aminoácidosse encuentranen muchosalelos HLA-DRB

funcionales.

4.2.5.-Posibleafuncionalidaddel alelo Ceae-DRBI*0701

Losresiduosestructuralesinvestigadoshastaahoraen las secuenciasalélicasCeae-DRB

parecenestarmuybienconservados,posibilitandoasí el correctoplegamientotridimensional

dela molécula,la disponibilidadde sidosde anclajeparalos antígenos,la dimerizaciónDR/DR

y la interacciónconel correceptorCD4.

No obstante,el alelo Ceae-DRBJ*0 701 podríarepresentarunaexcepción,puestoque

contienesermaen la posición82 enlugarde asparagina,y sehapublicadoquela presenciade

S82 en las moléculasDRB mwinas dificulta o incluso imposibilita tanto el transpone

intracelularde la proteínaDRB reciénsintetizadacomosuexpresiónsuperficial(GritYith et al.,

1.988).

Curiosamente,en los tres monos verdesen los que se han descrito genesDRB1

duplicados,uno de estos aleloses siempreCeae-DRBI*0 701 (véaseel epígrafe3 de esta

sección).
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5.- ANÁLISIS EVOLUTIVO DE LAS SECUENCIAS

Ceae-DRB

5.1.- SENALES TRANS-ESPECIE Y ESPECiFICAS DE ESPECiE

La observacióndel alineamientode todaslas secuenciasnucleotidicasdisponibleshasta

la actualidadreveló la existenciade motivoscomunesa varias de dichas secuencias:Estos

motivospuedenserde dostipos:

a) Compartidos por todas las secuenciascorrespondientesa una especie y

exclusivamentepresentesen dicha especie.Como eslógico pensar,estetipo de motivos

seencontrósóloen aquellasespeciesde lasquesehabiaobtenidomás de un aleloo

cuandose estudiaronvarios individuosde unaespecie.A estetipo de motivosse les

denomina“especificosde especie”o “intraespecificos”.

b) Compartidospor secuenciasMhc-DRBde distintasespecies.A estosmotivosseles

denomina“transespecificos’.

5.1.1.-Motivos especificosdeespecie

En la figura 36 sehanrepresentadoaquellosaminoácidosquesólosehanencontradoen

la especieCercopithecusaeth¡opsy no enningúnotro alelode los recopilados,hastael momento

presente,en la bibliografia. Se trata de los residuos819 (DRBJ*0 702), A24 (id.), S33

(DRA*w601), G44 (DRB*w701),H56 (linaje DRBJ*03)y P73 (DRA!*0302). De estosseis

aminoácidosesde destacarla histidinaenla posición56,que esel únicode ellosqueha sido

encontradoen másde unasecuenciaalélica,dándoseademásla circunstanciade queaparece,

de maneracaracterística,en los cuatroalelosdel linajeDRB1*03.

La localizaciónde estosresiduosquedaplasmadaen el modelo tridimensionalde la

moléculaDRB queapareceen la figura 42, dondeseobservaque ningunadedichasposiciones

forma partede la regiónde uniónal péptido.Estosignificaqueningunodeestosaminoácidos

específicosde especieintervieneen la selecciónde los péptidospresentadospor las moléculas

Ceae-DRB.Tampocoocupanestosaminoácidoslas posicionesde lasqueya sehacomentado
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se han visto en las secuenciascaracterizadasde monosantropoides.Entre estosresiduosse

encuentran:R56,F61 y L64, presentandoesteúltimo la particularidadde que, dentrode los

MYM, sólosehaencontradoensecuenciasde las aquí estudiadasde Cercopithecusaethíops.

Un cuartogrupode aminoácidostransespecíficoslo formanaquéllosque,teniendosu

origenenalelospertenecientesaespeciesde prosimios,sólovuelvenapresentarseen el estadio

deMVM, perono enMNM. SecitanentreellosQ9 y T73, los cuales,paraserprecisos,no se

encuentranen todos los alelosconsultadosde DRB de monosdel Viejo Mundo, sino sóloen

algunosalelosde macacosrhesusy del monoverdeaquíestudiado(cercopitécidosambos).

Hay otrosaminoácidoscuyaevoluciónpareceserrelativamenterecientey queson, por

un lado S74,vistaenalelosCeae-DRB,Mamu-DRB,Gogo-DRBy unasolasecuenciade Pa/za-

DRA,o sea,MVM y un monoantropoide,y porotro ladoK14 y N43,queaparecenenalelosde

Ceae-DRBen conjunciónconsecuencias,respectivamente,de Patr-DRAy de Papa-DRB,es

decir,un solomonocercopitécidoy dos especiesrepresentantesdehomínidos.

De posible interés identificativo son los aminoácidostransespecíficosencontrados

solamenteenalelosMhc-DRBde macacosy demonosverdes,comounamarcapropiade esta

familia, y que sonQIl y A67.

Porúltimo, el residuoM12 seencuentra,ademásde en Cercopithecusaeth¡ops(MYM),

en Saguinusoedzpus(MNM) y nadamásque enestasdosespecies.

En el punto 4 de la secciónDiscusión secomentael significado de estos residuos

transespecificosdesdeel punto de vistaevolutivo.
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1.- Variabilidad limitada en los alelos MIw-DR8 de

Cercopithecusaethiops

En la actualidadseconocela secuenciade ADN de másde 200 alelosDRB de primates,

quese agrupanenun total de 30 locí y/o linajesalélicos(loci DRB1-DRB9 y linajesno ortólogos

DRB*w1~D1?B#w21,incluyendoaDRBI 1). En cambio,el espectrode alelosDRB obtenidosen

los monosverdesha sido relativamentelimitado. Por ejemplo, las secuenciascorrespondientes

al genDRB 1 pertenecenúnicamentea los linajes *03 ó *07, a pesarde quela última compilación

de secuenciasDRiB de primatescontienecincolinajes deDRBI (*10, *02 *03 *04 y *07).

Mediantecomparaciónde motivosespecíficosy la construcciónde árbolesfilogenéticos

se ha demostradoquelos oncealelosCeae-DRBcorrespondena los genesy linajesDRBJ*03

DRBItO7,DRBS*0J,DRB*w6 y DRB*w7.

El quecuatrode los oncealelosCeae-DRBseanasignablesal linaje DRA!*03 apoyala

evidenciade queésteesuno de los linajesmásextendidosentrelos primates,puestoqueun gran

númerode secuenciasadscritasaél sehanhalladoen todoslos gruposestudiadosde primates,

tales como hominidos~Pantroglodytes,Panpaniscus,Gorilia gorilla y Pongopygmnaeus),

monosdel Viejo Mundo (Mandrillus ieucophaeus,Papo harnadtyas,Macacatiernestrino y

Macacamulatta), monosdel Nuevo Mundo (Aotus trn-’irgatus, Callithrixjaccus, Callicebus

rnoloch y Saguznus oed¡pus)y prosimios(Galagomoholí y Galagosenegalensis).

Por el contrario, hastael momentode la realizacióndel presentetrabajo, el linaje

DRBJ*07 comprendíaúnicamentedos alelos de chimpancéen la bibliografia existente,los

llamadosPatr~DRBJ*070Jy Patr~DRl3I*0702(Kenteret al., 1.992)y un solo alelo del mono

rhesus,Mamu~DRB1*0701 (Slierendregtet al., 1.994). Así pues, pesea ser un linaje muy

escasamenterepresentado,seda el caso de que en el trabajo que aquí se exponehan sido

encontradostresalelosasignablesa estegen.

