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L- INTRODUCCION



.- COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPA-
TIBILIDAD (MHC)

1.1.- Definicion de MHC

E} Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, Major Histocompatibility
Complex) es un conjunto de genes, en su mayoria altamente polimérficos, cuyos productos se
expresan en la superficie de una gran variedad de células v que son responsables, entre otros,
de la llamada respuesta inmune adaptativa. Se asume que todas las especies de vertebrados
poseen un MHC (Klein, 1.986; Humphreys y Reinherz, 1.994).

EFMHC fue descubierto en la década de los 50 a raiz del trasplante de un tejido de un
individuo-a otro. Dicho sistema codifica unas proteinas denc;mi-nadas--‘ "antigenos- MHC",
responsables del rechazo o aceptacién de un trasplante, aunque no es ésta la funcion
primordial de estas moléculas, sino la presentacion de antigenos, para la respuésta inmune
especifica, mediada por los linfocitos T (Brodsky et al., 1.996).

Las moléculas MHC actian como antigenos, al igual que las de agentes extrafios
patogenos (virus o bacterias), estimulando a los linfocitos del receptor. Estos antigenos o
moléculas de superficie celular determinan, de esta manera, si un tejido es compatible o no en
el Ambito inmunolégico, puesto que, en el segundo caso, pueden llegar a producir una rapida
destruccidén y rechazo del tejido injertado, siendo ésta la causa por la que se les ha dado la
denominacion de Antigenos Principales de Histocompatibilidad (Klein, 1.990).

Ademas del MHC existen otros genes cuyos productos pueden actt{ar como antigenos
de- histocompatibilidad, si bien mucho més débiles, y que sc engloban bajo la denominacién
comtin de antigenos menores de histocompatibilidad, de los que los mas conocidos son el
sistema Hh (histocompatibilidad hematopoyética) y €l locus denominado Mls (Minor
ftymphocyte stimulant; locus menor estimulante de los linfocitos).

Los genes MHC son muy polimérficos. Cada gen puede presentarse bajo la forma de
diversos alelos, cuyos productos difieren por su capacidad para unirse a y presentar con
distinta eficacia diferentes antigenos proteicos (Amaiz-Villena, 1.993). Cada individuo puede
tener dos alelos diferentes para cada gen MHC, los cuales se expresan codominantemente vy,

ak igual que la mayoria de los genes, se heredan segun un patrén mendeliano.
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La forma en que estos genes influyen en la respuesta inmune queda determinada por
la: modulacién del repertorio de células T maduras realizada por el mismo MHC, por le que €l
sistema inmunitario es capaz de distinguir entre lo "propio" (las células y tejidos de su
organismo), lo "no propio” (patégenos) y lo "propio alterado” (tumores).

Tres son las caracteristicas fundamentales del MHC:

t.- Es poligénico: estd constituido por varios genes.

2.~ Es polimérfico: cada locus puede presentar multitud de formas alélicas diferentes,
lo.que implica que la mayoria de la poblacion es heterocigota para cada gen de este sistema.

3.- Presenta desequilibrio de ligamiento: diferentes alelos de distintos genes estan en
un mismo cromosoma con una frecuencia mayor a la tedricamente esperada por una

combinacion aleatoria.

1:2.- Complejo Principal de Histocompatibilidad en humanos:
sistema HLA

En la especic humana el MHC recibe el nombre de sistema HLA (Human Leucocyte
Antigen, o Antigeno Leucocitario Humano). Se localiza en un segmento cromosdémico de
aproximadamente 4 millones de pares de bases de longitud (4 ¢M), que contiene, al menos
200 genes, pseudogenes y genes truncados (Campbell y Trowsdale, 1.993; Newell et al,,
1.994; Campbell y Trowsdale, 1.997) y que se ubica en el brazo corto del cromosoma 6, en la
parte distal de la banda 6p21.3 (Lamm et al., 1.974; Ferrando et al., 1.981; Senger et al,,
1.993). El conjunto de genes del MHC se ha dividido en 3 grandes 4reas, atendiendo al origen
genético y funcionalidad bioldgica de sus productos proteicos (Klein, 1.977; Klein, 1.990;
Brostoff y Howell, 1.991; Trowsdale et al., 1.991; Trowsdale, 1.995).

El'papel principal de los genes HLA en la respuesta inmune frente a antigenos fue
postulado en 1.970 cuando se demostrd que los linfocitos T especificos de antigeno no
réconocian antigenos libres 0 en forma soluble, sino que reconocian fragmentos de las
proteinas antigénicas que se unfan de manera no covalente a las moléculas de HLA. Puesto
gue las moléculas HLA estan asociadas a la membrana, los linfocitos T solo pueden
reconocer a los antigenos extrafios si éstos estan unidos a la superficie de las células
portadoras de HLA. Esta limitacién en el proceso de reconocimiento, por parte de los

linfocitos T, es lo que se conoce como restriccion por et MHC.
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La asociacion del antigeno con segun qué molécula HLA determina qué subpoblacidon
finfocitarta T va a ser activada. Asi, los antigenos unidos a las moléculas HLA de clase 1
estimulan a los linfocitos T CD8+, mientras que los unidos a las moléculas HLA de clase I
estimulan a los linfocitos T CD4+,

Las moléculas de HLA de las clases 1 y II representan entidades estructurales
semejantes; es decir, aunque existen multiples genes de ambas clases dentro del MHC, todos
sus productos tienen globalmente la misma estructura. En cambio, la region de clase III
contiene un cumulo bien diverso de mas de 40 genes cuyos productos génicos muestran
heterogeneidad estructural, ademas de que carecen, a diferencia de los productos de las clases
Fy 11, de la funcién estimuladora de linfocitos T.

La aplicacién de técnicas de genética molecular ha permitido determinar la
organizacion fisica de los loci del complejo HLA. El mapa mas completo y reciente se ha
publicado en 1.997 (figura 1; Campbell y Trowsdale, 1.997) y en él se han localizado y
caracterizado, desde el centrémero hasta el telémero del cromosoma 6, al menos 209 loci que

corresponden a genes, pseudogenes y fragmentos génicos de las regiones de clases II, IIl y I.

1.2.1.- Antigenos de clase I del sistema HLA

1.2.1.1.- Estructura molecular

La estructura basica de las moléculas MHC de clase I ha sido bien establecida desde
ta publicacién de la primera estructura cristalina de una molécula de HLA-A2 (Bjorkman et
al., 1.987; Saper et al., 1.991). Dicha estructura comprende una cadena pesada glicosilada (a,
de 45 Kd) asociada de manera no covalente con la microglobulina B2, un polipéptido de 12
Kd codificado en el cromosoma 15 en el ser humano (Ploegh et al.,, 1,981; ver figura 2). La
cadena a consta de tres dominios extracelulares [denominados al (N-terminal), a2 y a3],
una region transmembrana y una cola citoplasmica. Cada dominio extracelular comprende
unos 90 amino4cidos aproximadamente y toda la region extracelular puede escindirse bajo la
accibn proteolitica de la enzima papaina. Los dominios consta de tres dominios extracelulares
[denominados ol (N-terminal), a2 y a3], una regiéon transmembrana y una cola citoplasmica.
Cada dominio extracelular comprende unos 90 aminodcidos aproximadamente y toda la
region extracelular puede escindirse bajo la accidn proteolitica de la enzima papaina. Los

dominios a2 y a3 tienen, ambos, enlaces disulfuro intracadena que engloban asas de 63 y 86
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Figura 1.- Mapa genético del Complejo Principal de Histocompatibilidad. Este mapa muestra en detalle, y a
escals, los distintos luci enconirados en las diferentes regiones del sistema HLA, tanto de los genes implicados en la
codificacion de estructuras directaments relacicnadas con el reconocimiento antigénica (HLA de clases | y I}, como de
olras que no o estan, tales como HLA de clase Il y proteinas que, estando fisicamente situados sus genes en la regién de
clase ||, tampoeo intervienen en e reconocimientn antigénico (TAP-1, TAP-2, genes del proteasomal. E1 C2, el G4, el C48
y &l factor B son proteinas del Complemento: |a Hsp-70 &5 una proteina del choque temica; Ia linfotoxing (LT), 1a linfotoxina
[ {LT-]3) v ef factor de necrosis tumaral [TNF) son citoquinas.
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aminodcidos, respectivamente. El dominio a3 ¢s homdlogo a los dominivs constantes de las
inmunoglobulinas. La porcion extracelular (a nivel del dominio «2) de la cadena pesada de
clase 1 se halla glicosilada, el grado de esla glicosilacion depende de la especie y del
haplotipo. La region transmembrana, de 25 aminoacidos, predominantemente hidrofdbicos,
atraviesa la bicapa lipidica, probablemente bajo la forma de una hélice alfa. El dominio
citoplasmatico, hidrofilico, de unos 3040 residuos de longitud, puede fosfonilarse i vive, La
microglobulina 32 (f2m) tiene la estructura de un dominio constante inmunoglobulinico y no

esta anclada a la membrana celular,

Figura 2.- Representacion esquematica de
un antigeno de histocompatibllidad de clase |. Son de
estructura  glicoproteica  (CHO:  cadena  de
carbohidratos) vy se encusntran acoplados a la
membrana externa de todas las células nucleadas del
arganisma. Constan de una cadena de mayor tamafio
(cadena pesada), que por un exlremo se introduce en
la membrana celular y que posee tres dominios
exfracitoplasmaticos (cel, 2, ), dos de |03 cuales
estan unidas por puentes disulffuro (S-3). La ofra
cadena es de menar tamafo y comesponde a |a bata-2
micreglobuling (f2m),

Membrana § celular

Las estructuras tndimensionales de la porcion extracelular (dominios al, o2, a3 ¥
B2m) de varias moléculas humanas de clase | se han dilucidado mediante difraccion con
rayos X (figura 3). Como se habia predicho, los dominios @3 v B2m poseen pliegues de tipo
mmunoglobulinico, aungue interaccionan de un modo que no se observa entre los pares de
dominios constantes de los anticuerpos: la molécula B2m se sitia en un dngulo bajo los
domimios ol v o

El dominio &3 y la P2m presentan secuencias relativamente conservadas a lo largo de
la filogenia v de gran homologia con los dominios constantes de las moléculas de
inmunoglobulinas (Srivastava ¢t al., 1.985), por lo que se les incluye dentro de 1a llamada

superfamilia Ig. Los dominios ] v o2 son los que exhuben la mayor parte del polimorfismo
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de secucncia hallado en estos antigenos HLLA de clase | (Parham, 1.988; Parham et al., 1.988)

e

y. a diferencia de lo dicho para el dominio o3, no presentan secuencias homélogas

significativas con las repiones constantes o variables de las inmunoglobulinas,

Figura 3.- Patrén de plegamiento
de los polipéptidos de una molécula de
clase | del MHC. Se muestra una vista
supenor. Las flechas representan polipéplidos
plegados en hoja [3, las espirales =on
polipéptidos plegados en hélice o« y los
pequefios  circulos  rojos  son enlaces
disulfurg,

El dominio 3 y la cadena de microglobulina estan mds proximos a la membrana de la
célula, mientras que ol v o2 son mas externos. A su vez, las estructuras alfa helicoidales de
el v a2 son las zonas mas alejadas de la membrana. Los dominios o3 y B2-microglobulina
son dos estructuras beta laminares enfrentadas, teniendo la primera de ellas cuatro segmentos
beta y la segunda, tres, estabilizadas cada una por un puente disulfuro, tal como también ha
sido visto en los dominios constantes de las inmunoglobulinas. Las porciones ¢] v o2 estin
formadas por una estructura beta antiparalela v una hélice alfa. En ¢:2 se encuentra un puente
disulfuro que une la cadena termunal 3-NH2 v su hélice alfa mas larga. T.as dos estructuras en
lamina beta de al v o2 forman un conjunto tnico de & cadenas v, por cncima de él, y
paralelas entre ellas, estan las dos estructuras en hélice alfa. Del aminodcido 86 (asparagina)
de la cadena pesada cuelga una ramificacion oligosacaridica que marca ¢l limite entre los
dominios ctl y @2, Entre las dos hélices alfa largas de ol y a2 aparece una hendidura cuyo
tondo esta formado por las laminas beta. Sus dimensiones estan en consonancia con las de un
lugar de unién para un péptide pequefio procedente de un antigeno extrafio procesado
(Bjorkman, 1.997). Las proteinas HI.A de clasc I necesitan el ensamblaje intracitoplasmatico
con el péptido exdgeno procesado v la [i2-microglobulina para madurar v ser expresadas en la

superficie celular (Monaco y McDevitt, |1 982)
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La vanabilidad de las moléculas de clase 1 se traduce en cambios topolégicos en los
sitios de unidn al péptido. Cada uno de estos sitios, en forma de valva (o Peptide-Binding
Groove), tiene una serie de depresiones denominadas "peptide-binding pockets” o bolsillos.
Los péptidos unidos a la valva pueden acomodar una o més cadenas laterales aminoacidicas

en estos bolsillos.
1.2.1.2.- Regidn codificadora

La region de genes de histocompatibilidad de clase I ocupa aproximadamente 2.000
Kpb (figura 1) y abarca unos seis subgrupos de genes cuya nomenclatura se relaciona con el
orden cronolégico de su descripcion, estructura, funcionalidad y patron de expresion celular
(Lawlor et al., 1.990). Sus genes son de los mas polimérficos que se han encontrado en la
Naturaleza (Parham, 1.989).

La regién de clase [ humana contiene, entre otros, tres loci, denominados HLA-A,
HLA-B y HLA-C, que codifican los principales antigenos de clase I cldsicos (o Ia; figura
4), y dentro del sistema HLA fueron los primeros en conocerse.

En la figura 5 se representa un gen de la cadena pesada de uno de estos antigenos y su
organizacién en exones e intrones, junto con las secuencias reguladoras conocidas. Son un
total de ocho exones (Malissen et al., 1.982), de los que el primero codifica para un péptido
lider de 24 aminodcidos, los exones 2, 3 y 4 codifican para los tres dominios extracelulares
al, o2 y a3 (Malissen et al., 1.982), mientras que el dominio hidrofobico transmembrana es
codificado por el ex6n 5. El dominio intracitoplasmatico se codifica por los exones 6, 7 y 8
en los antigenos HLA-A2, -A3, -A24 y -Cw3, y por los exones 6 y 7 en los alelos
pertenecientes al locus HLLA-B, en los que el octavo exén codifica sélo para la region 3'UT
(UnTranslated; No Traducida). _

El analisis comparativo de todas las secuencias conocidas de clase I permite la
diferenciacion de "zonas variables” y de "zonas homdlogas”. Hasta el 80% de los cambios de
bases dentro de las primeras origina cambios aminoacidicos, mientras que sélo lo hacen ¢l
35% en las segundas, aun cuando la frecuencia de mutaciones es similar en ambas zonas
(Srivastava et al., 1.985). Se ha constatado que los exones 2° y 3° son los més polimérficos, lo
cual es [ogico si se considera que son los que codifican los dominios al y a2, que, por ser los
que conforman la hendidura de unién al antigeno, estdn sujetos a gran variabilidad. En

cambio, el 4° exon, codificador de! dominio a3 (no implicado en el reconocimiento antigéni-
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Figura 4.- En la mitad izquisrda de ests figura s¢ musstra fa disposicidn da los genes dentro del HLA de clase |
{desde unas 2.000 hasta 4.000 Kpb del inicic de |a regién MHC). Ademas de los genas que cadifican los antiganos clasicos
0 de trasplante (HLA-A, HLA-B y HLA-Cw, en verde), se han identificado otros diversos genes semejantes en estructura a
s de clase |, y que son los antigenos de clase | no clasicos (HLA-E, HLA-F y HLA-G, en amarillo; véase 1.2.1.3). Enesta
region también se han idenfificado pseudogenss (HLA-H, HLA-J, HLA-K y HLA-L, en rojo; véase 1.2.1.4) ademas de genes
truncades, cuya denominacidn no es Iteral sino numérnica (en gris). La region de clase Il humana (mitad derecha de la
figura) esta situada en el extremo cenfroménco de la region MHC [enfre, aproximadamente, el Inicio de ésta y 1.000 Kpb
después), indicandose los genes expresados (en verde) v los pseudogenes (en rojo). Las dreas en amarillo indican los
genes para los que no se ha encontrade un producto proteinico, pero que, en base a sU SecUeNcia génica, No parecen ser
pseudogenes. C: extremo centroménico; T extremo telomerco; los paréntesis indican entre qué posiciones (en miles de
pares de bases) da la region MHC se ubican
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co), cs ¢l que presenta la secuencia nucleotidica mas conservada entre los grandes exones

(Srivastava et al., 1.985),

Porcidn
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Flgura 5.- Estructura exdn-intrén y secuencias reguladoras de la transcripcién de un gen de cadena
pesada del MHC de clase |. Los rectangulos representan las porciones exdnicas o las secuencias reguladoras, mientras
que los intrones han sido representades por una linea entre los rectangulos. Las secuencias situadas en el exlrama 5 son
requladoras (vkase 1.2.1.5). La caja 3IUT indica la secuencia no raducida en el extremo 3,

1.2.1.3.- Antigenos HLA de clase | no cldsicos

El primer gen de clase | diferente de HILA-A, -B o -Cw que se reconocié oficialmente
fue HLA-E (Koller et al., 1.988). Mas tarde fueron aceptados por ¢l Comité de Nomenclatura
los denominados HLA-F y HLA-G (Bodmer et al., 1.994, Marsh, 1.997); todos ellos poseen
la capacidad potencial de dirigir la sintesis de proteinas de clase [ y, colectivamente, reciben
el nombre de antigenos de clase I no eldsicos (o Ib). En su estructura, todos estos genes son
muy similares a los clasicos. Basicamente, la diferencia con estos Gltimos estriba en su
limitada expresion tisular, su bajo polimorfismo y su poco conocida funcion fisiologica.