De los restantesgenesde histocompatibilidadde claseU de los queseconocela existencia

de un productoproteicotranscritoy expresado(DRB3, DRB4 y DRB5), sólo seha obtenidoun

alelo: Ceae~DR13S*0J01,cuyo linaje ya habíasidohalladoen Gortilo gorílla, Macacamulata

y Pan troglodytes.
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El resto de las secuenciasobtenidasen mono verde correspondena los linajes no

ortólogosDR&w6 y DRB*w7, sólodosde los 20 conocidosen la actualidad(tabla1). Hastael

momento,estosdos linajessólo habíansido descritosen Macacamulatta,circunstanciaque

puedeponerderelieve el parentescoexistenteentreestaespeciey Cercoplihecusaethiops.

Es posibleque el pequeñonúmerodealelosobtenidoen estetrabajosedebaaun efecto

selectorde la parejade oligonucleótidosempleadaen la amplificación.Porejemplo,la razónpor

la queprobablementeno se hanobtenidoalelosdel linajeDRBI*02 podríaestribaren que en el

octavocodón(quesonlas tresúltimas basesdel cebadorDRB-Amp)delas secuenciasde dicho

linaje, el triplete TTG es reemplazado por CTG. Un cambio en una posición tan próxima al

extremo 3’ puedeprovocar una ausenciade complementariedaddel cebadordirecto con la

secuenciadiana,acarreandola falta de amplificación.

No obstante,McAdam y colaboradores(1.995)encontrarontambiénquelos alelosMhc-A

de las especieschimpancécomúny pigmeoseagrupanen un restringidonúmerode linajes: estas

dosespeciesexpresanalelosMhc-A relacionadosconunasola(fiLA-Al, -A3,-A 11)de las seis

familiasdealeloshumanosHM-A. Estoslimitadosrepertoriosalélicospodríanreflejar un cuello

debotellagenéticoen la evoluciónde especiescorrespondientes,o quela selecciónpuedehaber

favorecidoa unafamilia panicularde alelosalo largodela evolución.

Estoslimitados repertoriosalélicosde las especiesconcernidaspodríanexplicarsepor

algunode los siguientesmecanismos:

a) que la especieha sufrido un ‘cuello de botella” en su evolución (por ejemplo,por

enfermedadesinfecciosasquehandiezmadola población);

b) queel nivel de endogamiaeselevado;

c) quela selecciónpuedehaberfavorecidoaunafamilia particularde alelosalo largo de

la evolución.
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2.- Los productos alélicosCeae-DRBcumplen criterios

de funcionalidad para la presentaciónde antígenos

Dichoscriteriosson los siguientes:

1.- Los oncealelos confirmadosen estetrabajo han sido amplificados, donadosy

secuenciadosa partir de moléculasde ADNc, y seha visto queno hayen elloselementostales

comodelecioneso inserciones,quepudierantrastocarla correctapautade lectura,o codonesde

paroquepudieranimpedirla traduccióndel segmentogénicohastaun péptidonormal.

2.- En los once alelos se ha encontrado,sin excepción,que el cociente entre las

proporciones,halladaspor el métododeNel y Gojoori, de las sustitucionesno sinónimasy de las

sustitucionessinónimas(d,,/d~) es superiora la unidadpara las secuenciasconstituidaspor los

codonesde la regióndeunión al péptido.Porcontra,en loscodonescuyo conjuntoconformalas

regionesde no uniónal péptido,el citadococientede proporcionesesinferiora 1.

Los cocientesd~/d5> 1 en los codonesde la regiónde uniónal péptido sugierenque la

selecciónnatural estáactuandoen el sentidode propiciar la apariciónde variabilidad en esta

región, la cual contaráconun polimorfismocadavez mayora causade que la mayoríade las

sustitucionesqueexperimentason de tipo no sinónimo(HughesandNei, 1989), situaciónquees

compatiblecon lo ya visto en loci normalmenteexpresados(no pseudogenes)y proteínas

derivadasde ellos, con funciónpresentadorade antígenos.Así, los alelosde DRBI, DRB3 y

DRB5 exhibenen los codonesde la regiónde uniónal péptidococientesdJd~másaltosqueel

que se ha hallado para una molécula derivadadel gen DRB6 que, probablemente,no es

presentadora(BergstrómandGyllensten,1995).

3.- El análisismoleculardel dominio 131 de los productosalélicosde monoverdemuestra

la existenciade los restosaminoacidicosqueson esencialesparala correctaffinción presentadora

de antígenosde los productosproteicos de estosalelos. Así, el plegamientodel dominio

estructural ¡31 sepresuponepor la presenciadelos dosaminoácidoscisteinaen las posiciones15

y 79 (véanse1.2.2.2de Introduccióny 4.2.1 de Resultados).

La estabilidaddel heterodimeroW13 y la capacidadparainteraccionarcon determinados

fragmentospeptidicossedapor la presenciadicotómica,en la posición86, de los aminoácidos

glicina o vaina(véanse1.2.2.2de Introduccióny 4.2.2 deResultados).Estadualidadde residuos
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podríaproporcionarsitios de reconocimientoantigénico“grandes”y ‘pequeños”parael mono

verde,al igual queocurreen alelosHL4-DRB,en los quetambiénsehaobservadoestadicotomía

de aminoácidos.Concretamente,tresdelos oncealelossecuenciados(Ceae-DRBJ*0 703, Ceoe-

DRB*w701y Ceae-DRB¾v702,los tresconglicinaenla posición86) perteneceríana la categoría

de los aleloscapacesde albergarmáscantidadde péptidosy máscomplejosquelos queexhiben

valinaen tal ubicación,al tiempoqueestableceríanunasinteraccionesDRI3/DRctmenosestables

quelas conseguidasporestosúltimos.

Bontropy colaboradores(1.995) postularonqueestadualidadaminoacídícaesexclusiva

de la especiehumana.El presentetrabajocuestiona,porel momento,tal exclusividad,aunque

serianecesariosecuenciarmásalelosparapoderasegurarde forma tajanteesta premisa.No

obstante,puedereseñarsequesi bien estadicotomíaglicina/valinaseha encontradoen sóloonce

alelosde monoverde,en otrasespeciesdeprimates,presentesenlas recopilacionesbibliográficas,

seda el casode queaúnhabiéndoselesestudiadoun númeromenor de alelosseha encontrado

un polimorfismode la posición86 queva másalládel dicotómicoglicina/valina.Esteesel caso,

por ejemplo,deAotus frivirgatus (MINM), dondede seis alelos secuenciados,tres presentan

fenilalaninaen la posición86, ademásde la glicina y la valinaen los otros tresalelos,o de los

ochoalelospublicadosde la especiePongopygrnaeus(MVM), en los quedosde ellostambién

tienenfenilalaninaen la posición 86.

Los oncealelosdemonoverdeconservanintactoso muy pocoreemplazados(en tal caso

poraminoácidosestructuralmenterelacionados)los aminoácidossusceptiblesdeformar las dos

interfasesde unión entre heterodímerosa/¡3 (véanse1.2.2.2 de Introducción y 4.2.3 de

Resultados),por lo que se puedepensarque estosalelos de mono verde son capacesde

interaccionarmutuamenteparaformar dímerosde DR, siendoéstaotra pruebaa favor de su

tbncionalidad.