HLA-E es un gen cuyos ARNm han sido detectados en todo tipo de tejidos,
incluyendo los fetales v los placentarios (Wei v Om, 1.990; Guillandeux et al, 1.995;
Houlihan et al,, 1.995), lo que parece sugenir alguna implicacion en ¢l embarazo (Houlihan et
al, 1.995). Puesto que se ha demostrado que s capaz de unir péptidos a bajas temperaturas
(Ulbrecht et al., 1.992) se postula que otra posible funcién seria la presentacion peptidica cn
sitios del cuerpo donde la temperatura es mas baja que en el resto, como piel y testiculos.

Recientemente se ha demostrado que HLA-E ¢s capaz de unir péptidos procedentes de

fragmentos del péptido lider de otros genes de clase 1, tanto clasicos como de HLA-G
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(O'Callaghan y Bell, 1.998). HLA-E, con un péptido unido, se expresa en la superficie celular
¢ inhibe la lisis producida por las células NK y mediada por receptores de NK tipo lectina
(CD94/NKG2A, B y C; Munz et al., 1.997; Llano et al., 1.998; Sasaki et al., 1.999). Puesto
que las células NK lisan las células infectadas por virus, que impiden la expresion normal de
las moléculas HLA, resultaria que HLA-E actuaria como un intermediario: cuando la célula
estd sana se sintetizan proteinas HLA, entre ellas HLA-E, que tiene a su disposicion péptidos
libres para unirlos y poder expresarse en la superficie celular, interaccionar con las células
NK e inhibirlas. Si la célula estd infectada, por el contrario, se interrunipe este proceso
mediador ya que HLA-E es inestable si no esté cargada con un péptido y ocurre la citolisis.

HILA-F presenta dos caracteristicas que lo distinguen nitidamente de los antigenos de
clase I clasicos: la primera de ellas es que pierde el séptimo ex6n por un proceso de corte y
eliminacioén durante la maduracidén del ARNm, a causa de una mutacion puntual. La segunda
caracteristica consiste en la presencia de una region 3'UT inusual, caracterizada por la
insercion de una secuencia altamente conservada durante la evolucién y semejante a la de una
proteina ribosomal (Zemmour y Parham, 1.992).

HLA-G presenta la misma organizacion exén/intron que el resto de los genes de clase
I y una de sus caracteristicas mas reseflables es su bajo polimorfismo. Hasta la fecha so6lo se
han descrito seis alelos codificantes (Geraghty et al., 1.987; Morales et al., 1.993; Castro et
al., 1.996). Presenta un fuerte desequilibrio de ligamiento con HLA-A (Morales et al., 1.993;
Suarez et al., 1.997).

HLA-G tiene un patrén de expresion muy reducido. Solo se ha descrito un nivel de
expresion con significado fistologico relevante en la placenta. La posible expresion de genes
HLA de clase I no clasicos fue sugerida por primera vez en células trofoblasticas (Hunt et al.,
1.988; Hunt et al., 1.990). Posteriormente, se ha confirmado la expresion de HLA-G en la
placenta (Kovats et al., 1.990; Ellis, 1.990; Wei y Orr, 1.990), aunque otros autores (Shukia et
al., 1.990) detectaron HLA-G en el 0jo y en el timo.

Mediante la puesta a punto de técnicas de deteccidon mds potentes se ha establecido la
presencia de HLA-G en practicamente todas las células y tejidos, incluyendo las células
epiteliales timicas (Crisa et al., 1.997), tanto de adultos como fetales, aunque se ha sugerido
que esta situacion corresponderia a una transcripcion basal sin significado fisiologico (Onno
et al., 1.994; Kirszenbaum et al., 1.994; Houlihan et al., 1.995).

En este gen se han descrito mecanismos de maduracion ("splicing") alternativa de su

ARNm, por lo que la proteina HLA-G puede adoptar hasta cuatro formas distintas unidas a
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membrana y dos formas distintas no unidas a ella, dando lugar a moléculas de HLA-G
solubles (es el llamado "HLA-G soluble").

Puesto que el feto se puede considerar como un "semi-injerto” (expresa antigenos
paternos, extrafios al sistema inmunitario de la madre), es necesario un mecanismo previsor
del rechazo materno, y éste bien podria ser la ausencia de expresién de los antigenos HLA-A,
-B y quizds también -C en el tejido piacentario. La expresién de HLA-G, al ser poco
polimérfico, no presenta alorreactivdad per se. Puesto que el trofoblasto, en contacto directo
con los tejidos maternos, expresa HLA-G en ausencia de otros antigenos HLA, se ha
propuesto que HLA-G podria ser el protagonista del fenomeno de tolerancia materna hacia el
feto (Schmidt y Orr, 1.993), gracias a su bajo polimorfismo.

Se ha postulado que HLA-G funciona como molécula inhibidora de las células NK de
la mucosa uterina al unirse a los receptores KIR de las mismas. Alternativamente, HLA-G
podria presentar péptidos a la célula T para proteger al trofoblasto de infecciones virales o
transformaciones malignas, igual que los antigenos HLA de clase I clasicos lo hacen en otros
tejidos (Diehl et al., 1.996).

Evolutivamente, la relacion entre los genes clésicos y los no clasicos no esta clara. El
estudio de los genes MHC en monos del Nuevo Mundo (MNM) sugiere que estos primates
no poseen genes clasicos, puesto que todos los genes de clase T descritos en estas especies se
asemejan mads, en secuencia, a los genes no cldsicos (Watkins et al., 1.990a; Watkins et al.,
1.990b; Watkins et al., 1.991). Se ha postulado que los productos de estos genes podrian
actuar como los de los clasicos, presentando antigenos a linfocitos T citotéxicos (LTC
CD8+), lo que implicaria que tanto los genes de clase T clasicos, como los no clasicos, no

constituirian grupos mutuamente excluyentes a lo largo de la evolucion.
1.2.1.4.- Otras secuencias nucleotidicas en la region de clase I del sistema HLA

Ademas de los genes de clase 1, clasicos y no clésicos, en la regién de clase I se han
descubierto toda una serie de secuencias de ADN (figura 4) que se han clasificado en:
_ a) Pseudogenes (HLA-H, -J, -K y -L; Geraghty et al., 1.992a). Tienen deleciones que
dan lugar a codones de paro prematuros.
b) Genes truncados (HLA-16, -75, -80 y -90 (Geraghty et al, 1.992b). Presentan
homologia, en una amplia longitud, con los genes de clase I, pero carecen de la
secuencia génica completa.

¢) Segmentos génicos (HLA-17, -21, -30, y -81). Son las secuencias mas pequefias y

12
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con un menor grado de homologia con clase I.

d) Genes no HLA que mapean dentro de la region de clase I (gen de la cadena B de la
tubulina, gen de la prolactina, gen de la hemocromatosis, entre otros). Pese a su
ubicacién fisica, carecen de funcion relacionada con la presentacion antigénica,

aunque muchos de ellos podrian tener funcion reguladora (le Bouteiller, 1.994).

1.2.1.5.- Proteinas reguladoras de los loci de clase |

Los elementos reguladores de clase I comprenden dos regiones “inductoras”, los
elementos ICS y a vy, por Gltimo, las cajas CCAAT y TATA (figura 5).

Inductor A: abarca dos regiones, la regién I es un palindromo de 13 pb, homdloga al
sitio de unién del factor Nf-kB, descubierto originariamente en el promotor de los genes
inmunoglobulinicos y, més recientemente, en otros genes, incluyendo f2m, IFN-8 e IL-2
(Drew et al., 1.995). La region Il parece contener un sitio de respuesta a AMPc y otro de
respuesta a los retinoles.

Inductor B: (Isriel et al,, 1.987) parece ejercer una induccién mas deébil que el
inductor A. Contiene una secuencia de 11 pb conservada, aunque se desconoce su significado
fisiologico.

ICS: (Interferon Consense Sequence; Secuencia Consenso del Interferén) es
homologo a los denominados elementos de respuesta al interferdn (IRE; Interferon Response
Element) encontrados en otros genes inducibles por interferén.

CRE: (cAMP Response FElement, Elemento de Respuesta al AMPc) ha sido
localizado en la region II y también en la region . A través de €l ejercen su accion algunas
hormonas (insulina) y corticoides (hidrocortisona) disminuyendo la expresion de los genes
HLA de clase I (Saji et al., 1.992) en los 6rganos diana. Con estos elementos interaccionan
los CREB (cAMP Response Element Binding factor) o factores de unién.

A partir de estos elementos existen otros que actian coordinadamente, definiendo
inductores y silenciadores a través de los cuales se controla la expresion basal e inducible de
los genes de clase 1, asi como el diferente patron tisular y/o celular de expresion de estos
antigenos (Maguire et al., 1.992); dé esta forma se podria explicar el patrén de expresion tan
restringido y especifico de los antigenos de clase Ib.

El gen de la beta-2-microglobulina también posee elementos reguladores del mismo

tipo, lo que sugiere una coordinacion paralela con la de clase 1. Otro aspecto interesante de la
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regulacion es que las células tumorales pierden frecuentemente la capacidad de expresar
antigenos de clase I (Blanchet et al., 1.992), motivada por la carencia de determinados
factores proteicos (Nf-kB, KBFI) de union a otra de estas subregiones (region I), los cuales
también estan implicados en la regulacidn.

1.2.2.- Antigenos de clase IT del sistema HLA

1.2.2.1.- Antecedentes historicos

El primer dato que apunté la existencia de estas moléculas fue el descubrimiento de la
respuesta linfoproliferativa en cultivos mixtos de linfocitos (Hirschorn et al., 1.963) que no
presentaban diferencias en sus antigenos HLA de clase 1. Posteriormente se atribuyé esta
respuesta linfocitaria a determinantes no detectados seroldgicamente, viéndose estas
reacciones entre hermanos que eran HLA-A y -B idénticos (Bach y Amos, 1.967). Al sistema
de antigenos HLA implicado se le denominé HLA-D, viéndose que era polimorfico. En
1.989, Dupont reconocié la existencia de 18 variantes de estos antigenos mediante estudios
seroldgicos.

Mas tarde se identificaron antigenos estrechamente relacionados con HLA-D, por lo
que se les llamé HLA-DR (D Related; Relacionados con D), mediante inhibiciones de la
respuesta linfocitaria en cultivos mixtos por sueros procedentes de multiparas (van Leeuwen,
1.973) o individuos inmunizados con leucocitos. También se identificaron por reacciones
inesperadas de antisueros anti-HLA-A o -B con células procedentes de leucemias linfoides
cronicas de la estirpe B (Winchester y Kunkel, 1.979). Estos mismos estudios definieron
antigenos que parecen representar especificidades plblicas de los HLA-DR (Bodmer, 1.978),
estableciéndose posteriormente que eran las nuevas series antigénicas DR52/DR53 y DQ
(Tanigaki y Tosi, 1.982). A la vez que se discernia la estructura y polimorfismo de los
antigenos DR y DQ, se definié (Shaw et al., 1.980a, b) una nueva serie de antigenos HLA de

clase 11 responsables de una respuesta secundaria acelerada en cultivos mixtos linfocitarios

(DP).

1.2.2.2.- Estructura molecular

Los productos de los genes de clase II (figura 6) son heterodimeros de cadenas

glicoproteicas pesadas (o) y ligeras (B) unidas de manera no covalente. Las cadenas o tienen
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pesos moleculares de 30-34 K: los de las [ oscilan entre 26 v 29 K, scgin ¢l locus de que se
trate. T.a diferencia en los pesos moleculares de las cadenas o y P de la clase T se debe
principalmente a la glucosilacion diferencial: los dominios a1, &2 y i1 estdn N-glicosilados,
lo que no sucede en el dominio B2, La incorporacion de cadenas oliposacaridicas ¢n estas
estructuras proteicas es debida a modificaciones post-traduccionales que no influyen en el
reconocimiento por aloantisueros de las moléculas de clase 11 (Shackelford y Strominger,

| 983),

Figura 6.- Representacion esquemética de
los antigenos de clase Il. Se componen de dos
poptidos no  idénticos (o vy P} unidos  no
covalentemente, que atraviesan la  membrana
plasmatica hacia el extremo C-terminal, Ambas
cadenas tenen dos dominios globulares fuera de la
célula. Bl dominio mas proximo a la mambrana, en
cada cadena, esta estructuralmente relacionado con los
dominios de las inmunoglobulinas, Todos ellos, a
excepcion del «l, estin establizados mediante
enlaces disufuro intracadena. Ambas cadenas tlenen
adheridas unidades de carbohidratos {CHO), mas en |a
cadena o que en la f, 10 que explica las diferencias en
los pesos moleculares de ambas estructuras, La
cadena [}, mas liviana (pm 20.000), contiene los sitios
dloantigénicos, aungue también hay clerto polimorfismo
estructural en la cadena o de algunas moléculas de
clase IL

las cadenas @ v [} tienen la misma estructura global: una porcién extracelular, que
contiene dos dominios (ol y a2 o B1 v B2, de. apmxirﬁadﬂmente, 100 amincacidos cada
uno), esta conectada mediantc una corta secuencia hidrofobica (10-12 aminoéacidos) a una
region  lrapsmembrana gque posee. aproximadaments, 23 residuos y un  dominio
intracitopiasmatico con unos 10-15 residuos (Kaufman et al., 1 984). Los dominios o2 y B2
son similares al dominio a3 de clase 1 v a B2m y poseen las caracteristicas estructurales de
los dominios inmunoglobulinicos constantes.

La secuencia genetica comprendida entre los codones 7-54 codifica ¢n los genes DRB
para una estructura a modo de platatorma laminar plegada en beta, subyacente a la hendidura

de unidn al antigeno, v la secuencia comprendida entre los codones 60-80 codifica un largo



Manvel Rosal Sinchez Antroduccion

rizo alfa helicoidal que forma las paredes laterales de la mencionada hendidura de union al
antigeno (Brown et al.,1.988; Mayer et al., 1.992; Brown et al, 1993).

Los productos proteicos de los genes de clase II estan implicados en los fenémenos de
restriccidon del reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T colaboradores (Th) o
CD4+. De hecho, la interaccion entre CD4 y las proteinas del MHC de clase II es critica para
la activacion de las células CD4+ (Janeway, 1.989; 1.991), las cuales estan implicadas en
reacciones de trasplante y en un cierto niimero de enfermedades autoinmunes (Mignot et al.,
1.995; Vyse y Todd, 1.996). La distribucion tisular de estos antigenos histocompatibles esta
limitada a células del sistema inmune (linfocitos B, macrofagos, linfocitos T activados)
presentadoras de antigenos fordneos a las células T colaboradoras, o a células que, sin ser
inmunocitos, son consideradas accesorias del sistema inmune, tales como las células
epidérmicas de Langerhans y las células dendriticas timicas (Kaakinen y Hirschberg, 1.977).