Tambiénseha vistoqueen el exón3 secodificanlos aminoácidosnecesariosparaquelos

alelos Ceae-DRBsean capacesde interactuarcon la molécula CDI (véanse 1.2.2.2 de

Introduccióny 4.2.4 de Resultados),quese encuentratambiénen la membranade la célula

presentadorade antígenosformandoun complejoconla moléculadel MHC.

Noobstante,en uno de losaletosdemonoverde(Ceae~DRB¡*07OJ)seha encontrado

sermaen la posición 82 (véase4.2.5 de Resultados)en vez de la habitualglutamina.Estudios

realizadosen ratones(Grifllth etal., 1.988)hanevidenciadoquela presenciade esteaminoácido
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en una proteinaDRB no impide su traducciónpero imposibilita o dificulta su transpone

intracelulardesdelas cisternasdel aparatode Golgi hastala membranacitoplasmática.

Sehavisto que los únicosalelos de primatesno humanoscon S82 seencuentranen el

locusDRB6 y son, probablemente,molécu¡asno presentadoras(Figueroaet al., 1.991)debido

a las modificacionesquepresentanrespectoa las secuenciascorrectamentetraducidasfGogo-

DRB6*0202 (un codónprematurode paro), Gogo~DRB6*O203(íd), Popy~DRB6*O2OI(un

aminoácidodelecionado)y Popy~DRB6*0202(un aminoácidodelecionadomás un codón

prematurode paro)].
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3.- Duplicacionesgenéticas

En estetrabajosedemuestralaexistenciade tresalelosde DRB1 en tresindividuos, lo

quesugierequeel genDRB1 puedeencontrarseduplicadoen algunoshaplotiposde monoverde

(tabla8). Enel monorhesus(Slierendregtetal., 1.994;Knappet al., 1.997),el tití pardo(Trtková

et al., 1.993) y en el prosimio Galago senegalensís(Figueroaet al., 1994) tambiénse han

observadoduplicacionesdeestegen.

De hecho, en los genesde los primates (no sólo en el mencionadoDRBl) las

duplicacionessonfenómenosobservadosconrelativafrecuencia(Kasaharaet al., 1 .997),tanto

en prosimios(hastaseis diferentescopiasde DRB3 y de DRB*w12 en varios individuosde

Oto/emurgarneltí; Figueroaet al., 1.994),comoen homínidos,talescomoPongopygmaeus

(duplicaciánde DRiB5; Schónbachet al., 1.993)y Pan troglodytes(duplicacióndel pseudogén

DRBÓ, Kenter et al., 1.992) y en Macaca rnuIaaa (duplicaciónde DRB6 y de DRB¾v6,

Slierendregtet al., 1.994;Knappet al., 1.997). Estosfenómenostambiénsehan observadoen

genesde clase1 (Mhc-B;Bontrop et al., 1.995).

El quehayatresindividuoscontrescopiasdel genDRiBI y no doscomo seríade esperar,

unapor cadagen DRIBI de cadacromosoma,puedeindicar que en algún momentode la

evolución, en los haplotipos “ancestrales”a los que representandichos individuos, se ha

producidounaduplicacióngenética,lo queharíaqueuno de suscromosomasfrieseportadorde

dosgenesDRBI.

Por lo tanto,el genMhc-DRBJparecehaberexperimentadoun procesogenéticoporel

cual se promuevesuexpansiónentoda la escalafilogenéticaqueseextiendedesdelos prosimios

hastalosmonosdel NuevoMundo y monosdel Viejo Mundo,mientrasque se ha estabilizadoen

el linaje conducenteahomínidos,puestoqueestaduplicaciónde DRB1 ya no seha observado

en los linajesconducentesapóngidos(orangután,gorilay chimpancé)ni enel propio serhumano.

Por otro lado, los tres individuos con duplicacionesde DRB1 llevan un alelo

probablementeno tbncional(Ceae-DRBI*0701) por tenerla presenciade sermaen la posición

82 (véase4.2.5 deResultados).Estealelono funcionalpodríaformarpartedel haplotipoquelleva

la duplicación(paracomprobarloserianecesariorealizarestudiosfamiliaresde los individuos

correspondientes)y podríanhabersucedido,aunqueno sesabeen qué ordencronológico,dos

mecanismos:
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a) la duplicacióndel genDRB 1;

b) la supuestainactivacióndeCeae~DRB1*070Jpor la mutaciónS82.

Pareceprobablequela selecciónnaturalestéactuandoen estaespecieconel objetivo de

emplazargenesDRBI duplicadossobreun mismocromosoma,uno funcionaly otro defectuoso.

Estemecanismopodríaservir paramantener,a nivel de cadaindividuo, un subconjunto

de moléculaspresentadorasbastantegrande,con el objetivo de interaccionarcon diferentes

péptidosantigénicos,pero no tan grandecomo parallegar a eliminar, duranteel procesode

selecciónnegativa,un alto númerodeclonescelularesTen el timo, lo quepodríadarJugara una

posteriorpérdidade ifincionalidaden el repertoriode los individuosadultosy, quizásaldesarrollo

de inmunodeticiencias(Bontropet al., 1.995).
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4.- Los alelos Ceae-DRBsiguenel modelo de evolución

transespecífico

La asignaciónalélicade las secuenciasde mono verde, obtenidatanto a travésde la

comparaciónde motivos como por la construcciónde dendrogramas(véanse2.1 y 2.3 de

Resultados),demuestraqueestosalelosM7zc-DRB,caracterizadosporprimeravez en estaespecie

animal,siguenel modelode la evolución transespecifica.

Cienosresiduosaminoácidosencontradosen Cercopíthecusaethiopstambiénse han

halladoenotrasespecies,no sólo de la familia Cercopithecidae,sinotambiénen monosplatirrinos

y hastaen prosimios,peseaquela edadde divergenciaestimadaconestosúltimos seestimaes

48 millonesde años.

Es muy improbablequeun mismomotivo aminoácidoaparezcaen secuenciasde especies

tanseparadaspormediodeun mecanismode convergencia.Posiblemente,estosaminoácidosya

existíanen los alelosancestralesde losorganismosantepasadosinmediatosdeprosimiosy de los

otros primates,y quesu importancia,tanto estructuralcomo fUncional es lo suficientemente

grandecomoparano haberexperimentadocambiosen losúltimos85 millones deafios, demanera

quehansido heredados,sin máscambios,por todasaquellasespeciesquehan evolucionadoa

partir de los antepasadoscomunesya mencionados.

En segundolugar, la inspecciónocular del árbol de distanciasgenéticas(figura 40)

muestraquehayalelosde diferentesespeciesde procedenciaque,no obstante,seagrupanjuntos

en un mismoracimo.Estoquieredecirque lo realmenteimportanteno es la especiede origende

esealelo sinosu homologíacon los quequedanagrupadosen su proximidad,y puestoqueen un

mismo racimo puedehaberalelosde especiesdivergentes,se puedepensarque la homología

subyacentequelas ha hechoagruparsejuntassedebeaque compartenun antecesorcomún,el

cual experimentóprocesosde duplicación,modificaciónnucleotídicay variacionestraduccionales

conducentesauna ciertadiversidad,peroconservandosiempreciertosrasgossecuencialesque

posibilitana las diferentesvariantesel agruparseen un mismo linaje, definible por esamisma

homología.