La determinacién de la primera estructura MHC de clase II empleé un amplio
conjunto de técnicas cristalograficas (Brown et al,, 1.993). Los estudios que siguieron, acerca
de los complejos peptidicos asociados a estas moléculas MHC de clase II establecieron las
reglas elementales para la unién de péptidos funcionales (Stern y Wiley, 1.994; Ghosh et al.,
1.995; Fremont et al., 1.996). Dichos estudios demostraron que las moléculas de clase II se
pliegan formando un surco analogo al de clase I, formado a partir de la hélice o C-terminal
de los dominios a1 y 2. La base subyacente al surco se forma por las hebras § N-terminales
de cada dominio. El polimorfismo se concentra en ese surco y sus inmediaciones, tal como
ocurte en clase 1.

En 1.996 Johansen y colaboradores vieron, al estudiar los sitios de unién de moléculas
HLA-DQ, que los residuos polimoérficos, tanto de la cadena alfa como de la beta determinan
la especificidad de la unién peptidica, pero que es, en tltimo término, el polimorfismo de la
cadena beta el que parece desempefiar el papel mas importante, no sélo en HLA-DQ, sino en
toda la familia de productos génicos de HLA de clase II.

En la cadena DRB existen ciertas posiciones cuya conservacién es fundamental para
que la molécula adopte una estructura y funcionalidad correcta. De forma particular, dichas
posiciones son importantes para:

a) Que la molécula sea capaz de adoptar la adecuada estructura plegada para formar la

hendidura de presentacion antigénica (por medio del enlace disulfuro entre las

. cisteinas de las posiciones 15 y 79; Kaufman et al., 1.984; Brown et al., 1.993).
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b) Que sea capaz de controlar la complejidad de los péptidos procesaﬁos y asegurar la
estabilidad del heterodimero o/f. Para ambas funciones es de importancia capital el
residuo de la posicidn 86. Se ha visto (Demotz et al., 1.993) que la variacién natural
del residuo 86 de la molécula DRP es un mecanismo que regula la cantidad y
complejidad de los péptidos presentados por las mismas, al incrementar (por glicina) o
disminuir (por valina) la permisividad de estas moléculas para la unién de los péptidos
procesados. Simultaneamente (Verreck et al, 1.993), se vio que los haplotipos
codificadores de las cadenas DR con una valina en la posicién 86 expresan mayor
cantidad de heterodimeros estables que los haplotipos similares que expresan cadenas
DRP con una glicina en esa misma posicién. Aunque se han encontrado otras
sustituciones aminoacidicas en el supuesto sitio de union al péptido de las cadenas
DRp investigadas, s6lo el dimorfismo valina/glicina es el Gnico que se correlaciona,
respectivamente, con los fenotipos "estables" e "inestables" observados.

¢) Se ha visto, mediante experimentos de difraccion de rayos X que las moléculas de
clase II cristalizan en forma de dimeros de heterodimeros o/f. Ambos heterodimeros
se mantienen unidos por la estabilidad que les confiere la existencia de dos interfases
de unidn, situandose cada una de ellas, respectivamente, en los dominios 1 y B2.
Dichos dominios poseen ciertos residuos aminoacidicos susceptibles de dar lugar a las
dos interfases. Estos residuos son, en la primera interfase, los de las posiciones 49, 50,
51, 52 y 55, y en la segunda, los situados en las posiciones 105, 111, 112, 114, 142,
143 y 162. Tres de estos siete aminoacidos, H111, Hi12 y E162, interactian con
residuos del dominio proteico a2 para formar tres puentes salinos.

d) Dado que las moléculas AMhc-DRB no actian aisladamente, sino que su uni(')ﬂ a
antigenos es una etapa necesaria en la induccion de ciertas respuestas inmunitarias
subsiguientes, tales como la activacién de linfocitos T cooperadores (Th),
caracterizados por expresar en sus. membranas citoplasmaticas la molécula
correceptora CD4 (Janeway y Bottomly, 1.996; Huang et al., 1.997), se hace necesario
que las moléculas de DRB tengan ciertos residuos esenciales para la correcta
interaccion con el correceptor (figura 7), identificados como las secuencias
aminoacidicas 134-148 y, en menor grado, Ia 138-152, ubicadas todas ellas en el

dominio B2 (Konig et al., 1.992; Cammarota et al., 1.992; Fleury et al., 1.995).
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Figura 7.- Posibles interacciones entre CO4 y las moléculas de clase Il a) Una de las caras de la molécula
CD4 encaja en dos sitios de union de! dominic B2 de una molécula de clase Il Estos sitios de unién pueden implicar a los
residuos 181, 136 y 137, puesto que estan en &l mismo planc. En este modsalo, los residuos 138-148 no estan en &l mismo
plane, como ocurre con el residuo 181. b) Una molécula de CD4 contacta por medio de una de sus caras con el residuo
181, mientras que otra motécula de CD4 se une al rizo 136-144 por la cara opuesta. Sélo se llustran los residuos 136139,
c) CD4 se une al rizo formado por los residuos 136-144 del dominio B2 de clase Il, pero permanece en estrecha praximidad
con el residuo 181, cuya cadena lateral podria modular ef anclsje de CD4. d) En el diheterodimero, entre los residuos 136-
148 del sitic de union a CD4, en el dominio £2 de class |1, sdlo los residuos 136-144 son facimente accesibles a CDA4, Los
residuos 145-148 estan sepultados denfro de la estructura diheterodimérica. CD4 se uniria al rizo 136-144 y la cadena
lateral del residuo 181 podria afectar 2 la unién de CD4. e) Dos maoléculas de CD4 se uniran a cada ladg del
diheterodimero. Una de ellas se engrana con el rizo 136-144, misntras que la otra contacta con un sequndo sitio de union
en facadena {3, que incluye el residuc 181. Dibujo basado en un esquema de Fleury y colaboradares (1.995).
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1.2.2.3.- Region codificadora

La region de clase II abarca hasta unas 1.000 Kpb de ADN vy el orden de los distintos
loci queda reflejado en las figuras 1 y 4, encontrindose aqui diferentes tipos de genes
funcionales: los que codifican para los antigenos de clase II (subregiones de HLA-DP, -DQ y
-DR que, a su vez, estan integradas por varios genes;, Campbell y Trowsdale, 1.993;
Campbell y Trowsdale, 1.997; Beck y Trowsdale, 1.999), y los que los hacen para otras
proteinas que son importantes en el procesamiento antigénico. Posteriormente se
descubrieron y caracterizaron otros antigenos de esta misma clase, que conforman las
subregiones HLA-DM, -DN y -DO (Trowsdale y Kelly, 1.985; Tonnelle et al., 1.985; Kelly et
al., 1.991). Cada uno de ellas cuenta con, por lo menos, un gen para la sintesis de la cadena
pesada () y otro para la cadena ligera (8) que, en lo sucesivo, se llamaréan, respectivamente,
A y B. Son una excepcion a esta regla los genes de la subregion DN/DO. Se ha constatado la
existencia de proteinas a codificadas por el gen DN, pero no de cadenas P, mientras que,
contrariamente, el gen DO es capaz de sintetizar cadenas B pero no proteinas a.

Desde un punto de vista estructural y, al igual que ya ha quedado plasmado para los
genes de clase I, en clase Il también hay una correspondencia entre los exones génicos y los
dominios de las proteinas maduras (Andersson et al., 1.987). En la figura 8 se muestra un
esquema tipico de los genes a y B de clase I

Para las cadenas o hay cinco exones (1-5), a partir de los cuales se sintetizan el
péptido lider (ex6n 1); los dominios al y o2 (exones 2 y 3, respectivamente), el péptido de
conexion, la regién transmembranosa, el dominio citoplasmatico y parte de la region 3'UT
(ex6n 4). El exdn 5 codifica para el resto de la region 3'UT. Hay algunas variaciones en los
genes de las distintas subregiones y asi, por ejemplo, el ARNm de DQALI tiene una longitud
diferente de los ARNm que se detectan en el resto de los genes. En el gen DNA el codon de
paro se localiza en el exé6n 5.

De manera parecida, las cadenas B3 de clase II se codifican por seis exones; un exon
para el péptido lider, dos exones para los dominios proteicos Bl y B2, y un cuarto exon para
el péptido de conexion, el dominio transmembranoso y parte del d‘ominio intracitoplasmatico.
No obstante, el resto del dominio intracitoplasmatico se codifica en, por lo menos, dos exones

mas, con alguna variacién en las distintas subregiones.
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Figura 8.- Estructura en exones de los genes o y [} del MHC de clase Il. Obsérvense las similitudes evidentss
con |a estructura exonfintrén de los genes de clase | (figura 5). Al igual que en aquélla, la porcidn 5 esta ocupada por
secuenclas reguladoras (vease 1.2.2.5), a cuyo témino 2 halla una secuencia codificadora de un péptido lider y, més all,
hacia 3, las secuencias codificadorss de los dominios similares a los de lg, ¥ l1a secuencia FUT. Se ha omitido |a
representacion de las secuencias reguladoras en el diagrama representativo de los genes .

Los tamarfios de los intrones de estos genes de clase 11 difieren notablemente, siendo
de varias Kpb ¢l mayor de todos ellos, que es el intrén primero, que separa el exon
codificador del péptido sefal del que se encarga de sintetizar el dominio czl. En los genes [,
ademas, hay un intron de gran tamafio (el nimero 2), que es el que separa los exones que
codifican para los dominios Bl y (2. El intron mas corto ha sido hallado en el gen DNA, a
continuacion del exdn que codifica para ¢l dominio o2 (intrén 3), con una longitud de tan
solo 180 pares de bases.

La subregion HLA-DP se extiende unas 100 Kpb y contiene das pares de genes A y
B (DPB2, DPA2. DPBI v DPAL) DPAl y DPBI ticnen una orientacion de cabeza con
cabeza, con sus promotores separados lan s6lo por una longitud de 2 Kpb. Los productos
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DPB1 tienen la estructura tipica de las cadenas B de clase II, aunqile existen evidencias de
algunos haplotipos con distintos patrones de procesamiento que dan lugar a diferentes
dominios intracitoplasmaticos. Los otros dos genes de esta regiéon, DPA2 y DPB2, parecen
ser pseudogenes (Servenius et al., 1.984), pese a que conservan intacta su secuencia genética,
desconociéndose la causa de esta carencia de expresion; en el caso concreto de DPA2 se ha
propuesto que la mayor parte del segundo exdn estaria reemplazada por la insercién de una
secuencia repetitiva en el intron 1, originando asi un péptido lider carente de funcionalidad
(Radley et al., 1.994).

En la subregién HLA-DN/DO los genes HLA-DNA y HLA-DOB se localizaron por
electroforesis de campo pulsante y estos estudios demostraron que el gen DNA se sitia
proximo a la region DP (Trowsdale y Kelly, 1.985), mientras que el gen DOB (Tonelle et al.,
1.985) estd mas proximo a la region DQ. La distancia entre DNA y DOB es superior a 100
Kpb, a pesar de lo cual se cree que forman heterodimeros o/ (Karlsson et al., 1.991). Pese a
que la funcioén fisioldgica de estos genes se desconoce aun, se cree que, al menos, DOB
podria ser un regulador de la carga peptidica de los antigenos de clase II mediada por HLA-
DM (Liljedahl et al., 1996), y recientemente se ha demostrado que ejerce una modulacion
negativa (van Ham et al., 1.997).

Los dos loci DMA y DMB de la subregion HLA-DM se sitiian entre los loci DNA y
DOB (Kelly et al., 1.991), separados por 7,5 Kpb. Su polimorfismo parece ser limitado
(Bodmer et al., 1.994) y la comparacion de su secuencia con la de los genes de las clases [ y
II los sitlia en una posicién intermedia (Kelly et al., 1.991). Asi mismo, la estructura de sus
productos proteicos es algo diferente a la del resto de los antigenos de clase II (Gruneberg et
al., 1.997): codifican para un producto heterodimero o/f integral de membrana, de 261-263
aminoacidos, no detectado en la superficie celular. La estructura proteica de este dimero es
algo diferente a la del resto de los antigenos de clase 11, puesto que, aunque los dominios
proximales a la membrana pertenecen a la superfamilia Ig, los dos dominios mas externos
contienen aminoacidos que pueden formar multiples puentes disulfuro que darian lugar a una
conformacién sumamente rigida y probablemente cerrada. Estos genes poseen una funcién
relacionada con la presentacion antigénica mediada por clase 11 (véase 1.4.2).

En la subregion HLA-DQ se han visto cinco genes diferentes: DQA1, DQBI,
DQA2, DQB2 y DQB3. Los genes funcionales de esta subregién son DQA1 y DQBI1 (Okada
et al., 1.985; Korman et al., 1.985), que se disponen cabeza con cabeza y, hasfa el momento

presente, no hay evidencia de que los otros tres genes se expresen, a pesar de que DQA2 y
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DQB2 (Jonsson et al., 1.987) poseen secuencias intactas y no hay datos que apunten hacia su
posible naturaleza pseudogénica. DQB3 ha sido descubierto posteriormente (Ando et al,,
1.989) pero no hay evidencias de que exprese un producto proteico. DQB1 tiene un dominio
citoplasmatico mas corto que DQA1 al haber perdido su quinto exdn como consecuencia de
un proceso de corte y eliminacion duranfe la maduracion de! ARNm (Radley et al., 1.994).
Respecto a la subregién HLA-DR (Spies et al., 1.985; Rollini et al., 1.985; Meunier
et al., 1.986) hay dos genes DRB expresados en la mayoria de los haplotipos (DRB1 y DRB3
0 DRB4 o DRB5) y un nimero variable de pseudogenes. Una excepcion a estos datos son los
haplotipos DR1, DR8 y DR10 en los que sélo parece expresarse un gen (DRB1). Los
pseudogenes han sido asi definidos por presentar deleciones o codones de paro (DRB2,
DRB6, DRB7, DRB8 y DRBY) pero se considera que pueden tener un papel importante en

mecanismos de conversion génica y no se sabe si son totalmente afuncionales.
1.2.2.4.- Genes que codifican otras proteinas distintas de los antigenos de clase 11

En posicion centromérica a HLA-DP existe un grupo de genes que incluyen uno para
la sintesis de colageno (del tipo 11A2) y otros cinco genes de funcién desconocida (Thomas
et al., 1.991) cuya posible relacion con el MHC esta por esclarecer. Un segundo grupo de
genes se localiza entre los loci HLA-DNA y -DOB y puede dividirse en tres categorias:

1.- Los que no tienen relacion aparente con el sistema inmunitario (RING3, homélogo
a un gen de Drosophila que controla la esterilidad de las hembras; Beck et al., 1.992).

2.- Un conjunto de genes que cedifican proteinas involucradas en el procesamiento de
los antigenos por intervenir en el transporte de péptidos hacia el reticulo endoplasmatico
(TAP1 y TAP2, Transporter associated with Antigen Presentation, Transportador asociado
con la Presentacion del Antigeno; Trowsdale et al., 1.990; Spies y de Mars, 1.991; Powis et
al., 1.992a, b). Pertenecen a la familia de transportadores ABC, que son proteinas que median
la traslocacién, dependiente de la hidrélisis de ATP, a través de las membranas celulares pro-
y eucaridticas, de una gran variedad de moléculas, tanto organicas como inorganicas. Se han
detectado en 1a membrana del reticulo endoplasmatico rugoso, donde forman heterodimeros
TAP1/TAP2 unidos no covalentemente, de los cuales se ha postulado que estarian formados
por 8-10 dominios hidrofébicos embebidos en la membrana del reticulo con los dominios
dependientes de ATP orientados hacia el citoplasma (Koopmann et al., 1.997).

3.- Genes implicados en el procesamiento antigénico por su condicion de subunidades

de los proteasoma (LMP2 y LMP7;, Low Molecular weight Protein; Proteina de Bajo peso
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Molecular; Glynne et al., 1.991; Trowsdale et al., 1.991; Kelly et al., 1.991). TAP1 y LMP2
comparten el mismo promotor de transcripcion y, ademas, presentan elementos reguladores
que coordinan su expresion ante diferentes estimulos (Wright et al., 1.995). La existencia de
elementos reguladores comunes entre los genes HLA de clase I, genes TAP y genes LMP
hace pensar en un mecanismo regulador compartido del aumento de expresién de genes de
clase I con los implicados en su transporte. Al igual que TAP y las proteinas de clase L, la
expresion de LMP2 y de LMP7 es inducible por el interferén y (IFN-y; Frith et al., 1.994;
Groettrup et al., 1.996).

1.2.2.5.- Elementos reguladores en la regidn de clase 1]

Al menos se han descrito cuatro regiones que controlan su expresién de manera
constitutiva, los llamados "elementos reguladores en cis", que son las cajas W/Z/S, X1, X2 e
Y (figuras 8 y 9), que son responsables de la mayoria de los aspectos reguladores que
conciemen a los genes de clase II (Rohn et al., 1.996).

1.- La caja W/Z/S se localiza en las 3040 pb anteriores a la caja X. Contiene los
subelementos Z y S. Parece que esta caja induce la transcripcion, mediada por IFN-y (Vilen et
al., 1.992). Mas tarde se describié que el subelemento S se une al factor RFX (Jabrane-Ferrat
etal., 1.996).

2.- La caja X1 es un motivo de 14 pb al cual se une el factor proteico RFX (Reith et
al., 1.988).

3.- La caja X2 tiene una longitud de 7-8 pb y, como elemento regulador, su secuencia
se solapa con X1. Muestra homologia con los CRE (Cyclic-AMP Response Elements;
Elementos de Respuesta al AMP ciclico). A esta caja se une el factor proteico X2BP (X2
Binding Protein; Proteina de Union a X2; Hasegawa y Boss, 1.991). RFX y X2BP cooperan y
se une estrechamente a las cajas X y ambos confieren estabilidad al complejo ADN-proteina
que se forma (Moreno et al., 1.995).

4- La caja Y se localiza entre 40-160 pb del lugar de inicio de la transcripcion.
Contiene una secuencia CCAAT inversa. A esta caja se¢ une el complejo heterotrimérico
llamado NF-Y, que actia como regulador positivo (Sinha et al., 1.995, Ronchi et al., 1.995) y
el factor YB-1, que parece modular el efecto inductor del IFN-y (Ting et al., 1.994).

Estas cuatro cajas que acaban de ser expuestas parecen hallarse presentes en todos los

promotores de los genes de clase II y, ademas de ellas, existen otros elementos reguladores de
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distribucion més variable, hallados solamente en algunos genes. Estos elementos dispersos
son la caja TATA (en el gen DRA, Matsushima et al | | 992), la caja V (elemento silenciador

encontrado cn ¢l gen DRA) y el elemento I. el cual podria ser un factor de respuesta al 1IN-

v en los genes DRB1, DPA1 v DOBI1 (Louis et al | 1.993)
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Figura 9.- Requlacién de la ranscripcion de los genes MHC de clase Il y secuencias nuclsolidicas implicadas.

El nuevo factor regulador de la transeripeion, conocide como CITA (MHC Class If
Trans Activator; Activador en Trans del MHC de Clase 11 Chang et al., 1,.994) no se uniria al
ADN sino que podria {uncionar como un coactivador imprescindible para la regulacién
general de la expresion de las moléculas de clase 1 también regularia la expresion de los
genes DM y de la cadena invaniable, implicados en el procesamiento antigénico (Chang y
Flavell, 1.995) A diferencia de los factores RFX, X2BP, NF-Y ¢ YB-1, que se localizan
ubicuamente en todos los tejidos, la proteina CUTA solo ha sido encontrada en células que

expresan antigenos de clase Ll por lo que se sugiere que esta molécula es el factor limitante
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en la regulacién de estos genes (Chang et al., 1.994; Steimle et al., 1.994). La regulacion de la
expresion de las proteinas codificadas por los genes de clase II también se lleva a cabo a nivel
post-transcripcional. Se han descrito al menos dos proteinas que interaccionan con las
regiones 3'UT del ARNm de HLA-DRA (del Pozzo et al., 1.994) y esta interaccion parece

condicionar la cantidad de mensajero que se traduce a proteina.
1.2.3.- Antigenos de clase III del sistema HLA

Son genes fuertemente ligados que se sitilan fisicamente entre los genes de clase Il y
los de clase I, a lo largo de unas 800 Kpb de longitud. Dirigen la sintesis de unas 40
proteinas, algunas de ellas relacionadas con funciones inmunitarias, entre las que hay que
destacar algunos componentes polimérficos de la cascada del Complemento (Factor B -FB-
C2 y C4), los Factores de Necrosis Tumoral (TNF-a. y TNF-f; Tumor Necrosis Factor) y el
gen para la Hsp-70 (Heat shock protien o Proteina de choque térmico). Aunque estos genes
comparten la misma localizacion fisica que los genes de las clases [ y II, su carencia de
relaciones evolutivas, funcionales y estructurales con ellos, hace que algunos autores no los

clasifiquen como pertenecientes al sistema HLA (Klein, 1.990).

1.3.- La regi6én de union al péptido

Ya se ha comentado anteriormente (véanse 1.2.1.1 y 1.2.2.2) que las proteinas
antigénicas MHC de las clases I y II se pliegan formando, en su parte superior, un surco
longitudinal alérgado y profundo, en cuyo interior debe quedar emplazado el fragmento
antigénico procesado. En una molécula de MHC, sélo esta region de la misma es capaz de
interaccionar y unirse a los antigenos, y por eso se la llama region ABS (4ntigen Binding
Site, o Sitio de Unién al Antigeno) o PBR (Peptide Binding Region, o Region de Unioén al
Péptido). El resto de la molécula MHC, que proporciona soporte fisico al ABS y lo une a la
membrana celular, es la regién no-ABS. Una salvedad a lo inmediatamente expuesto lo
constituye la region externa al ABS del dominio 1 en las moléculas de MHC de clase I, la
cual es capaz de unirse a los superantigenos (Jardetzky et al., 1.994).

Pese a los caracteres comunes, esta hendidura difiere sustancialmente, tanto en
propiedades como en rasgos fisicos, en una y en ofra clase de antigenos de
histocompatibilidad (Brown et al., 1.988).
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1.3.1.- PBR de las moléculas de clase 1

Los estudios de cristalografia por rayos X en tres alelos de clase |, HLA-AZ (figura
10). HLA-Aw68 v HLLA-B27, umdos a mezclas heterologas de péptidos han establecido los
principios generales para la union peptidica, dentro de la hendidura de unidn, a estas
moléculas MIIC (Bjorkman et al., 1 987, Garrett et al | 1 989; Saper et al., 1.991;, Madden ot
al,, 1.991: Madden et al., 1.993; Guo ct al., 1.993). Las dilerencias entre la union del péptido
a HLA-A2 y HLA-Aw6S (ligura 11) son consecuencia de las existentes en 13 posiciones de
las cadenas laterales de aminoacidos: seis de ellas en el dominio «l, otras seis en a2 y una en
a3 (residuo 245, gue contnibuye a las interacciones con CD8) Diez de las diferencias en los
dominios 1 y a2 se hallan en posiciones que tapizan ¢l suclo v la parte lateral del surco de
union al pépuido antigénico. Estas diferencias estéricas dan lugar a importantes cambios ¢n la
morfologia del surco y en los péptidos con los que éste se une (Garrett et al., 1.989; Madden

ctal, 1991)

Figura 10.- Superficie superor de
una molécula MHC de clase | (HLA-A2), Se
muestra el aspecto que presenta en HLA-AZ
el surco paptidico para la unibn con el
antigeno, segin lo "ve" el TCR (véase lextn),
Los dominios ol ¥ oud constan cada uno de
cuglro hebras beta anfiparalelas que wvan
seguidas por una larga regidn helicoidal; los
dominios forman pargjas para constituir una
zola lamina beta de ocho hebras culminada
por  helices  alfa.  Se  destacan  las
localizaciones gue presentan la mayoria de
los residuos polimériicos. Cinco residuos
situados sobre |as hebras beta centrales de |a
laming ol-02f hacen promingncia entre |as
dos regiones helicoldales v pueden ponerse
en contacts con los péplidos antigénicos
unidos, En el interdor del sitio, seis residuos
se hallan frente a los lados de las espirales
{en rojo). Tres residuos se encuenfran sobre
la cara superior de |as espiras ¥ son candida-
ins para entrar en contacto directo con ef TCR {en amarillo). Los residuos representados en color verde no se encuentran
& una posicion tal que pueda afectar Ia unidn de los péplidos anbgénicos.

El surco no es una estructura lisa, sino que posee una serie de subsitios llamados
bolsilles (Saper et al.. 1.991), formados por crestas y depresiones, con los que podrian
interaceionar las cadenas laterales de aminoacidos. Las vaniaciones de los aminodcidos dentro

del surco pueden hacer que se modiliguen las posiciones y la morfolagia de los bolsillos, lo
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que proporciona una base estructural parz las dilerencias de alimdad en la union peptidica;

esto, a su vez, gobierna la capacidad o incapacidad de la respuesta inmunitaria.

Figura 11.- Comparacién de los
sitios de union de HLA-AwES y de HLA-A2,
Se musstra el trazado esquemdtico de los
surcos de unidn al péptido antigénico de HLA-
Awf8 y HLA-A2. Estan marcadas las bolsas
an cuyo interior se cree qua encajan los
residuos de los peplidos antigenicos unidos.

Boksa d_a 45 Met Bolsa do 14 Asg Bolsa de €5 Met

| = Fih, _

HLA- Awi3l HLA A2

De¢ manera general, una proteina MHC de clase T puede unirse con alta afinidad a un
espectro de péptidos con 8-10 residuos aminoacidicos, empleando residuos conservados en
los extremos del PBR capaces de formar puentes de hidrogeno cerca de los extremos N- y C-
terminales del pépudo heado. Este espectro no s inlinitamente diverso ¢n secuencia, estando
limitado por residuos de anclaje preferentes, tipicamente en el segundo residuo del extremo
amino del péptido (llamado posicion P2) v en el residuo carboxi-terminal (llamado PC) para
un nonapéplido. Sin embargo, en la mayor parte del surco de union hay una considerable
maleabilidad para poderse acomodar un amplio rango de secuencias peptidicas. Recientes
resultados han clarficado los mecanismaos que aportan esta propiedad clave funcional, El
numero creciente de estructuras de alta resolucion de complejos MHC clase L'péptido ha
subrayado el papel de las moléculas de agua unidas (Fremont et al., 1.995). Estas simples
moléculas polares son capaces de actuar como cxiras opcionales cn cicrtas posictones de la
hendidura, para acomodar mejor la union, tanto en forma como en carga electrostatica, entre
MHC y péptido.

Varios estudios han indicado que !a conformacion de la porcion central de la cadena
principal peptidica varia marcadamente para diferentes péptidos unidos a la misma molécula
MIHC de clase [ (Fremont et al., 1.992; Madden et al,, 1.993; Fremont et al., 1.995; Fremont
etal, 1.996)

Mas recienlemente, los estudios estructurales de ITLA-B33, HLA-B*3501 y HLA-BS
(Reid et al.. 1.996) han ampliade enormemente las basss de datos de los complejos
especificos MHC-clase I/péptidos (Madden et al,, 1,991, Wang et al., 1.994; Madden, 1.995).
El analisis de tales datos podria conducir hasta unos algoritmos predictivos especificos para

la union MHC-clase I/péptidos. T.a comprension de los elementos clave que pobiernan la
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unién peptidica ha comenzado ya a ser enséyada en ¢l disefio de nuevos ligandos MHC, de
naturaleza no peptidica, capaces de mimetizar aspectos de la union peptidica (Weiss et al.,
1.995; Bouvier y Wiley, 1.996).

En las moléculas de clase I, son 14 los residuos aminoacidicos implicados en la unién
al péptido, y son los situados en las posiciones polimorficas 9, 24, 45, 66, 67, 70, 74, 77, 80,
95, 97, 114, 116 y 156 (Parham et al., 1.988); s6lo un amino4cido parece responsable de fa
interaccién con el receptor de la célula T (TCR; T Cell Receptor), que es el que ocupa la
posicion 65; ademas, hay cuatro aminoacidos capaces de interaccionar con el conjunto TCR-

péptido, y son los ubicados en las posiciones 62, 69, 76 y 163.
1.3.2.- PBR de las moléculas de clase 11

En las moléculas de clase 1I los dominios distales a1/B1 forman la valva de unién del
péptido, que consiste en una lamina B formada por ocho hebras antiparalelas y flanqueada por
dos regiones en hélice o (figura 12). La regidon helicoidal del dominio al presenta un
extremo -NH; terminal en cadena extendida y su extremo -COOH terminal se pliega hacia la
base de la valva. Esta peculiaridad hace que el sitio de unién al péptido muestre los extremos
abiertos y en €l se pueden acomodar péptidos mayores y de longitud mas heterogénea (12-28
aminodcidos) que los que se unen a las moléculas MHC de clase I, ademas de no tener sus
extremos anclados a la estructura del heterodimero, sobresaliendo fuera de la molécula
(Rudensky et al., 1.991; Chicz et al,, 1.992; Rudensky et al, 1.992; Stern et al, 1.994;
Rammensee, 1.995).

Estudios cristalograficos de difraccion de rayos X del heterodimero humano HLA-
DR1 (DRA, DRBI*0101; Stern et al., 1.994) unido a un péptido antigénico procedente de la
hemaglutinina HA del virus de la influenza [formado por la secuencia de aminoacidos 306-
PKYVKQNTLKLAT-318; figura 12; (Jardetzky et al., 1.990; Rothbard y Gefter, 1.991)] han
mostrado que ¢l PBR de las moléculas de clase II tiene un bolsillo principal, llamado "1",
ademas de otros cuatro minoritarios que se denotan como "4", "6", "7" y "9". Estos bolsillos
estdn destinados al alojamiento de cadenas laterales de los aminoédcidos de la estructura
antigénica reconocida. Muchos de los residuos que delinean estos bolsillos son altamente
polimérficos, y este polimorfismo es, probablemente, responsable de las diferentes

especificidades peptidicas de las distintas proteinas de clase IL.
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Figura 12.- Contactos peptidicos HLA-DR1/HA, a) Vista apical del sitio de unibn al péptido. Las cadenas
laterales de HLA que contactan con el péptido o que estan ocultas por su interacclon con el péptido, se muestran con
lineasfenlaces blancos. b) Mapa de los contactos HLA-DR1ipéptido HA; HLA-DR1 se indica por la linea que une los
carbonos o de los aminoacidos: las lineas blancas son las cadenas a, mientras que las oscuras son las cadenas . Las
linsas curvas cerradas de este diagrama encieman todos los residuos de HLA-DR1 que contactan (< 4A) con cada cadena
lateral del poptido HA, marcados aqul con ef codigo unilteral. Tamblén se indican ofros residuos de HLA-DR1 que no
contactan direclamente con el péptido pero que son inaccesibles a los solventes y que podrian contagtar directamants con
&l péptido en olros complejos clase Upéplido. Las cadenas laterates en HA de los aminoAcidos Asn312 y Thri18 no
contactan con HLA-DR1

El bolsillo "1" (figura 13) ¢s ¢l mis grande (= 200 A%) y el més hidrofobico de todo el
sitio de umon y alberga la Tyr308 del péptido derivado de HA; en general, muestra una gran
preferencia hacia las cadenas laterales hidrofobicas grandes (Trp, Tyr, Phe, Leu v lle) vy
parece ser el principal determinante de la unién peptidica a HLA-DR1 (Jardelzky el al.,
1.990). Se ha visto que la mayor parte de la estructura de este bolsillo se mantiene conservada
en muchas proteinas HLA-DR diferentes (todos los residuos de la cadena o y Phe89 y Thro0
de la cadena [3) y otras muchas proteinas HLA-DR también prefieren una larga cadena lateral
hidrofobica en esta posicion. La especificidad en este bolsillo parece estar modulada por el
dimorfismo Gly/Val en la posicién 386 (Verreck et al, 1,993; Demotz et al., 1.993) que
cambia la preferencia de union hacia cadenas laterales mas pequefias, La sustitucion de Gly
86 por valina situaria la cadena lateral de este aminodcida dentra de la region ocupada por ¢l
grupo hidroxilico de la tirosina en 308 del péptide de HA, v restringiria el tamafio de la
cadena lateral peptidica que se podria acomodar en esta posicion.