Porlasargumentacionesexpuestasseproponeel siguienteordencronológicodeaparición

de los residuosaminoacidicosen el segundoexónde los alelosDRB: haceal menos85 millones
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de añosyaestabanpresentestodosaquellosresiduosencontradosen secuenciasde prosimios,a

saber(K/Q)9, Vil, (A/H)13, Q25,(YIL)26, H30, 131,L37, Y40, 11.56,S60, FM, U4, 066,

T73, S82,R84y (V/G)86 (figura 43).

Posteriormente,entre 37 y 85 millones de años,apareceríanciertosaminoácidosno

presentesen prosimiosperosi, de maneracomúnen catarrinos,platirrinosy homínidos:D37 y

D38.

Tiempo despuésde producirsela escisiónentremonosdel Nuevo y del Viejo Mundo

(haceunos55 millonesde años),un antepasadocomúnal monoverdey al monorhesusadquirida

los aniinoácidosQil y A67, loscualesno seriantransmitidos,conposterioridad,a los homínidos,

los cualessí presentan,por el contrario, S74(visto en gorila ademásde en los cercopitécidos

mono verde, mono rhesusy babuino),por lo que es dable pensarqueeste aminoácidoes,

evolutivamente,algo másmodernoquelos dosreseñadosanteriormentey, asu vez,estaserma

puedeseralgo másantiguaqueK14 y N43, los cualessí hansido vistosen doshomínidostales

comoPanpaníscusy Pan troglodytes,ademásdeen monoverdepero,sorprendentemente,no

estánpresentesen ningunade lasextensasrecopilacionesalélicasdelexón2 de genes!vlhc-DRB

de Macacamulaita.
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5.- Ausenciade alelos recombinantes

Para ¡a generaciónde la diversidad en los loci del MHC se han postuladovarios

mecanismosmoleculares,entrelos queseencuentran:

a) las mutacionespuntuales;

b) Mutacionescomplejas;

c) el intercambiode secuenciascortaso motivos (denOminadopor algunosautores

conversioneso mícroconversionesgénicas);y

d) mecanismosrecombinatoriosquecombinanla porcióncodificantede la lámina 13 deun

alelo con la héliceade otroalelo (Gyllenstenet al., 1 .991a,b; Bergstrómy Gyllensten,

1.995).

Los alelosde mono verde de estetrabajo apuntana la existenciade las mutaciones

puntualesy al intercambiodesecuenciascortas;por ~jemplo: laúnicadiferenciaobservadaentre

los alelos Ceae~DRBJ*030Jy Ceae~J3RBJ*03O3(N cambia por S en el residuo 120,

AAC—+AGC) podría deberseaunamutaciónpuntual;y otro subgrupode secuenciasmuestraun

patróncaracterísticode motivoscompartidos,comoERiH en las posiciones28, 29 y 30 de Ceae-

DRB”w601,~1*0701, ~1*O702y ~J*07O3;o YLEQAJ&AA enlas posiciones67 á 74 de Ceae-

DRB¾vóOJ,~1*0701y -1-0702, consistenteconun aparenteintercambiodepequeñossegmentos

intra- o interlocus.

El cuartomecanismodelos mencionadosanteriormente(recombinacionesextensas)no

seha comprobadoen las secuenciasobtenidasen los monosverdes.Esto concuerdacon las

observacionesde otrosautoresen chimpancés(Kenteret al., 1.992),platirrinos(Trtková et al.,

1.993)y macacosrhesus(Slierendregta al., 1.994)y sugierenquelas recombinacionesextensas

contribuyende unaforma muy limitada o nula a la generaciónde la variabilidad de DRB. No

obstante,un númerosuperiorde alelosCeae-DRBpodríaayudara identificar y distinguir los

mecanismosgenéticospanicularesimplicadosen la generaciónde la diversidadde DRiB en los

monosverdes.
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t.- Se han obtenido, por primera vez, once secuencias de genes DRB de la especie

Cercopithecusaethiops(mono verde africano), con una longitud de 516nucleátidos,que
comprenden los exones de mayor polimorfismo (2 y 3).

2.- La comparación de motivos específicos y la construcción de dendrogramas

permiten la asignación inequívoca de las once secuencias a los linajes DRBt<w6 (una

secuencia) y DRB*w7 (dos secuencias) y a los loci DRB5 (una secuencia) y DRB1 (tres al

linaje *07’y cuatro al linaje *03).

3.- El número de alelos DRB encontrado en la especie es pequeño, limitándose a

pocos genes o linajes DRB de todos los conocidos en primates hasta el momento actual.

Esto podría reflejar que, descartando errores de muestreo, la especie ha sufrido en su

evolución un “cuello de botella” genético, o que tiene un alto grado de endogamia, o que

la selección ha favorecido a determinadas familias de aletos.

4.- Se han obtenido árboles filogenéticos con 56 secuencias de DRB de primates

de distintas especies (prosimios, monos del Nuevo Mundo, monos del Viejo Mundo y

póngidos), que incluyen las once secuencias obtenidas en el presente trabajo. La

topología de dichos dendrogramas no reproduce las relaciones filogenéticas de primates

aceptadas en la actualidad, sino que apoya el modelo de evolución transespecifica del

MHC. No obstante, no se puede descartar que la mayor similitud entre alelos de

distintas especies pueda deberse a fenómenos de convergencia.

5.- Las secuencias obtenidas sugieren que la diversidad de los genes DRB en la

especie C aethiops puede generarse por, al menos, dos mecanismos: mutaciones

puntuales e intercambio de motivos o secuencias cortas o conversión génica; y no ponen

de manifiesto mecanismos de recombinación de fragmentos extensos entre aletos.

6.- Las proteínas deducidas de las secuencias obtenidas cumplen criterios de

funcionalidad como moléculas presentadoras de antígenos puesto que:

a) Las secuencias se han obtenido a partir de ADNc y no presentan deleciones,

inserciones o codones de paro que supongan la inactivación de la proteína.
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b) El número de sustituciones sinónimas es inferior al de sustituciones no~—-

sinónimasen los Jugares de unión al péptido, mientras que fuera de dichos

sitios ocurre lo contrario.

c) Las posiciones 15 y 79 del dominio ¡31 llevan el aminoácido cisteina,

permitiendo que las proteínas adopten la adecuada conformación espacial.

d) Las proteínas presentan los aminoácidos glicina o valina en la posición 86 del

dominio »1, que son fundamentales para la estabilidad del heterodímero a/fr

e) Presentan los aminoácidos alanina, valina, treonina/serina, ácido glutámico y

arginina en las posiciones 49, 50, 51, 52 y 55 del dominio ¡31 respectivamente,

y lisina, histidina, histidina/arginina, leucina, valina, valina y ácido glutámico

en las posiciones 105, 111, 112, 114, 142, 143 y 162 del dominio 132

respectivamente, que posibilitan la formación de dímeros DR/DR.

O Presentan los aminoácidos glutamina, ácido glutámico, alanina, glicina y

valina en las posiciones 110, 137, 140, 141 y 142 del dominio ¡32

respectivamente, que forman la interfase de contacto de DR con la molécula

CD4.

7.- El alelo Ceae-DRBI ‘~O701 podría codificar para una molécula sin capacidad

funcional para la presentación antigénica, ya que lleva el aminoácido serma en la

posición 82 (582) que impide el transpofle intracelular y la expresión en superficie de

las moléculas DRB mnurinas, y que los únicos alelos humanos con 582 son las moléculas

DRB6, cuya función, probablemente, no sea la de presentar péptidos.

8.- En tres de los individuos analizados se han encontrado tres secuencias (en

cada uno) del gen DRBI, lo que significa que dicho gen está duplicado en algunos

haplotipos MHC de la especie estudiada. Los tres individuos con genes DRBI

duplicados llevan el alelo Ceae-DRBI *0 701, probablemente no funcional. Se discute el

significado del hallazgo como modelo de generación de polimorfismo a partir de

pseudogenes.
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The major histocompatíbilitycomplex 01113 genes code br the [3
chainsof proteinsthatpreseníantigenicpeptidesto CD4 T lympho-
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1)11131~0702)1,47988 (Cúací3118l 0302> U19286 (Ceoe-01181*0303). 1,47987
(Ce’ae-DRB’:í 701).L4 x 538 (Clin-! )liiR*u 702>. [.41539(Ceoe-011131*030.1).LlIS-ZO
(Ceoe-01181*0 703).
ihe contribution 1w Manuel Riísa!-Sánchezand EstelaPaz-Artal ¡5 egmíl níccí

dic orderof authorship a arbirrarv
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4 í>ongulae,catarrhiniandphítvrrini species<1).Suhsequently,new

1)1113 afieles havebeenreported(mm DNA sequet,cit,gstudies in

inacaques(2—6), baboons(3, 4). New World monkeys(7, 8) andprO-

simiat,s(4,9).Thegenetichaplotypestructurehasalsobeenstudied

it, manyapes;tIte numberof 1)1113genespa haplotype15 ¡lot COt,-

stant andshowsduplicationsanddeletiot,sduring evolution (10).

Assignation of a new primate 011/3 sequenceto a well~defined

orthologous1)1113genefrom other speciesis not alwaysa straight-

forwardtask; however,thefrequentslíaringob motifs amongalleles

correspondingto different primaw specieshasled [o [heir classifi-

cation it, lineages:sequencesfroní [hesanielineageclustertogether

wiíhit, an evolutive tree clade. An allelir lineageis composedof

sequencescoming bronxdifberet,tprimatespeciesthatshareadegree

of homology higher [han that bound (nr 01113 alleles belongingto

thesaínespecies.‘Phis is a charaderistieof class1 andclassII Mhc
polymorphisrn aud supportsthe transspeciesmodel of evolutioíí

(11). This hasbeenfurtherdemot,strateclhy [he fxnding ob [he same

Mhc-Ea!lelesit, two pairsob dibferentmonkeyspecies<12, 13). Sorne

01113 lineageswere establishedmorethan 85 t,íi!lion yearsago (9>.
Severa! mechanisnishave beenpostulatedit, order [o explain

MIzc po!ymorphismgeneration(point or complexmutations,recom-

binations. geneconversionsor segmentalexchanges)(14) and bor

maíntaining[bis polymorphism(xenobiotic.drivenselection,disas-

sortativemating, maternalbetalincompatihility,high mutationrate,

ancientneutral po]ymorphism)(15, 16). but their degreeob contri.

bution to [he observedvariability is controversia!.

The descriptionob [he DI? moleculecrystalíographicstructure

(17) allowed te identification of the putativeamino acid residues

which in:eractwith [he CD4 molecoleand~viíh[he antigenicpep

[ide. Hughesand Nei demonstrated[bat [he ratesof non-synony-

mous substitutionexceed[bat of synonymoussubstitution it, the

antigersrecognitionsite,whereasout of that region, the bormerwas

signiñcan[ly lower than [he la[ter (18). Theseresul[s suggestthat

[he high degreeof polymorphismat classII Mhc loci is main!y

causedby microorganism~drivenoverdomit,ant selectionQxetero.

zygoteadvantage)workinga[ the antigen-recognitionsite.

T líe contribution of [he presen[ paper[o tbe knowledgeof the

Mhc polymorphism jo primatesconsis[s ob the descriptionof 11

1)1113 exot,2 plus exon3 sequerícesit, Cercopithccusaethiops.Exon

2 sequencingallows [he identification of mos[ 1)1113 polvmorphic

varian[s. Iixon 3 codesbr severa¡essentialamino acid residues,

andplaysaninípor[an[ role it, DR/DR dinierbormationandiii inter-

actionswi[h [he ‘E-ce!! coreceptormoleculeCDI. DR/DR diníerfor-

mation migh[ provide [he initia! signnling bor T lyrnphocytesand

at,tígL-n-presentingcelís to triggercellular activation(17); CD4-class

II Ml-fC interactionsmodulate‘Pce!! sigua! transduc[ion (19—21)and

havea major role ni íntra[hymic ‘Pce!! selection(22). Theputative

structureob ihenhtainedsequencesis analyzedand buoctionalcon-

clusinns are drawn. Duplications,point mulations at,d shor[ seg

mentalexehangesareprobab!vpresentit, [he exro!utíonof the green

monkey01113 genes.

Material and niethods

Ape ceil Unes

Fifteen kidney ce!! hííes from [he speciesCercopitlwcus(lctlliops
(greenmonkey) were analvzed(Whi[aker, Walkersvi!le,MD). Thev

correspondto ñ(teenindividua!s without famuly links.

RNAisolation, cDNA synthesis and PCR

Total RNA ~vasextractedaspublishedelse~vhere(23). cI)NA ~vas

synthesizedwith the ReverseTranscriptinnSys[em (Promega,Ma~
dison, WI) following thetnanufacturer’srecommendations.01113ex-

ons2 and3 were PCR~amplifiedwith the primer DRh3-At,ip A brom

exon 2 (24) and the primer DRI3E-3 brom exon 3: 5’.

TGGCAGGTGTAAACCTCTC-3’- Priníer DRBE-3 xvas designed

taking into account the consensoshumaíí 1)111? seqoence(25); it

doesnot ampliby aparticularafieleor groupof afieles,bol al! tested

DR alleles(unpublishedobservations>.

Cloning and sequenclng

ECU productsxvere purified (Wizard PCR-I’reps l)NA Porifxcation

Sys[ent Promega, Madison, WI) and inserled it, [he pGIiM-T

plasmid vector (pGEM-T VectorSystems. [‘romega,Madison, WI).

Af[er cloning, recombit,an[ plasmids were isolated(mm positive

coloniesandpurified by vacuum-propelledminico!oníns(QIAwe!I-8

Plasmid Puribication Ki[, Hilden,Gerrnany). l)ouble-strat,dedDNA

ternp!aíes~veresequencedin bo[h directions~villxthepriníerscorre

sponding [o [he M13 sequencescontainedit, [he pCEM-’l’ vector.

Electrophoresisandanalysisof [he sequencedsat,íples~veredone

it, a Perkit, Elmer automatedDNA secloencer(FosterCitx% CA) as

previouslydescribed(23).

Dendrograms and synonymous/non-synonymous

substitution caleulations

‘Phe elevensequencesrepor[ed it, [his ~vork‘vele used(nr íhe con-

s[ruction of two dendrograms.Thefirst nnecoixtainedalsoprimate

1)1113, 1)4)8, and DPI) consensussequencesand was obinined by

te UI’GMA-CLUSTAL ¡ne[hod (PC Gene: lnte!Iigeneíics.Mnon[ain

542 Titeen Antigons 1998: 51: 541—548



Rosal-Sánchezel al: Mhc polymorphism in Cercopithecos aeth¡ops

1-Vg. 1. Exon2 denclrogranidepictingplxylogeneticrela[ionships
of dxcelevenCeae-DRBMieles reportedim this work. The irte was

cít,stroctedby [heNJBOOT method (setMaterial andrneíhods)wiíh se-
qoencesbronx [hecompilado:,ob OhUigin andcoworkers(1) toge[her wi[h
MapnuD118

5tú2101, MÚ,ñu,Ii)UR*2102, MarnuDRI3*w2001. anil Moma
I)RBIW702 (2). BoId tvpe charac[erscorrespond[o [henew Ceae-DRB

seqoences.Boots[rapping valuesareshowt,on [hebranchescorresponding
to Cene-OREaludes.Popo=1’aí paaiscus,Patrm Pon trogto,Iyfrs, Cogo~
Coral/a gorila, F’opy=I>ongc pyg’nacus,Ma,nat=Macocanaulalta, Aianc
Macaca nemestp-ina,Ceae~’Cercopithecusaetlñops.Como=Caliicetusnielará.