El bolsillo "4" (figura 13) alberga la GIn311 del péptido de ITA; éste es un bolsillo
grande y poco profundo, orientado a lo largo del lado de union v con la amida terminal
parcialmente expuesta. Puede unirse a una variedad de cadenas latcrales alifiticas grandes,
las cuales retendrian las interacciones hidrofobicas a lo largo de las paredes v del suelo del

bolsillo. T.os aminoacidos con carga positiva no son bien admitidos en este bolsillo,
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presumiblemente por las interacciones electrostaticas repulsivas que pucden darsc con Arg

p71
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Figura 13.- Bolsillos en el sitio de unién peptidica de HLA-DR1. En |a parte superior derecha se ve una vista
apical de la superficie molecular del sitio de unidn peptidica de HLA-DR1, mostrada en azul, al tiempo que muestra en
amarilio la linea que une ios Coe. Los bolsilios que acomodan [as cadenas laterales de HA se muestran con méas detalles en
las imagenas circundantes v s numeran de acuerdo a su distancia a lo larga del péplido del bolsillo mas prominente (1)
que acomoda la cadena lateral de Tyr308 (1), Gln311 (4), Thr313 (8), Leu314 (7) y Leu316 (9). Las cadenas laterales del
pephido HA y de fa cercana cadena peptidica principal se representan como madelos CPK; los atomos de carbono san
amarillos, azul los de nitrbgeno ¥ rojos los de oxigeno. Las cadenas laterales de los aminoacidos de HLA-DR1 que llegan a
confactar con el peplido se indican como bamas blancas. La superficle maolecular de HLA-DR1 en cada holsillo esta
coloraada segln el fipo de fomo: carbono v 2zufre son verdes, o oxigeno &3 rojo y el nitrégeno es azul. Los balsilles se
ven en el plano del siic de unidn peptidica, haciz el extremo N-terminal del p&ptido (1 y 6), hacia el extremo C-terminal {4),
hiacia la regidn B1 helicoidal {7) o hacia la o1 helicoidal (9)

La cadena lateral de la Thr313 del peptido de HA esta completamente sepultada en un
bolsillo somero, el lamado "6" (figura 13), situado entre la region o] helicoidal v la de la
lamina . Sc ha visto (IJammer et al., 1.993) que en este bolsillo se acomodan mejor los

amincacidos mas pequefios que la treonina, v para el caso concreto del péptido de HA 1a
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sustitucion de Thr313 por alanina aumenta la afinidad de unién (Jardetzky et al., 1.990;
Hammer et al., 1.992).

La cadena lateral de la leucina 314 de HA se acomoda en un bolsillo no muy hondo
(el "7") a lo largo de la hélice de la cadena B, pero este aminoacido sélo esta parcialmente
incrustado en tal bolsillo. No parece que este bolsillo contribuya de manera protagonista a Ia
especificidad peptidica de HLA-DR1, pero puede ser importante en otros alelos.

La molécula de leucina 316 se acopla bien en un pequefio bolsillo hidrofébico (el
llamado "9"), en el que parece que los residuos hidrofébicos son mejor aceptados que los de
otra naturaleza.

En general, los cuatro bolsillos minoritarios son mas pequefios, menos profundos,
menos hidrofébicos y mas permisivos en las cadenas laterales que acomodan (Hammer et al.,
1.992). Junto con el requerimiento de un gran residuo hidrofébico en el bolsillo "1", las
preferencias de unién en estos cuatro bolsilios menores parecen determinar la mayor parte de
la especificidad peptidica de HLA-DR1.

Otras varias cadenas laterales del péptido de HA contactan con HLA-DR1 pero no se
unen a bolsillos, aunque pueden contribuir, no obstante, a la unién por medio de interacciones
con los residuos superficiales de HLA-DR1.

A la molécula de HLA-DR1 pueden unirse un gran numero de diferentes secuencias
peptidicas con alta afinidad y las interacciones desfavorables en uno o en mas bolsillos
pueden compensarse con interacciones favorables en otros lugares del péptido.

En cuanto a los aminoacidos integrantes del PBR, se ha visto que en los loci DQA son
un total de 16 y ocupan las posiciones 26, 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 aminoacidos integrantes del PBR, y son los
que se situan en las posiciones 28, 30, 37, 38, 57, 61, 67, 70, 71 y 74. En los loci de DRB esta
funcidn atafie a los 16 amino4cidos encontrados en las posiciones 9, 11, 13, 28, 30, 37, 38,
57,61,67,70,71,74, 78, 82 y 86 (Andersson et al., 1.991; Zhu et al., 1.991, Sigurdardottir et
al., 1.992). El plegamiento de la proteina para rendir una determinada conformacién
tridimensional es lo que permite que estos aminoacidos se encuentren fisicamente préximos,
pese a que, en términos secuenciales, pueden estar relativamente separados.

Los codones que codifican los aminodcidos del PBR estin sujetos a cambios
mutacionales que pueden ser de naturaleza sindnima o ne sindnima. Diversas fuentes
(Hughes y Nei, 1.988; Hughes y Nei, 1.989; Hughes et al., 1.996a) han comprobado que en

esta region hay un predominio de las sustituciones no sindénimas, lo que constituye un hecho
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de gran trascendencia de cara a afrontar el estudio del polimorfismo y de la evolucion de los.

genes MHC-DRB, como se vera en otros apartados de este trabajo.
1.3.3.- Interacciones del PBR de los antigenos de clase II con el TCR

El receptor de las células T reconoce, de cara a su union, elementos moleculares tanto
de HLA-DRI1 como del péptido derivado de HA (Stern et al., 1.994). Algunos residuos del
complejo HLA-DR1/péptido que pueden interaccionar con el TCR han sido identificados
mediante estudios de mutagénesis. Las sustituciones de los residuos del péptido de HA, cuyas
cadenas laterales no estan incrustadas en los bolsillos definidos con anterioridad (Lys307,
Val309, Lys310, Asn312 y Lys315), o las de los residuos HLA-DR que forman ¢l punto mas
elevado de la estructura (Leu p67, Gln B70 y Arg B71; 1.991; Coppin et al., 1.993), alteran el
reconocimiento del complejo por varios clones celulares T. Todos ellos son residuos
expuestos y su sustitucion alteraria directamente la superficie del complejo HLA-
DR 1/péptido que interactiia con el receptor de las células T.

Las sustituciones de los residuos ocultos también pueden alterar el reconocimiento de
las células T, al haberse visto que la sustitucidon de los residuos que corresponden a HLA-
DR1 B30 (Boehncke et al., 1.993) y 386 (Ong et al., 1.991; Newton-Nash y Eckels, 1.993) o
de los residuos peptidicos que se asocian con la Tyr308 (Busch et al., 1.991) alteran ¢l
reconocimiento de las células T con efectos minimos en la unién peptidica. La localizacion
de estos residuos en regiones ocultas de la estructura molecular sugiere que su sustitucién
debe tener un efecto indirecto, por alteracion de la superficie que contacta directamente con
el TCR. En principio, cualquier alteracién en el sitio de unién podria comunicarse al TCR a
través del péptido unido.

Paralelamente a estos estudios, Kuchroo y colaboradores (1.994) determinaron la
identidad de los aminoacidos que, tanto en el TCR, como en la molécula MHC de clase II
murina interaccionaban para formar un complejo unido. Los analisis que llevaron a cabo
subrayaron la importancia de los residuos 144 (Trp) y 147 (His) en la molécula de TCR, y de
los residuos 145 (Leu) y 148 (Pro) ¢n la estructura de MHC de clase 11 (IAS).
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1.3.4.- Comparaci6n de las uniones peptidicas de los PBR de las clases 1y II

Pese a las semejanzas estructurales que los PBR de las moléculas de clase I guardan
con los de clase I, parecen haber evolucionado para unir péptidos de manera muy diferente a
como lo hacen estos Gltimos. Las proteinas de clase II se unen a péptidos de longitud
aparentemente arbitraria, usando residuos conservados distribuidos a lo largo del sitio de
union, el cual establece puentes de hidrégeno con la cadena principal del péptido unido, en
toda su longitud. La conformacién de los péptidos unidos a las moléculas de clase II parece,
generalmente, estar restringida.

En el extremo N-terminal del sitio de uniéon de la molécula de clase II, una corta
cadena extendida permite la formacion de puentes de hidrégeno entre los residuos de HLA y
el péptido, y orienta las cadenas laterales de HLA de tal manera que no interfieren
estéricamente con los extremos N-terminales del péptido.

(Por qué se han adaptado de manera tan distinta las estructuras de clase I y las de
clase 11?7 Los antigenos de clase II se unen a péptidos que encuentran en los comparti‘mentos
endosémico o lisosémico en los que ocurren procesos proteoliticos, y su capacidad para,
unirse a péptidos largos que se extienden por fuera de los extremos de la valva de unién
permite la posibilidad de que ocurra un desplegamiento parcial y un procesamiento
proteolitico del antigeno mientras éste aun se halla unido a la molécula MHC de clase II
(Stern et al., 1.994). Por el contrario, las proteinas de clase I se unen a péptidos en las
cisternas del reticulo endoplasmico y pueden haber evolucionado para unirse a péptidos
cortos a través de una coevolucién con la maquinaria proteolitica que genera péptidos en el
citoplasma, o con transportadores que transportan péptidos al reticulo endoplasmico.

A pesar de las diferencias en la unién peptidica entre ambos tipos de moléculas de
histocompatibilidad, su afinidad de unién es similar, siendo sus constantes de disociacién del
orden de nanomolar. El PBR mads largo de ias moléculas de clase I supone una superficie de
contacto mayor, ofreciendo la posibilidad de requerir una especificidad menor en cada

contacto.
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1.4.- El sistema HLLA: procesamiento antigénico y presentacién

De manera general, las moléculas de HLA de clase I presentan péptidos originados en
la proteolisis de proteinas intracelulares (la llamada ruta endégena; Bjorkman et al., 1.987,
Goldberg y Rock, 1.992), mientras que las moléculas HLA de clase II presentan peptidos de
antigenos extracelulares (la ruta exdgena; Neefjes et al., 1.990; Cresswell, 1.994; Germain,
1.995) o, en menor medida, de las proteinas endégenas que acceden a los endosomas.

La asociacion de los péptidos con las moléculas de MHC ocurre en organelas
intracelulares especificas, y la interaccion de los péptidos con los antigenos de las clases I y 11
tiene lugar en sitios diferentes dentro de la célula (Babbitt et al., 1.985; Allen y Unanue,
1.987; Cresswell et al., 1.990).

Después de la sintesis en el RER, ambas clases de antigenos, I y II, se transportan al
complejo de Golgi: los de clase I lo hacen asociados al péptido antigénico, los de clase II
viajan unidos a la llamada cadena invariable (li; Roche y Cresswell, 1.990; Liang et al,,
1.996). Es en los golgiosomas donde se secretan los antigenos de clase I y II; las moléculas
de clase I son transportadas directamente a la membrana celular, y las de clase II llegan al
compartimento lisosémico (Germain y Rinker, 1.993; Wolf y Ploegh, 1.995).

El procesado del antigeno incluye su degradacion en fragmentos peptidicos. Sélo una
minoria de fragmentos peptidicos de un antigeno proteico es capaz de unirse a una
determinada molécula MHC. Ademas, las distintas moléculas de MHC se unen a diferentes
series de péptidos (Rudensky et al., 1.991).

Las células son capaces de presentar no solo los antigenos extrafios, sino también
fragmentos peptidicos de sus propias moléculas. Sin embargo, en condiciones normales, elA
individuo no reacciona contra estas moléculas propias a causa de los mecanismos que

producen autotolerancia (Deng et al., 1.993).

1.4.1.- Asociacion MHC de clase I/péptidos

Las células T CD8+ reconocen péptidos que habitualmente derivan de antigenos
proteicos procesados dentro de las células y que son posteriormente expresados en la

superficie de las mismas, asociados a las moléculas de clase I del MHC (Keegan y Paul,

1.992), aunque también se han descrito casos de procesamiento de proteinas exdgenas para
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ser reconocidas por este mismo tipo de linfocitos (Kovacsovics-Bankowski y Rock, 1.995;
Norbury et al., 1.995). Ejemplos de proteinas extrafias sintetizadas a nivel endogeno son las
proteinas virales y los antigenos tumorales. Los LTC son los principales efectores de la
defensa inmunitaria contra los virus y pueden ser importantes en la destruccion inmunitaria
de los tumores (Yewdell y Bennink, 1.992). Al contrario de la expresidn restringida de las
moléculas de clase II, casi todas las células expresan moléculas de clase I y tienen la
capacidad de mostrar antigenos peptidicos asociados a estas moléculas de MHC sobre la
membrana (Bjorkman y Parham, 1.990). Esto asegura que cualquier célula que sintetice
proteinas virales o0 mutantes puede estar marcada para su reconocimiento y muerte por LTC
CD8+ (Miceli y Parnes, 1.993). La generacion de complejos péptido-clase I del MHC es una
funcién normal continua de las células que no discrimina entre proteinas propias y extrafias.

' La estructura cristalina formada por el complejo HLA-péptido ha revelado que un
{inico producto alélico puede unirse a un amplio panel de péptidos con alta afinidad (Madden,
1.995). El prerrequisito para la entrada de una proteina en la via de procesamiento que lleva a
la asociacion del péptido con la clase I del MHC es simplemente la localizacién en el citosol
(Monaco, 1.992).

Los péptidos que se unen a las moléculas de clase I del MHC son generados en el
citoplasma por proteolisis antes de la entrada en la via exocitica que conduce al complejo
péptido-MHC hacia la superficie celular (figura 14). El tamafio adecuado de estos peptidos
oscila entre 8-11 aminoacidos (Falk et al., 1.991; Latron et al., 1.992; Rammensee, 1.995),
estando sus extremos -NH; y -COOH terminales fuertemente anclados al borde de la
hendidura (Madden et al., 1.993), diferenciandose en esto de los péptidos que se unirén a las
moléculas de clase II, en los que son los residuos centrales los que interaccionan con la valva
de unién. En la practica, el inico requerimiento estructural imprescindible para que el péptido
se adapte bien a la hendidura es que el aminodcido del extremo carboxi-terminal sea
hidréfobo o tenga carga (Rammensee, 1.995).

Si primeramente las proteinas se rompen en péptidos en el citosol y después entran en
la via exocitica, donde se localizan las moléculas de clase I del MHC, debe haber
mecanismos para la proteolisis y para el movimiento de péptidos a través de las membranas
limitantes de las organelas exociticas (Goldberg y Rock, 1.992). Ciertas proteinas codificadas
por genes en la region de clase II del MHC (aunque ellas mismas no son, ni estructural, ni
funcionalmente, moléculas de clase I ni de clase II) intervienen en la proteolisis de los
antigenos proteicos y la entrada de los péptidos en la via exocitica. Son las proteinas del

proteasoma y las de los transportadores TAP (Nijenhuis y Hammerling, 1.996; vease 1.2.2.4).
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Es probable que ¢l proteasoma degrade proteinas citosolicas hasta péptidos (Goldberg
y Rock, 1.992; Koopmann et al., 1.997), y que el heterodimero TAP-1/TAP-2 introduzca los
péptidos en la via exocitica donde puedan asociarse a las moléculas de clase I del MHC
(Cresswell, 1.994). El unico requerimiento especifico para que una proteina entre en el
proteasoma es que posea una cola de ubiquitina covalentemente unida (Ciechanover, 1.994;
Groettrup et al., 1.996).

Los antigenos endégenos (Sant, 1.994) se procesan a péptidos por proteasas
citoplasmicas y estos ultimos son traslocados, por los productos TAP1 y TAP2, al interior del
reticulo endoplasmico rugoso (RER). Ya dentro del RER, se cree que los péptidos se asocian
eficazmente con las moléculas de clase I recién sintetizadas. Al parecer, el acoplamiento de la
cadena pesada del MHC y de 32m esta dirigido por los péptidos, ya que los MHC de clase 1
"vacios", que carecen de péptidos, son inestables, y la B2m y la cadena pesada se disocian
rapidamente a temperaturas fisiologicas. Este ensamblaje también esta facilitado por la accion
de proteinas chaperonas (moléculas acompafiantes de otras y necesarias para que éstas
adopten una correcta conformacion), destacando entre ellas Hsp60 y Hsp70, que se
caracterizan por su falta de especificidad por el sustrato y por no catalizar reacciones de
plegamiento especificas; mds bien parecen actuar estabilizando Ia conformacién "no nativa”
de las proteinas, impidiendo su agregaciéon (Melnick y Argon, 1.995).