AoÉr=Aohes trívirgatus, Cojo=CoIlifh,-ix jarchas.Ceap=Cebuísapdla,
SrzscSoiíniri sci,írcus Saco=Saguinuscedipus.

prtblishedhy Slierendregt;índ coworkers(2). ‘Phe genc4icdistances

caaDRBJaasoI ivere calculatedby uheKimura two-pararnetermethod(27),

Synonymoósandnon-synonymoossobsti[u[ions were calcolated

by [he NAC prngram(28) basedon [heJokesat,d Cantor rnethod

(29).

Results and discussion

Assignat¡on of DRB ¡ccl or lineages

Confirmation tha[ the ejeven differen[ seqoences(‘Pable 1) corre--

spond[o 011/3 geneswasobtainedbecausethey closteredtogether

wi[h a 011/3consensossequenceit, a dendrogramconstrocíedwith
DRO, DQB, andDPI) exon 2 consensossequences(datano[ shnwn).

MaffM-DABÓ’O¡O¡ The assignmeníob alleles [o particular0118 loci or lineagesivas

done by [wo differcnt methodologies.‘Phe first orie consistsob the

sequencecomparisonw-ith seqoencesalreadypublishedandthe de-

tectionob locus-or lineage-specificmotifs. ‘Pheseassignationswere

corroboratedby a secondme[hod, which consistedob [heconstroc-
[ion nf a genetic distancedendrogram;it, [bis tree, [he obtained

Ceoe-’ exon 2seqoencesclosteredtogether~vithallelesof [hecorre-

s~e.au¡’oso spondinglocosnr lineage(Fig. 1» Anotber [ritewascons[rocted by

using [he parsirnony program DNAPARS (PHYL[P. 30) and it

showedessentially[hesanwbranch[opologyas [he ineighbor~den-

drogram(datanot shown).The neweleven MIeleswere namedac-

cording to [he nomenclatoreproposalof K]ein andco~vorkers(31),

Sevenallelescorresponded[o 011/32 (four [o [he ~03lineageand
[breeto [he ~O7lineage>;nne to 0/lBS;nnelo [he flkl3í~w6 lineage,

andtwo [o [tic DRB5w7lineage(Table It

Limited var¡ability and genet¡c duplicatlons

Vie~¾CA>. ‘Phe secnn(!dendrograínwasconstructedby thc neigh-

borjoining methnd (26) (Fig. 1> audit also coníalus45 exon 2 0813’i’able2 shn~vsíwn significaríl findings. First, [he spectrumof Ii)R13

seqoencesbroto [he compilation ob OhUigin and coworkers(1) (ir alíelesobtainedit, Cercopilbecusaethiopsis relatively li:t,ited. Al!

fi fl~S fil 1145

Ceat-DRrPVflU
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Mieles obtalned and nuniber of clones sequenced DRB alloles fornid It, cadi green monkey Individual

Number of clones
[fromtwo Dr niO<C POR>

7

30

12

18

4

6

I~1

6

24

14

5

theobtainedseqoencesbrnm [he1)118] genecorrespondnnly [o [he
*03 nr Ube *07 line-ages,al[hoogh [he last compilation ob primate

DROseqoencescnn[ains five 1)11/31 lineages(1). The fxndingof fnur

011/32~03allelesin greenmonkeyssuppnr[s [hefact that 011/31~03

isaveryexendedlineageamnngapes,sinceseveralrepresentatives

havehect, bnund it, al! the stodied primategroops(Pongidar, Oíd
and New World moukeys) and prnsimians. In contrast, [he

DROI *07 lineagewas nnly reportedin hvo chimpanzeeal¡e¡es

(Potr.1)11/3150701nod Patr~011B1*0702 (14)) andnne rhesosma-

caqoeMIele (Maínu~D11/31*0701 (2)); it, greenmonkey ‘ve haveob-

tained [hree addi[innal alleles: &ae.DRB1*0701, *0702 and
~O705Only one al¡ele hashect, ob[ained (Ceae~DR135*ol01)from

[heremaining011/3geneswhicharepostu¡ated[o beexpressed.No

ORBBox- 011/34 al¡eleshavebeenfnond it, [he grecamonkeysana-

lyzed bor [he presentwork. ‘PheprimateDRBcompilation alsocon-

[ajosmore [han fibteenDR/3*w lineagesand new ro ineageshave

sobseqoen[ly beendescribed(2—6); the Cercopithecusaetlziopsmdi-

vidoalsstudied by us show afielesfrorn only 011/3*206(m’601> and

5w7(/’w701 and Izo 702) lincages.McAdamandcnworkers(32) also
reporteda restrictednomberob lineagesho[h it, chimpanzeeand

bonobo: [hesespeciesexpressMito-A alleles related [o only nne

(HL4 Al, -AS,-A 11) nf [he siz homan HL4-A afiele bamilies. ‘Phis

¡imited al!e!ic repertoirecould reflec[ a geneticbnttleneck it, [he

evolotionof [heconcernedspecies,inbreeding,nr [ha[ selectionniay

havefavoreda particolarfamily of allelesalnng[heevolution.

‘Phe secondremarkableflnding is [he identificationob threemdi-

vidoals bearing[bree01113] alleleseach(‘Pable 2); this nieans[bat

[wocopiesob [heDEBí genemas’ bepresentit, somegriten monkey

Már haplo[ypes. Doplicatinosnf Mhc-B and -D1185 it, ní-angu[ans,

-011/36 it, chi¡npanzees,-1)l?B6 and -DRfiw6 it, rhesusniacaques.

Individual

Ve-1

Ve-2

Ve-3

VO-4

VeS

Ve-6

Ve-7

VeS

Ve-SO

Ve-li

Ve-12

MIeles [ceae-0PB>

10302. 1*0702. ‘vígOl. wlOl, *w702

5*0101
5~0101,
5*0101

5’0101

5*0101

320301.

320301,

1’0301,

‘w702

320703.*~7()~

320701

1’0302. 1 0701, wgOl, ~w101

1*0303.320701.$y7[)~

Vn-lS ‘w702

Ve-14 10301,320303

Ve-lS 320304,320701.1’0703. wGOí

Ve-16 320301
Indíviduale e-Ib DRO gene duphications ere underlíned.

Table2

and -011/33 it, a prosimianhavealso beenreported(somniarizedit,

reberence10). 0118] genedop!ica[inns havebeenreportedit, rhesus

macaque(2, 6), doskv ri[i (33) and[he prosimnianGalago senegalensis

(9) andin [breegriten mnnkeyss[udied it, [bis work. In conclusion,

[he Mlzc-01182 locos seenis[o be expandingit, haplo[ypes frnm

Oid and New World mnnkeysand prosimians:[hisis probablvdue

[o a freqtíeíít occorrenceob unequal crossing-ovcrs.In con[ras[,
011/31 mas’ have reachedgenc[ic stability it, [he lincageleading[o

Pongidee(orangotan,gorilla, and chimpanzee)aíid huíínans.since

no more[han nne011/31 geneper hapln[ype hasbeendescribedit,

[hesespecies.

Evolutlonary mechanisms

Severalmolecularmechauismshavebeenpostolatedbor [he genel-

ation of geneticdiversity ar[he ¡[-¡he mci incloding: 1) pnin[ mo[a-

[jons, 2) complez mo[atinns, 3) exchangcob short sequencemntifs

acrossdic gene, and 4> exíensive ecombinationcven[s. coníbining

varian[s ob [he 3-shee[ ob nne afiele wi[h that nf varian[s ob [hecx

helix of anotherallele(34. 35). ‘Phe Ceoe-011/3allelesboond it, [his

work provide evidencebor the occorrenceof [he fi-st :índ [he [bird

mechanisrns,btu a microgeneconversionmas’ no[ be discarded;a

point ínutation coold be í-esponsiblebr [he oniqoediflerenceob-

servedarnongCeae-l)RBI~0302and Ceoe-DRBI*0%13 afieles:as-

paragineand sermerespectiveis’appearat residue120 (AAC—~ACC)

Sequcoce

ceací

ceae-2

Oeae-3

ccae-4
OcaeS

Oeae-6

Oeae-7

Oeae-9

cean-lo

Oeae-13

Oeae-17

ToMe 1

AlleIic eseigrietion

ceae~DRo*w601

cene-ORoS*01(31

ccaeon81*0701

ceoe-oRal*030:

ceaeDRBI*0702

Ceoe~DRB1*0302

Ceae~DROi*0303

Oeae-ORBw701

ceae~DR8w*702

cnoe-0R21 kQ3Q4

Ceae~ORB1*0 7(33
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a-AA CACa-ACACC aa- teA C~tA mCc

A c

Ion- AAcAACCAAia 1— TcA~

vna.--a APA

tic nc con, AAC ALiO CAO CALi ALiO AtT Afl hA vinO ?ÓC Aa-Li era Lila-

e A

Ato CAe ACO TIC IOT

LRAA-onjLi --A A

AGAcACLiALin lnrOAASOrTffta-TAALAUC

o O

COnAn A.CACAAtCCAa-C TrAcASAL Can ~AA(fl-L- A a-O<t—~ Aa

Mg. 2. Exom 2 asid 3 Ceoe-Dm)nucleotidesequencesobtaimed¡u
the presemtwork. Exon2 seqoencesarealigned [o dic DPI) consensos
seqoencebronx [henonhomanprimateDRB compilation fi). Exon3 se-

(PÁgs. 2 and3) O[her subgroupsof seqoencesshoxva charactermstic

pat[ern ob sharedmo[ifs: borexampleERH al posmtmons28, 29, aud

30 ob C~eaeDR/3*w601,1*0701,1*0702 and ¡*0703; nr YLEQA-

RAA it, pnsi[ions 67—74 of CeaeDRB*wÓOI.1*0701, and ¡*0702

(Fig. 3): this ms consistent ‘vi[h apparentintra- nr intexIocosex-

changesnf shor[ segrnents.‘Pbe fourtb mechanisní(extensivere-

combination even[s> hasant beenobsez-ved it, [he seqoencesob-

tained broní [be greenmonkeysstodied for [bis xvork; [be lack of

[bis kind ob recombinationeventsagreeswith ntbers’observatinas

on chimpanzees(14), pla[yrrhine primates (33) and rbesosma-

caqoes(2> sugges[ing [bat extensiverecombinationhas a limited

nr noíi con[ribotion [o the generationof DR!) varinbility Neverthe-

less.a highernomberof ~eae-DR/3sequeíícesmigbt be necessars’

[o iden:ify aííd dis[inguish [he particular geneticmecban!smsím-

que:xcesarealignedto Ceoe-DPI)] 0301.Irlen¡i[s’ ob nocleotidesis repre-
seníedby ahyphen.

severa!Oxte-DPI)sequerwesarenioresimilarto dibberen species’nr-

[bolognosseqoences[han[oo[ber ~cac-DROalleIe& also,alleles[mm

differentprimatespeciesgmouptogetberit, nearbraíícbes.Itt addition.

DPI) afielesbí-om gícenmonkeyssbareseveíalamino acid residoes

w-itb tbnsefroní otherprimates.Tbis cnoldbe doc in thegeneration

of [he1)11 diversi[y it, cnmmot,ancestorsbatalso[o convergen[ evol-

odon.I-lowever, certain amino acids(onderhned.PÁg. 3) areexcios-

ivels’ bound it, greenmnnkes’sandnoneob [bese(boid face.PÁg 3) are

placeda[ tbe peptidebindingregion(PB!?) positinns;thostbey do not
seem[oexer[ any infloencein [beselectionob peptidespresentedby

[be &rcopi/hecusaethiopsDRI) molecules.A so, [be species-specibic

residuesappearit, greenmonkes’1)11/3 ínnlecolepositionswbicb do

not correspond[o [he ‘Pce]! receptorcontact regionnr [o regions

stabilizing1)11/DR contac[s (17).

plied it, [be genel-ationof /)11/3 diversiíy it, greenmonkeys.

Ceae-DRB alleles show a furíct¡onal-presenting molecule
Trans-specles asid specles-spec¡f¡c signais structure

‘Eñe dendmngramit, Fig. 1 supports[be notion thai Corcopitlzecusoc-

thiops 1)111?allelesbollow [be trans-speciestunde!ob evoltítion,sínce

‘Ube CoacOROallelesseqoencedbor [bis work havebeencharacwr-

zed frnm cI)NA and [bey do not presentdeletions,inser[ions nr

TisncaC Aa-dignas igoS: 51: 54—542
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Fig. 3. Predictedaminoacid seqtiencesof [he II Ceoe-DPI)al-
leles identified in [his ~vork.Iden[i[v En [heconsensosis represenledby
ahnphen,dibferet,cesarerepresentedby Single-le[er sobs[itu[ions- Species-
specificresiduesaretxt,derlined. PB!? residoesare it, bold face.

stnpcodnnstba[ could preven[ líe [ransla[inííinto normalpro[eins.
Also, [heCeoe-D11I)al¡elennn-synons’ííious/ss’nons’moussubstitotinn

ratio (d
91/d5~is bigger[han 1 for [be 113!?codons,wbile thecnntrars’

bolds[roe for [be noxí-PBR resi&íes(‘Pable3). l-Iigh dN/ds ratiosat

PB!? sitessoggesttbatpositiveselectionis workinga[ hese sites [o

pronsotevariability (18>, andareconsistet,[ with normalís’expressed

genesandprnteinswi[h antigen-presentingbunctinxí(36).