El ensamblaje y expresion en la superficie de moléculas de clase I del MHC estables
requiere la presencia de péptidos. Las proteinas viricas u otras sintetizadas en el citoplasma
son procesadas por complejos de proteasomas. Estos péptidos generados en ¢l citoplasma se
transportan, mediante el transportador ABC, al interior del RER donde algunos se asocian
con ¢l recién sintetizado complejo clase I-B2m y se estabilizan (Heemels y Ploegh, 1.995).
Solamente se unen aquellos péptidos que cumplen los requerimientos espaciales para su
acoplamiento en el surco de union peptidica.

De este modo, la asociacién de los antigenos peptidicos con las moléculas de clase I
del MHC se debe al tréfico de estos antigenos a través de diferentes compartimentos
intracelulares.

No se sabe si los péptidos se transportan al RER en forma de nonapéptidos o como
elementos de mayor tamafio que, en este caso, pueden unirse a las moléculas de clase I y
recortarse después de la unién. Sea como fuere, el complejo temario se transporta a la
superficie de la célula. Las moléculas de clase I que carecen de péptido unido se disocian (y

presumiblemente son degradadas) antes de llegar a la superficie celular, o sobre esta misma.
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El tamafio del MHC y la probabilidad de que esta regién codifique un cierto nimero
de genes, hasta el momento no descubiertos, suscita la posibilidad de que se encuentren,
dentro del MHC, otros genes que intervengan en el procesado y en la presentacion del

antigeno.
1.4.2.- Asociacién MHC de clase II/péptidos

Las células presentadoras de antigenos (APC; Antigen Presenting Cells: linfocitos B,
células dendriticas, células de Langerhans, macréfagos) convierten antigenos proteicos en
péptidos y los presentan en forma de complejos péptido-MHC de una manera que puede ser
reconocida por las células T CD4+. La transformacién de proteinas nativas en fragmentos
peptidicos asociados al MHC por las APC se llama procesamiento del antigeno.

Minutos después de que los antigenos se unan a las APC, entran en las células
(Neefjes y Ploegh, 1.992), habitualmente por fagocitosis o por endocitosis mediada por
receptores en vesiculas cubiertas de clatrina. Los antigenos proteicos solubles pueden ser
captados por las APC mediante pinocitosis, sin unirse a la superficie celular, Tales antigenos
internados se localizan en wvesiculas intracelulares rodeadas de membrana llamadas
endosomas (Wolf y Ploegh, 1.995). La via endosomal de trafico de proteinas en la célula es
continua y termina en ¢l lisosoma.

El procesamiento de los antigenos que penetran en una APC desde el medio
extracelular suele dar lugar a fragmentos peptidicos de esas proteinas asociados a moléculas
de clase II del MHC (figura 15). Muchos de los péptidos generados tienen 10-30 aminoécidos
de longitud y son capaces de unirse a las hendiduras de unién al péptido (Stern et al., 1.994;
Rammensee, 1.995). Estos antigenos exdgenos comprenden las proteinas sintetizadas por
bacterias extracelulares, hongos y parasitos, y proteinas tomadas por via oral.

Las cadenas de clase II o y B residen, en un primer momento, antes de su unién al
antigeno, dentro del reticulo endoplasmico rugoso en forma de complejos con un elemento
proteico no polimoérfico de 31 Kd, la cadena invariable (Ii; figuras 15 y 16). Esta proteina se
codifica por un gen fuera del MHC, y es un chaperdén que no sélo condiciona el plegamiento
de los heterodimeros MHC de clase II sino también su migracion dentro de las células y, por
altimo, su carga peptidica (Roche y Cresswell, 1.990). Esta proteina es inusual en tanto en
cuanto, a diferencia de lo visto en antigenos MHC y en los anticuerpos, es su extremo amino-

terminal el que esta orientado hacia el citosol, mientras que la porcioén carboxi-terminal se si-
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Figura 15.- Via de presentacion restringida por la clase Il del MHC de un antigeno proteico exégeno. Las
profeinas endocitosadas son degradadas tanto por endo- como por exopeptidasas. La desnaturalizacion por acidificacion y
la reduccion de log puentes disulfuro promusven fa degradacion, pero ef patron de fragmentacién depende frecuentemente
(si no siempre} de la captura de fragmentos y/o péptidos por los dimeros MHC de clase II. La actividad catepsina S en
celulas B y en celulas dendrificas media ef rapido procesamiento de Ii hacia la formacion de CLIP (véase texto) u otros
gerivados, posiblitando asi qus los dimeros de MHC 1l se cargusn con el péptido, ya sea en los endosomas o en otras
vesiculas no lisosbmicas enriquecidas con MHC de clase Il. Los niveles de HLA-DM también estan implicados en la rapidez
del intercambio lipéptido. HLA-DM parece asociarse con los dimeros MHC de clase Il Incluso después ds la disociacion del
fragmento CLIP, ayudando a eslabilizar los dimeros hasta que se carguen con los péptidos. Los péplidos que no pueden
ser cargados en los endosomas o qua son generados stlo después de una exposicion prolongada a las profeasas pusden
ubicarse en Jos lisosomas {embolsamiento de color morado en fa parte derecha de 1a figura). Dibujo basado en un esquema
de Chapman {1.998).
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tha en la luz del reticulo o de las vesiculas intracitoplasmaticas. Estructuralmente, y segun el
tipo celular en el que sea procesado su ARNm, esta proteina puede presentar, o no, un
dominio inhibidor de proteasas (Bevec et al., 1.996). Las células dendriticas carecen de ella
{Brachel ¢t al,, 1,997},

Dominae inhibadaor

de proteasas
- p l l:', e
| ___CLIP
ME B . 2
BO 103

< Citoplasma-» A — —Loemen — 08—

NLDOLR MK LPEPPKPVSKMEMATPLLMGOQALPMG ALP
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Figura 16, Rasgos estructurales de la cadena invariable. Se indican los componentes estructurales mas
impartantes de li; las secuencias citoplasmaticas que se requieren para ef rafico endosomico (segmento gnis de la porcidn
citoplasmatica), &l dominio ransmembrana (TM), el peplido de cadena invariable asociado a clase Il (CLIP, cuya secuencia
aminoacidica se ha representado en rojo; véase fexto), y un dominio inhibidor de proteasas, opeional, codificado por un
exon Unico, v que se eliminz en los ARNm de |l en algunos tipos celulares, come, p. )., las células dendriticas. El
fragmento p10 abarca desde el extremo aming (N) de |i hasta &l extremo carboxilo {C) de CLIP; este fragmento se acumula,
asociado a MHC de clase II, en ausencia de catepsina 3. Con flechas azules se indican los probables siios de escisidn, en
sus dos extremos, del fragmente CLIP, por medio de la catepsina S. Los amincacidos que, dentro de CLIP, se han
representade con letras mas grandes, son los encargados de anclar Il dentro de la hendidura de unlén peptidica de varios
heterodimeros MHC de clase Il Dibujo basado en un esquema de Chapman (1.998).

L.a porcidn luminal de 1 tapa la hendidura de union peptidica de los heterodimeros,
evitando cargas prematuras de péptidos, pero requinendo ulleriormente su degradacion
proteolitica para una eficiente captura del fragmento peptidico antigénico (Roche y
Cresswell, 1.990, Momburg et al.. 1.993). Si no hav tal degradacion se produce una
acumulacion del llamado fragmento pl0, unido a las moléculas de MIIC de clase II (Tineschi
et al., 1.996; Sanderson et al., 1.996:; figura 16).

El complejo off-Ti se transporta a un compartimento icido endosomico o lisosdmico,

donde sc produce el contacto con el antigeno exdgeno que, a su vez, ha sido capturado por
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endocitosis (Teyton et al., 1.990). Este encuentro da lugar al reemplazo de Ii (Momburg et al.,
1.993), el cual se separa de la molécula MHC de clase II por las enzimas proteoliticas y el pH
bajo imperantes en este compartimento; al mismo tiempo, la unién del péptido antigénico a la
hendidura de unién est4 mediada por la llamada proteina BiP (Immunoglobulin heavy chain
binding protein; Proteina de unién a la cadena pesada de la inmunoglobulina) y por la
calnexina (Anderson y Cresswell, 1.994), ademas de por otros chaperones [(o/B)31i3; Roche
y Cresswell, 1.991; Creswell, 1.994] que ayudan a la estabilizacion y el correcto en
ensamblaje de complejos proteicos nonaméricos. El complejo ap-péptido pasa 1-3 horas en
este compartimento antes de alcanzar la superficie celular (Germain y Margulies, 1.993;
Margulies, 1.997). Los complejos péptido-molécula de clase II del MHC se transportan
entonces a la superficie de las APC donde se expresan.

En 1,997, Tan y colaboradores evidenciaron que las ultimas etapas del trafico
molecular que controlan la capacidad de la molécula de clase II para acceder a los antigenos
estan reguladas por el segmento 80-82 de las cadenas B de MHC de clase II.

Un cambio conformacional puede acompaiiar a la unién peptidica. Los perfiles de
estabilidad térmica indican que la unidén del péptido incrementa significativamente la
estabilidad térmica de los heterodimeros vacios, tanto en un medio neutral como suavemente
acido (Reich et al., 1.997). La forma vacia de las moléculas de clase II es significativamente
mas estable que la de las proteinas MHC de clase I. La marcada estabilidad exhibida por sus
formas vacias, asi como su resistencia a los pH bajos, se correlaciona bien con la capacidad
de las moléculas de clase II para atravesar y unir péptidos en las vesiculas endosomales
icidas.

En cuanto a lo tocante a las enzimas proteoliticas endosomicas, tienen, por lo menos,
dos claros papeles en la funcién MHC de clase II: generacion de péptidos antigénicos y
procesamiento de la cadena invariable no polimérfica (li).

El fragmento de Ii resultante de la degradacién proteolitica es el péptido CLIP (Cfas
II-associated Invariant Peptide; Péptido Invariable asociado a Clase II; figura 16), de 24
aminoacidos de longitud (ségmento aminoacidico 80-103 de Ii), el cual seguira ocupando la
hendidura de unién gracias a los aminoacidos M92, A95, P97 y M100 (Sinigaglia y Hammer,
1.994; Ghosh et al., 1.995; figura 16), hasta que sea eliminado y fisicamente desprendido con
la participacion de otra molécula codificada por MHC, DM (Weenink y Gautam, 1.997;
figura 15). La interaccion del heterodimero DMA/DMB con la molécula de clase 11, junto a la
acidez del compartimento lisosémico, posibilita la subsiguiente rapida carga de péptidos
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derivados de antigenos de alta afinidad dentro de la hendidura de MHC de clase II (Denzin y
Cresswell, 1.995; Sloan et al., 1.995). Los complejos estables ya cargados con el fragmento
peptidico estan listos para salir de los compartimentos endociticos y presentar sus antigenos
peptidicos a células T colaboradoras especificas en la superficie celular.

Katz y colaboradores estudiaron en 1.996 las consecuencias de la expresién conjunta
de Ii y de HLA-DM sobre la funcionalidad del MHC de clase 11. li bloquea la unién peptidica
en el reticulo endoplasmatico y posibilita la localizacion de MHC en los compartimentos
endociticos. Se piensa que HLA-DM actua primariamente en los endosomas para promover
la disociacion del péptido derivado de Ii (CLIP) del bolsitlo de union del antigeno de clase II
y la subsiguiente carga peptidica (Morris et al., 1.994). En este mismo estudio se evaluo el
papel funcional de i y de DM al examinar su impacto sobre la expresion superficial de los
epitopos reconocidos por un amplio panel de células T alorreactivas. Se vio que la mayoria de
los epitopos estudiados estaban influenciados tanto por Ii como por DM. Més sorprendente
aon fue encontrar que la expresion superficial de una fraccidn significativa de complejos
clase II-péptido resultaba més entorpecida que favorecida por la expresién de genes DM
dentro de las APC. DM podria tener una funcién mds generalizada que la de modificar el
conjunto de péptidos que son presentados por antigenos de clase II. Esta modificacion puede
ser positiva o negativa, sugiriendo que DM juega un papel especificador en la exposicion de
péptidos presentados a las células T CD4+ (Bertolino y Rabourdin-Combe, 1.996).

Una vez alcanzada la superficie celular, el fragmento antigénico unido a moléculas
MHC de clase II sera expuesto y presentado a las células T CD4+ (Bjorkman et al., 1.987,
Cresswell, 1.994), Han logrado esclarecerse las reglas basicas que determinan cémd las APC
muestran determinantes antigénicos a las células T coadyuvantes para regular las respuestas
inmunes. El paso inicial en la presentacion de un antigeno proteico exégeno es la exhibicion
del antigeno procesado y unido a la hendidura de la molécula de MHC de clase 1I, sobre la
membrana celular de una APC (figura 17). Esta etapa de reconocimiento implica a la
estructura tripartita formada por el TCR, la molécula de MHC y el péptido acoplado dentro
de la hendidura de la molécula de MHC.

Recientes analisis estructurales (Feng et al., 1.996; Magee y Sayegh, 1.997) de los
complejos péptido-MHC de clase 11 revelan que un péptido antigénico se une a MHC en una
anica conformacién y que las cadenas laterales que.se anclan en los bolsillos de unién
parecen no llegar a contactar con el TCR, pues quedan embutidos en lqs bolsillos de la

hendidura de unién.
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Figura 17.- Esquema que muestra s
momente en que una célula T cooperadora
reconoce al péptido extrafio que le es mostrado por
la APC. La presentacion del péptido se hace por medio
de ta molscula MHC de clase || ubicada en la
membrana de la APC. La molécula CO4 del linfocito Th
Interacciona con una region no polimorfica (el dominia
[32) de los antigenos de histocompatibilidad de clase 11,
La molécula de CD3 tamhién se encuentra asociada al
receptor de las células T y actia como fransmisora de
la sefial de activacion al interior de la célula,
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En lo tocante a la molécula correceptora, CD4, Li y colaboradores (1.997) han
identificado un bolsillo de su superficie molecular como un epitopo funcional implicado cn la
interaccion CD4-MHC de clase 1l v en la activacion celular T.

Las células T reconocen el antigeno por formacion de un complejo trimolecular en el
cual el TCR reconoce un antigeno péptido-gspecifico dentro de la hendidura de una molécula
MIIC. Se ha asumido gencralmente gue el reconocimiento celular T de distintos compléjos
MHC-antigeno es debido a similitudes en la estructura tridimensional de estos complejos
{Ausubel et al. 1.996) Fstos mismos aulores demostraron que las sustituciongs
aminoacidicas conservadas del péplido antigénico en los residuos de contacto predominantes
del TCR, en las posiciones 91 y 93, suprimen totalmente la reactividad de los clones celulares
T especilicos. Mas atin, cuando una sustitucion conservadora se efectiia en la posicidn 91,
concomitantemerite & una sustitucion no conservadora en la posicion 93, los ¢lones de células
T recobran una reactividad equivalente a la del péptido estimulador original. Asi, la
naturaleza exacta de las cadenas laterales aminoacidicas que se engranan sobre un bolsillo
funcional de TCR puede cambiar la selectividad aparente de los otros bolsillos funcionales
predominantes en TCR, sugiriendo asi un marcado grado de plasticidad del receptor, Esta
capacidad del complejo trimero TCR-péptido-MHC para experimentar cambios

conformacionales proporciona un marco de trabajo conceptual para reconciliar la aparente
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paradoja de la selectividad extrema del TCR y su acentuada reactividad cruzada con
diferentes complejos MHC-péptido (Garboczi et al., 1.996).

1.5.- Polimorfismo del sistema MHC

El polimorfismo se define como la ocurrencia regular y simultdnea en la misma
poblacién de dos o més alelos en el mismo locus en frecuencias que no pueden ser explicadas
s6lo por mutacién recurrente. En el reino animal es probable que el sistema MHC tenga el
mas alto grado de polimorfismo. De hecho, un rasgo caracteristico del MHC es el grado
extremo_ de polimorfismo que muestra en sus productos proteicos (Bjorkman y Parham,
1.990), reflejo también de una gran diversidad codificadora: en el conjunto de una poblacion
considerada, cada uno de los loci genéticos presenta un alto nimero de alelos. Es por esto por
lo que dos individuos no relacionados tienen una probabilidad muy baja de tener idénticos sus
sistemas HLA (o, en general, MHC, en individuos no humanos).

Existen nueve loci diferentes para los genes HLA-DRB, que comprenden cuatro loci
expresados (DRB1, 3, 4 y 5) y cinco pseudogenes (DRB2, 6, 7, 8 y 9; Bodmer et al., 1.992).

Dentro de una determinada molécula de clase I o I, el polimorfismo estructural se
agrupa en determinadas regiones de la molécula. La variabilidad de la secuencia de
aminoacidos en los antigenos de clase | se agrupa en tres regiones principales de los dominios
al y o2; el dominio a3 estd mucho mas conservado. En las moléculas de clase I, la
extension de la variabilidad depende de la subregién y de la cadena polipeptidica. Asi, por
ejemplo, dentro de las moléculas humanas de clase II, la mayor parte del polimorfismo ticne
lugar en las cadenas B de DR y de DQ, mientras que estas mismas cadenas, en DP, son
ligeramente menos polimérficas. DQa es polimérfica, mientras que las cadenas DRa son
invariables (no se ha encontrado variabilidad alélica en el locus codificador de DRA) (Kelly
et al., 1.991; Trowsdale et al., 1.991). En las poblaciones exogamicas, donde los individuos
poseen dos haplotipos MHC, pueden producirse moléculas hibridas de clase II, con una
cadena procedente de cada haplotipo, lo que genera una diversidad estructural sobreafiadida-
en las moléculas expresadas.

Es en el segundo exén de los genes DRB donde se ha localizado 1a mayor variabilidad
de secuencias encontrada en todo el sistema MHC. Concretamente, en este exén se han
identificado tres regiones hipervariables (RHV; Wu et al., 1.987). La 1® regién abarca desde
el nucledtido -4 hasta el 29 (aminoécidos 4 al 14); la 2° regién comprende los nucleotidos 63
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al 79 (residuos aminoacidicos 26 al 37); y la 3® region es la que se extiende desde el
nucledtido 186 hasta el 209 (aminoacidos 67-74; Korman et al., 1.985; Bell et al., 1.987;
Bidwell, 1.988).

La mayoria de los aminoacidos polimérficos en los antigenos de clases I y II se
agrupan sobre la cima de la molécula, en el gran surco que actua como sitio de unién al
péptido antigénico (Gyllensten et al., 1.991b; Lundberg y McDevitt, 1.992). De este modo, la
variacion se centra casi exclusivamente en la base de dicho surco, o bien sobresaliendo a
ambos lados de la regi6n alfa-helicoidal. _

La naturaleza del polimorfismo en los loci MHC difiere de la de otros loci nucleares
por presentar {Andersson y Mikko, 1.995):

a) Un gran numero de alelos por locus.

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

nuUMeErosas posiciones.

c) Una distribuciéon de frecuencias alélicas en las poblaciones con muchos alelos en

frecuencias intermedias, bastante més que la caracteristica distribucién de frecuencias

de la mayoria de los loci nucleares.

Este polimorfismo incrementa la capacidad para unirse a péptidos de diferentes
origenes, facilitando el reconocimiento de muchos patégenos diferentes y un mejor
reconocimiento de ese péptido por medio de las células colaboradoras y una respuesta
inmune potenciada (Buus et al., 1.987). Se asume asi que la presencia del polimorfismo
representa un activo que confiere ventaja selectiva (Hughes y Nei, 1.988; Hughes y Nei,
1.989) y que un heterocigoto para dos alelos diferentes en un locus tendra, por consiguiente,
resistencia a dos tipos diferentes de patdgenos y, en consecuencia, tendra una adaptabilidad
mas alta que la de un homocigoto para cada uno de esos alelos. Si este posicionamiento es
acertado, los heterocigotos para muchos toci tendrian una adaptabilidad superior que aquellos
individuos con un nimero pequefio de loci. Podria esperarse que un sistema genético con
muchos loci polimérficos evolucionaria favorablemente. Sin embargo, en la prictica, el
numero de loci polimérficos es relativamente pequeiio, y parece haber dos razones para esto:

a) Un mismo producto alélico puede reconocer muchos péptidos extrafios diferentes,

con tal de que compartan un cierto motivo estructural, siendo asi que un nimero

relativamente pequeiio de antigenos MHC por individuo es suficiente para protegerse

efectivamente frente a varios patogenos (Sette et al., 1.988; O'Sullivan et al., 1.991).
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b) Si hay demasiados loci polimérficos, la proporcién de células T que seria eliminada

para evitar autoinmunidad llegaria a ser tan alta que podria llegar a ser incompatible

con la vida (Bontrop et al., 1.995).

De hecho, se ha visto que determinadas especies exhiben sélo un polimorfismo
limitado de los loci MHC (Darden y Streilein, 1.984; Ellegren et al., 1.996) sin que ello afecte

a su supervivencia a corto plazo.
1.5.1.- Serologia

Para que un alelo sea reconocido por las técnicas serologicas es necesario tener la
disponibilidad de sueros poli- 0 monoclonales que permitan el reconocimiento de dicha
especificidad en diferentes laboratorios. Las nuevas especificidades son revisadas
oficialmente cada cuatro afios en los llamados Talleres Internacionales de
Histocompatibilidad. En el ultimo de éstos (Francia, 1.996) han sido reconocidos
oficialmente 27 variantes serologicas de HLA-A, 59 de HLA-B, 10 de HLA-Cw, 26 de HLA-
Dw, 6 de HLA-DP, 9 en HLA-DQ y 24 para HLA-DR.

Las técnicas de microlinfocitotoxicidad son usadas para tipificar los tres genes de
clase I clasicos, asi como HLA-DQ y -DR, mientras que HLA-Dw se tipifica en cultivos
mixtos de linfocitos frente a un panel de células homocigotas. Por ultimo, HLA-DP es
tipificado en respuesta a cultivos secundarios.

Aunque en el brazo corto del cromosoma 6 humano se han mapeado 9 loci DRB, un
cromosoma (haplotipo) individual contiene solamente entre une y cinco loci (Béhme et al,,
1.985) y se clasifica dentro de uno de los cinco grupos haplotipicos principales DR, que han
sido identificados tomando como base la especificidad serolégica expresada por el locus
polimérfico DRB1 y por la presencia de un conjunto caracteristico (Svensson et al., 1.996) de
genes DRB (figura 18). Estos cinco grupos haplotipicos principales de DR son:

a) El grupo DR1, que expresa las especificidades serologicas DR1, 10 y 103.

b) El grupo DR51, que expresa las especificidades seroldgicas DR15 y 16.

c) El grupo DR52, que expresa las especificidades DR3, 11, 12, 13, 14, 1403 y 1404.

d) El grupo DR53, que expresa las especificidades serolégicas DR4, 7y 9.

e) El grupo DR8, que expresa la especificidad DR8.

La region DR también contiene un Unico gen DRA monomérfico.
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Figura 18.- Organizacién génica de DRB. Tomando como base la especificidad seroldgica polimorfica
axpresada por el locus DRB1, se han identificado cinco grupos principales de haplotipos DR. Aqui se muestran de manera
esquematica los distintos genes {en naranja) y pseudogenes (en amarilio) DRS que pueden presentarse combinados en un
determinado cromosoma (haplofipo), junto con el gen Unico DRA. Dentro del grupo DR51, la antiguamente lamadsa
especificidad ORZ ha quedado escindida en DR15 y DR16; analogaments, en DR52, las especificidades DR11 y DR12 son
las que, antaflo, eran conocidas cominmenta como DRS5, y &s por ello por lo que DR2 y DR5 no se han representado coma
fal en este esquema, pudiendose dar una explicacion similar acerca de Ja antigua especificidad DR6. No es sequra la
presencia de DRBS en todas estos grupes haplotipices (intemogantas en las cajas amarillas de DR1, DR52 y DRA).
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En la subregion HLA-DR se han observado al menos 21 variantes del locus
mayoritario HLA-DRB1, cuya numeracién va desde 1 hasta 18, siendo algunas de ellas una
subdivisién que se ha encontrado en fechas més recientes de otras anteriormente definidas
{como DR11 y DR12, que son subtipos de DRS, y DR15 junto con DR16, que lo son de DR2;

por eso es que DRS y DR2 no son verdaderos alelos, sino conjuntos de alelos diferentes).
1.5.2.- Andlisis de restriccién y dosis génica.

Con el advenimiento de la tecnologia de Southern Blot (Southern, 1.975), empezaron
a ser estudiados los denominados polimorfismos de "presencia/ausencia” de lugares de
restriccion (fragmentos especificos de secuencias nucleotidicas que son reconocidos por
endonucleasas de restriccién), sobre todo en los antigenos de clase II (Bidwell y Jarrold,
1.986; Bidwell et al., 1.987), lo que permitié la separacién de lo que en serologia eran
identificados como alelos tinicos y, por tanto, la definicién de nuevos alelos. Si en un ADN
concreto esta presente el lugar de reconocimiento para una determinada restrictasa, ésta lo
cortard, y al proceder al revelado con una sonda para el gen en estudio se observara un patrén
de fragmentos diferente que si no estuviese el lugar especifico para el reconocimiento de esa
endonucieasa de restriccion.

El conocimiento progresivo del sistema HLA ha demostrado que el nimero de bandas
obtenido para un determinado haplotipo coincide siempre con el nimero de genes DR
existente en cada cromosoma (Bontrop et al., 1.989). Asi, en las células DR8 s6lo se obtiene
una banda, dos bandas en las células DR1 y DR10, tres bandas en las células DR2, DR3, DRS
y DR6, y cuatro en las células DR4, DR7 y DRS.

La posibilidad de que en un mismo cromosoma se encuentren mas de un gen diferente
de DRB ha hecho conveniente la necesidad de manejar el concepto de dosis génica. El
sistema HLA (y muy especialmente la region HLA-DR) tiene un polimorfismo de dosis
génica basado en la existencia de un diferente numero de genes (tanto expresados como no)
en un cromosoma, segun los individuos considerados.

Asi, los cromosomas donde su locus DRB1 codifica para los antigenos DR3, DR5 o
DR6 tienen una estructura muy similar, con dos genes DRB activos (DRB1 y DRB3,
codificador este Gltimo de la proteina DRS2; Smith et al,, 1.996) y el pseudogén DRB2
(Rollini et al., 1.985; figura 18), el cual carece completamente de exo6n 2 (Andersson et al.,
1.987). A este grupo de cromosomas se le denomina genéricamente, "grupo del DR52" (véase
1.5.1). Adn no esta clara la presencia del gen DRB9 en este haplotipo.
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Anélogamente, los cromosomas cuyo gen DRB1 codifica para las proteinas DR4,
DR7 o DR9, poseen una estructura genética muy similar con cinco genes DRB diferentes:
dos de ellos activos (DRB1 y DRB4, codificador este Gltimo de la proteina DR53; véase
1.5.1) y tres pseudogenes (DRB7 y DRB8 y DRB9; Bodmer et al., 1.992; figura 18). El
pseudogén DRB7 no tiene ninguna delecién, pero presenta varias mutaciones puntuales
inactivadoras por generacion de codones prematuros de paro (Larhammar et al., 1.985;
Andersson et al., 1.994), mientras que DRB8 carece, aparentemente, tanto del exén 1 como
del exén 2 (Rollini et al., 1.987; Vincek et al., 1.992).

Los cromosomas cuyo gen DRBI! codifica para proteinas DR2 tienen una estructura
similar a los del grupo del DRS52 (figura 18), con dos genes activos (DRB1 y DRBS, que
codifica para la proteina denominada DR51; véase 1.5.1) y un pseudogén DRB6 (Kawai et
al., 1.989), el cual carece de ex6n 1 (Corell et al., 1.991; Figueroa et al., 1.991; Klein et al,,
1.991; Andersson et al., 1.991).

Por otra parte, los cromosomas cuyo gen DRBI1 codifica para proteinas DR1 o DR10
parecen tener solo un gen activo junto al pseudogén DRB6.

Finalmente, los cromosomas cuyo gen DRB1 codifica para proteinas DR8 tienen la
estructura genética mas sencilla, con un tnico gen (DRB1). Este dato se correlaciona una vez
mas con la obtencién de una sola banda de restriccién en los estudios de RFLP. No obstante,
se sabe por serologia que las células de tipaje DR8 presentan reaccién cruzada con los sueros
del grupo del DRS52. Esta aparente contradiccion queda explicada porque estos cromosomas
proceden del grupo DRS52, habiendo sufrido una delecidon que incluye el extremo 3' del
primer locus (DRB1), el segundo locus completo (DRB2) y el extremo 5' del tercer locus
(DRB3; Gorski et al., 1.989), de modo que su Unico locus es un hibrido DRB1-DRB3, lo que
explica sus reacciones serologicas cruzadas con el grupo del DR52. La presencia en el MHC
de gorila de este supuesto haplotipo ancestral corrobora esta hipdtesis (Klein et al., 1.991).

Por 1ultimo, el pseudogén DRB9 (Bodmer et al., 1.992), del que no se tiene seguridad
de que esté presente en todos los haplotipos y que esta constituido inicamente por un exon 2
de DRB (Meunier et al., 1.986; Haas et al., 1.987) se localiza centroméricamente a DRA y
teloméricamente a los demas genes DRB de cada haplotipo. Es posible que la constancia
génica de DRBY, a lo largo de los Gltimos 4 millones de afios, sea debida al monomorfismo y
conservacion evolutiva del adyacente locus DRA (Godngora et al,, 1.996; Goéngora et al,,
1.997).

El haplotipo DR8 es especial puesto que contiene un unico gen DRB. Este gen se

generd probablemente por una contraccion génica ocurrida en un haplotipo primigenio
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semejante a DR52, puesto que el gen DRB de DR8 es similar a DRB1 en el extremo 5’ y
similar a un gen DRB3 en el extremo 3° (Andersson et al., 1.988; Jonsson et al., 1.989; Gorski
et al., 1.989; Smith et al., 1.996). La presencia en el MHC de gorila de este supuesto
haplotipo ancestral corrobora esta hipotesis (Klein et al., 1.991).

Los distintos genes DRB expresados (DRB1, 3, 4 y 5) muestran un alto grado de
similitud dentro de los grupos haplotipicos. Estos andlisis filogenéticos son coherentes con
que diferentes grupos haplotipicos DR son evolutivamente antiguos (Klein et al., 1.991).

Todas los pseudogenes vistos hasta ahora tienen unas secuencias nucleotidicas
altamente divergentes que no han sido sometidas a ninguna presion selectiva y, por

consiguiente, han acumulado una sustancial heterogeneidad después de su inactivacion.
1.5.3.- Secuenciaciéon de ADN

Con el desarrollo de la tecnologia de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR;
Polymerase Chain Reaction; Saiki et al., 1.985), el estudio de los genes MHC se ha
revolucionado en el sentido de que es procedimentaimente sencillo obtener un elevado
nimero de copias de un gen que se quiera analizar y, con posterioridad, emplear estas copias
en técnicas de tipaje con oligosondas o en secuenciacion de ADN, lo cual ha posibilitado que
en los ultimos afios se hayan secuenciado muchos alelos MHC. Mas concretamente, en la
subregion HLA-DR se han obtenido hasta la fecha mas de 60 secuencias diferentes para los
distintos loci HLA-DRB (Bodmer et al., 1.994) y 13 nuevas secuencias Mhc-E (Alvarez et
al., 1.997).

Un refinamiento de esta técnica fue desarrollado por Knapp y colaboradores en 1.997,
usando una combinacién de PCR, Electroforesis en Gel de Gradiente Desnaturalizante
(DGGE, Denaturating Gradient Ge!l Electrophoresis) y secuenciacién directa, lo cual supuso
una manera simple y relativamente rapida de identificar alelos DRB para el tipaje tisular,
determinando identificacién individual y estudios de asociacion y susceptibilidad a
enfermedades. Esta nueva técnica también podria contribuir a mejorar los estudios de funcién

y evolucion del MHC en muchas especies diferentes.
1.5.4.- Alelismo, motivos y linajes

El polimorfismo del sistema MHC no sélo se caracteriza por la presencia de varios

loci génicos en un mismo haplotipo (tipico de la organizacién génica de la subregién DR),
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sino también porque muchos de esos genes pueden presentar, a nivel poblacional, un gran
namero de alelos diferentes (Ayala y Escalante, 1.996). Este polimorfismo alélico se
caracteriza por multiples reemplazamientos nucleotidicos entre los alelos.