Certain DR-[3 chain residoesare iíxxpnrtant bor [he correctstruc-

[ore aííd bonctiot,of [be 1)11 molecole (17); sorneof [liosobavebeen
revísedit, order [o bortbers[rengtben [be fact [bat [be new Cooe-

1)118aflojesí-epo¡-ted it, this work codo Inc pmteinscapableob pro-

seíítingan[igenic poptides.It hashect, observed[bat al! [be &oe-

1)118 seqoencespresentcysteinesat botb residue15 and79, whicb

are neodedfor [hecorrec[ folding ob [bemolecule(37). Residoe86

iníluences[be natoreand!engthob [be presontedpeptidesandcon-

[mIs [be stability ob tbe viii dimer (38, 39>. HLA-DRB bears it,-

variab¡y either glycine nr valino a[ residuo 86 at,d, according [o

someauthnrs,tbis strict doalits’ is exclusivebor Horno sapicosand

is mt foond it, otherprimatessiudied(10). Surprisingls’, tbisdicbo[-

onís’ hasbeenobservodalso it, [be Ceoe-OROafielespresentedin

[bis wnrk. Nevertboless,maus’ o[ber primatespeciessbowdifferent

amino acidsnr more extensivovariabilits’ at [bat position in spite

ob [he sm-all saíííple nf allelescharactorixed:at position 86. 9 Como-

DRIl? allelesprosen[ gls’cine, y-dIme, serme(Ir leocine; 8 f’opv-0PO

allelesand 6 Aotm—I)ROafielespresentvaline.gls’cine nr pbonylala-

nine; 6 Ceap-I)RI)afieles presentglvcine nr serme; 11 Sose-DRO

afielesprosen[ pbens’la!anine,letícino. argiííineand serme. It, con-

closion,[bedoalits’ glvcino/va]ineseemsío provide sbort’and long

peptide binding sites [o groen mnííku-s’salso(¡): [he bomanspeci-

ficity ob [bat níecbanism(10) mas’ be qoestionedaccording[o [he

data ob[ained bron Ce-cnpitlwcusacthiops, al[bough more alletes

needto be seqoencedUn confirní [bis observation.

DR) crystaí!izesasadimer(al ihe cx/I¡ belerodimer(¡7) aííd cer-
tain [3-chainresiduosare involved in [he l~)R/DR interactiot,s.‘Pbe

ñrst interfacecomprisesamiCmo acids at pnsitions 49, 50, 51, 52.

asid 55, wbich areextremeis’conservediii htxníans(alanine,valine.

[brennine,glotamic acid. andaí-giííine respectiveis’);tbe sameamino

acidsbayo beenbound a[ be correspnndingposi[ions of &ae-DPI)

alleles,excep[ for position 51, wbicb is occopiedby serme(instead

ob tbrennine) it, severalallelos (Ceoe.1)RO.I*0701,*0 702, *0703

*0301, *0302, 0303, and*0304). Botb aminoacids,tbreoííineand

serme,al-e polar ííeutralaíídsermeis presen[ iii severa!gorilia, dril!.

rbosusmacaqoo,andpigtail macaqtío1)/lB alleles(1). Also, two salt

bondsfrom glutamic acid [352it, nneDR inolecule to arginine~55

it, [be o[líer molocoleareconservediii alt [be human011 alleles;[be

elevenCeoe-O/lI)allelesinvariabis’ presentthe sanieamino acidsa[

he respectiveposi[ions. ‘Phe secoadDR/DR mníerfaceof 3-chain

residuosis formedby amino acidsat positinns 105, 111, 112, 114,

142, 143, and 162. ‘Pbree of them (bistidiííe-11 1, bistidine-112,and

glu[aniic acid-I62~ interactwith residoesnf rbe other DR molecole

a2doníain in order[o originahe[breesalt bot,ds.‘Pbesesevenamino

acidsare very conservodit, bumaíís and [be onís’ positions witb

sligb[ variability are105, 111, and 112. whicbare occupiedalwas’s

bs’ polar positive amino aci(ls: arginine. lysiííe nr bistidiííe. ‘Phis

aminoacid pa[er[1 observedit, [he humanDR/DR secot,dinterfaco

is algo boond in [he groenníonkey1)1113afieles.

Anntbor burictional role ob [be DRO moloculesis [be interaction

witb dxc T?cel> coí-ecep[nr maleculeCD4. Peptide binditxg studies
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TabEe3Nucleotide substitutlon pattern In DRB

PER [t,=48)n Non-POR n~l
9Sl~

dN

0s dN

Ceae-DRB’w6 VS Oene-DRB 820±657 52.6±16.5 112±5.21 593±203

Ceae-0R85 vs Coao-0RB 119±11.7 762±22.9 160±6.43 611±209

ceae-ORBIvsCeae-0RB 130±10.2 548±16.7 812±415 529±184

ceae.0R8Aw7 vs Ceae-OP8 277±19.0 688±20.4 8.68±4.49 671±2.17

Mean ntnmbers eno siendere errora ere enorensed en percentages al nyraDr,lnnaouS nubstitijvions pv’ nynDnymDus site (0e> erad r,~n
slnrnanymOut eubetitutiovrs por norT-nyTcnymDeA vito IOn>.
o: PRR—peptide b¡ndir,g regiave. codann 9. 11, 13. 28. 30, 37, 38. 57, 61. 67. 70. 7174. 78, 82, 86
a: non-PBR=Codorn 91; 89, eneluding tl,a PSR codons

baye identified a regiolí at [be [32do,ííait, (residuos134—148) thaI

is responsiblobr tbat intemaction go). Tbis agíceswitb mo[atinn

experimentsin ninose,wbich bavesbnwntbat [be [32-domainresí-

doesinvolved iii [be DR/C04recognitionare110. 137, 140, 141,and

142 (41). Tbe animo acids bound at [besouve positions are also

consorvedit, [be Ceoe-I)R/3ahojes; [he sanie at,íiíío acids can be

found in íííans’ functioííaíboman1)11/3 alleles(40).

In conclosion,[he structuralresidoesinvestigatedit, Ceoe-DRO

alleles seem [o be conservodenoogh [o alínw potative DR/DR

dimerizatiot, and binding [o CD4 moleculos. ‘Phíese aud o[her

cbaracteristicsnientionedaboye(no deledoas,insertint,snr stopen-
donsanddN/ds>1 it, PB!? sites) soggesttbaí tbo DRO alloles ob-

tainedfroní [be greenmonkey in [bis xvork are bunctional. Ceoe-

01181*0701 might be an exception, since it coíítains serme(5) at

position 82 iíístead of asparagine,and it hasbeendescribed[bat

[be presenceof S82 it, niurixie DRB moleculesimpairs bnth [be lii-

tracollolar [íansport of thío protoin andits expression(42). Tbo onís’

íionbomanprima[e alleleswitb sermeal posm[iníi 82 correspoííd[o

[be probabís’ non-prosoníiíig011/36 molecules(Gogo.DRI)6*0202,

Gogn.DRI)6*020.3,Popy.011B6*0201,and Pnpy- 011136*0202) (1).
lnterestingíy, [be [bree groenmonkes’s sbnwing duplicatedD/l/31
genesbear the S82-pnsitivealbIo (~eoe.DROl*070i). Altbough it

ís difficult to establisbwbicb of tbe twn bnllowing eventsaroseIn

tbe first place: 1) a 1)11131 genedoplica[iníí. nr 2) a putativeinacti-

vationob [be Ceoe-ORín*0701 albIo 1w meansnf [be582 mutation,

selectivoforces might be working [o pu[ dííplicatedand defective

DRB1 genestogetberja [hesamebap!o[ypo. ‘Phis wou]d níaintain,

al dio individual level, a subset of presentingmoleculos largo

ennogb[o doal with different antigenicpoptides.but not asexcess-
íve as [o delete a nomber of ‘P-ceII clones in tbe ths’mus whicb

woold originatea fuxictioríal bole it, [be repertoire(10).
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