Este polimorfismo no esta distribuido uniformemente por todo el MHC. Asi, en el
locus HLA-A se han encontrado 25 diferentes alelos; 32 en HLA-B; 11 en HLA-Cw; so6lo 4
alelos han sido hallados en el poco polimoérfico locus HLA-DPA1; en cambio, se han hallado
19 en DPBI; el locus DQA1 exhibe hasta 8 alelos diferentes, mientras que el gen HLA-
DQBI tiene 13. Entre los diferentes loci que conforman la subregiéon DR (Bodmer et al.,
1.992) se ha visto que DRB1 puede presentarse hasta en mas de 60 formas alélicas diferentes
(véase 1.5.3). En esta misma subregién, HLA-DRB3, -DRB4 y ;DRBS tienen,
respectivamente, 4, 2 y 4 variantes alélicas.

Dentro de un mismo locus, las distintas secuencias alélicas encontradas en él pueden
agruparse, segun su homologia, en linajes (Klein et al., 1.990; McDevitt, 1.995). El
agrupamiento en linajes se hace en funcion de que los alelos considerados compartan ciertas
secuencias caracteristicas, llamadas motivos.

Un motivo MHC puede definirse como una secuencia nucleotidica o aminoacidica de
corta longitud, caracteristica de un linaje alélico o de los productos proteicos de tal linaje, los
alomorfos. A su vez, un linaje alélico es un grupo de alelos que son mds similares entre si de
lo que son respecto a los miembros de otros grupos. Un linaje alélico abarca habitualmente
secuencias génicas de especies diferentes pero relacionadas, en las que todos los genes asi
agrupados derivarian de un gen ancestral comin que no seria igual al gen ancestral de otro
linaje (Klein et al., 1.993a). Aunque los motivos son evidentes tanto en los alineamientos
nucleotidicos como en los aminoacidicos, lo habitual es usar casi exclusivamente los motivos
aminoacidicos, y ello por dos razones. La primera de ellas es que en el nivel proteico los
motivos son mas faciles de identificar puesto que sus secuencias son mas cortas y no estan
sujetas a las ambigiiedades derivadas de la degeneracion del codigo nucleotidico. La segunda
razén es que si, como se asume generalmente, los motivos tienen una funcidn, es obvio que la
secuencia proteica estard mas asociada con tal funcién que la secuencia génica.

Los motivos MHC varian en longitud desde un unico aminoacido hasta mas de una
docena. En algunos motivos, los residuos aminoacidicos compartidos por diferentes linajes
alternan con residuos especificos de linaje, mientras que en otros, los residuos especificos de
linaje son contiguos (Klein y O'hUigin, 1.994; Klein y O'hUigin, 1.995).

En los genes de clase II el exén 2 es la region donde se da la mayor parte de los

motivos. Los motivos son menos abundantes y menos conspicuos en e] resto del gen. Esto es
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aparentemente asi porque, en el segundo exén, ciertas regiones cortas varian mas que otras y
su variabilidad esta condicionada por la presion de la seleccion positiva (Hughes y Nei,
1.989). Por consiguiente, estas regiones acumulan sustituciones no sinénimas caracteristicas
en una densidad mayor que la encontrada en el resto del gen (véase 1.5.6).

En el caso concreto de las cadenas B de DR, la mayor parte de ios motivos se localiza
entre las posiciones 9-14, 27-39, 56-58, 65-78 y 84-88. Los dos primeros tramos se localizan
en la lamina beta, mientras que los otros tres son parte de la hélice alfa. El extremo NH,-
terminal de la molécula, asi como los giros que conectan los segmentos de lamina beta son
relativamente constantes, asf como la totalidad de la cadena o. La variabilidad en la molécula
DR depende enteramente del dominio Bl. La concentracién de motivos en las regiones
implicadas en el sitio de union al péptido implica que son importantes para la funcién de la
molécula DR. (Klein et al., 1.993b).

No hay motivos compartidos entre los productos proteicos de DR, DQ y DP, lo que
puede significar que estas proteinas sirven a funciones diferentes, quizas debido a una

diferente especializacién sobre diferentes grupos de parasitos (Klein y O'hUigin, 1.995).

1.5.5.- Origenes y fuerzas selectivas del polimorfismo de MHC

El elevado polimorfismo encontrado en los loci funcionales del sistema MHC lo sitia
totalmente aparte de otros genes conocidos. Se podria pensar que existen unas fuerzas de
seleccion natural especificas que actian sobre el MHC. Por supuesto, los loci del MHC
sufren también seleccion negativa (eliminacion de alelos mutantes, a- o hipofuncionales)
como sucede en los demas genes (Klein, 1.987; Barnden et al., 1.997). ;Se produce en este
" sistema algin tipo de seleccion positiva que dé ventajas a los individuos heterocigotos para
los diferentes loci? Hay bastantes controversias sobre este punto, con evidencias en contra de
esta supuesta seleccién positiva (Trowsdale et al., 1.989) y estudios estadisticos que se
inclinan a favor (Hughes y Nei, 1.988).

Histéricamente se han propuesto cuatro hipétesis para intentar explicar la génesis y €l
mantenimiento del polimorfismo del MHC:

a) Una tasa de mutacion inusualmente alta (Bailey y Kohn, 1.965; Li et al., 1.996).

b) Recombinacién: microrrecombinacién, recombinacién no reciproca, conversion

génica o intercambio genético interloci o intraloci (Widera y Flavell, 1.984; Mengle-

Gaw y McDevitt, 1.985; Yeager y Hughes, 1.999).
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¢) Seleccion sobredominante (Doherty y Zinkernagel, 1.975; Klein y Figueroa, 1.986).

d) Seleccion dependiente de la frecuencia (Snell, 1.968; Bodmer et al., 1.971).

Si la generacién del polimorfismo del MHC fuera un proceso relativamente rapido,
debido por ejemplo a una considerable tasa de mutacién [punto (a)] y porque todas esas
mutaciones fuesen seleccionadas positivamente, cabria entonces esperar que la mayor parte
de la variacién en MHC deberia ser posterior al origen de las especies y durante algin tiempo
se creyo que esta teoria reflejaba la realidad; pero se ha visto que los genes MHC evolucionan
a una velocidad relativamente lenta, con la regularidad de un reloj: se necesitan entre 1 y6
millones de afios para que una nueva mutacién se incorpore en un alelo MHC, y la tasa de
. mutacién en estos genes es comparable a la vista en otros genes de primates, ademas de que
no todas las mutaciones son seleccionadas favorablemente. Asi mismo, las diferencias
mutacionales entre genes MHC humanos y murinos no son particularmente altas comparadas
con las de otros genes (Hughes y Nei, 1.988), y no pueden explicar el alto grado de
polimorfismo (70-90% de heterocigosis) y la larga persistencia de alelos polimérficos en la
poblacién (por lo menos 3-10 miliones de afios; Figueroa et al., 1.988; Lawlor et al., 1.988).
De esta manera, la hipotesis de una tasa de mutacién inusualmente alta en los loci MHC
puede ser descartada, sin perjuicio de que en este sistema génico, como en cualquier otro, la
mutacién contribuye a un aumento de la variabilidad.

Algunos investigadores han postulado que la generacién de polimorfismo dentro de
estos genes es debida principalmente a fenémenos de "conversion génica” [punto (b)],
llamados también recombinaciones no homélogas o intercambios genéticos inter- o intraloci
(Weiss et al., 1.983; Gorski y Mach, 1.986; Wu et al., 1.990; Andersson y Mikko, 1.995;
Erlich et al., 1.996). Hay varias lineas de trabajo que se inclinan por la ocurrencia de
recombinacion intragénica y sugieren que €l segmento que codifica la regién alfa-helicoidal
de las cadenas polimorficas B de clase II es particularmente proclive a la recombinacién. En
primer lugar, este segmento génico tienen una composicién de bases muy rica en GC, con
muchos dinucleétidos CpG que pueden promover los intercambios recombinatorios (Jaulin et
al., 1.985; Dieckmann y Gandy, 1.987). En segundo lugar, en la region génica limitrofe entre
la secuencia codificadora de la lamina beta y la de la hélice alfa se ha descrito un corto
segmento que muestra homologia con la secuencia de recombinacion y, de Escherichia coli
(Gyllensten et al., 1.991a). Otros trabajos (Ellegren et al., 1.996) también postulan la
existencia de la recombinacion intergénica como impulsora de un polimorfismo limitado en

el sistema MHC de mamiferos.
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Pero estas hipdtesis también parece tener algunos problemas (Klein y Figueroa,l
1.986); en particular, no pueden explicar las diferencias entre d; y d, (véase 1.5.6) en
diferentes regiones de los genes MHC; y ademas, en el caso de los genes de clase II es dificil
comprender por qué se concentra el polimorfismo en el PBR si la conversion génica es la
principal causa del polimorfismo de MHC. Ademas, los procesos recombinatorios, si son
mecanismos generalizados v si se dan entre loci distintos, producirian un conjunto de
secuencias con motivos entremezclados que dificilmente podria explicar como, en la gran
mayoria de los casos, al construir un arbol filogenético, los distintos alelos quedan
perfectamente arracimados en funcién de sus loci o linajes (Klein y O'hUigin, 1.995).

No obstante, el hecho de que se hayan encontrado ciertos linajes, como HLA-
DRBI*08, en el que su segundo exén procede del linaje DRBI*03, mientras que el exén 6 es
del gen DRB3 (Andersson et al., 1.988), hacen pensar en que no pueden descartarse sucesos
recombinatorios entre exones diferentes de distintos loci o linajes (Klein y O'hUigin, 1.995;
Brunsberg et al., 1.996) aunque, a la vista de esos mismos trabajos, se trataria de un
mecanismo de escasa frecuencia en el proceso generador de diversidad del sistema MHC.

El patron de sustituciones nucleotidicas en estos genes es bastante diferente del
encontrado en la mayoria de otros genes, tanto eucariotas como procariotas, en los que la
mayoria de las sustituciones son sindénimas, ocurriendo a menudo en la tercera posicion
nucleotidica de los codones (Nei y Gojobori, 1.986). En los genes MHC de clase ], la tasa de
sustituciones no sindénimas es més alta que la de sustituciones sinénimas en los 19 codones
que codifican los aminoacidos integrantes del ARS, pero esta relacion se invierte en las otras
regiones del gen (Hughes y Nei, 1.988; Hughes et al., 1.996b). Puesto que se sabe que la
seleccion sobredominante [punto (c)] incrementa la tasa de sustituctones aminoacidicas, asi
como la heterocigosidad y, por consiguiente, la extensién del polimorfismmo (Nei et al.,
1.983), se ha concluido que el polimorfismo de clase I est4 principalmente causado por
seleccion sobredominante operativa en el ABS

Hughes y Nei (1.988, 1.989) se aproximaron a la cuestion de la seleccion en los loci
MHC cuando compararon las tasas de sustituciones nucleotidicas sindnimas y no sinénimas.
Ellos usaron el método de Nei y Gojobori (1.986) para estimar el nimero de sustituciones
nucleotidicas sinénimas por sitio sinénimo {(d,} y el nimero de sustituciones nucleotidicas no
sindbnimas por sitio no sinénimo (d,; Li et al.,, 1.996) en diferentes regiones de los genes
MHC. Razonaron que si el polimorfismo de MHC se mantiene por seleccion sobredominante,
la cual a su vez se relaciona con la presentacion peptidica y, por ende, con la resistencia

frente a patégenos, tal seleccién actuaria en el sentido de favorecer las diferencias
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aminoacidicas en el ARS y. por consiguiente, d, excederia a d, en los codones que codifican
el ARS. Este patron es ¢l inverso del que se ha visto en la mayoria de los genes funcionales,
en los cuales d; excede a d,. Esto ocurre asi porque la mayoria de los cambios de amino4cidos
alteran la estructura proteica y son perjudiciales para los organismos y asi, la mayoria de las
sustituciones no sindnimas se eliminan por seleccion natural conservadora o "purificadora”.

Tal como predijeron, Hughes y Nei (1.988) observaron valores de d,
significativamente mas altos que los de d; en los ARS de clase I. En contraste, encontraron
que ds excedia generalmente a d, en el resto de la estructura de clase 1. Asi, el gen de clase 1
esta sujeto a seleccion sobredominante o a alguna otra forma similar de seleccién
favorecedora de la diversidad en ¢l ARS, mientras que la porcion restante de la molécula esta
sometida a seleccion purificadora. Resultados similares se han encontrado en los genes de
clase II (Hughes y Nei, 1.989): d, excede a d; en las posiciones codificadoras del sitio de
unién, mientras que la situacién inversa se presenta en el dominio 2. Los resultados hallados
en clase II son consistentes con los previamente obtenidos para loci MHC de clase I (Hughes
y Nei, 1.988) y sugieren poderosamente que la tasa de sustitucion aminoacidica en el ABS se
incrementa por seleccién darwiniana positiva.

Resumiendo, en los loci polimodrficos de las cadenas B, tanto en MHC de clase I como
de clase 11, d, se ve aumentado en el ARS, mientras que en todas las comparaciones llevadas
a cabo en los genes de clase I, d; es mucho més pequefio que d; en el dominio B2, sugiriendo
una fuerte seleccion depuradora en esta regién (Hughes y Nei, 1.988).

Este patrén, en cambio, no se observa en DPAI ni en DQAL. En DPA1 no hay
ninguna diferencia significativa entre d, y d, en el ARS. Los valores de d;, para la porcién no-
ARS de los dominios 1° y 2° son mas bajos en las comparaciones entre alelos DPA1 que para
la mayoria de comparaciones entre los alelos de otros loci analizados de clase II en humanos.
Asi, los alelos DPA1 parecen haber divergido entre ellos mas recientemente que los alelos de
otros loci. Estos resultados sugieren que el polimorfismo DPA1 estd probablemente originado
por una seleccién neutral.

El caso de DQA1 es algo diferente. En este locus, d; y d, no difieren
significativamente en el ARS. Sin embargo, tal como se ha medido por los valores de d; entre
alelos, los alelos DQA1 son bastante divergentes unos de otros, sugiriendo que el
polimorfismo en este locus se ha mantenido durante un largo tiempo.

Alternativamente, una explicacién extendida para el polimorfismo MHC es la

seleccion dependiente de la frecuencia [punto (d)]. Varios autores (Snell, 1.968; Bodmer et
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al., 1.971) propusieron la hipétesis de que un individuo portador de un nuevo alelo mutante
tiene ventaja selectiva puesto que los patdgenos no habran tenido tiempo para desarrollar la
capacidad de infectar las células hospedadoras portadoras de un nuevo antigeno
histocompatible mutante. El nimero de individuos con tales alelos se vera incrementado en la
poblacién debido al fendmeno de seleccion positiva. Se ha publicado (Satta et al., 1.994) un
moderado coeficiente de seleccién positiva en alelos MHC. La extension de esta seleccion
positiva puede ser dificil de probar puesto que los patégenos pueden variar de tiempo en
tiempo y en distintas localizaciones geogréficas. Este modelo genera una tasa de sustituciones
no sindnimas mads alta que de sustituciones sinénimas, pero no puede explicar ni el alto grado
de polimorfismo ni la inusualmente larga persistencia temporal de alelos poliméfﬂcos
(Hughes y Nei, 1.988).

Sean cuales sean las causas principales de la génesis del polimorfismo en los genes
MHC, debera admitirse que éste representa una galeria de vencedores: los distintos alelos

MHC aparecen asociados con resistencia o proteccion frente a enfermedades infecciosas

(Hill, 1.991).
1.5.6.- Mantenimiento del polimorfismo de MHC

Se ha sugerido un cierto numero de mecanismos responsables del mantenimiento del
polimorfismo en MHC, incluyendo seleccion de la viabilidad, interacciones materno-fetales y
emparejamiento no aleatorio (Hedrick, 1.994). Entre los modelos de seleccion de viabilidad,
los mas considerados han sido el vigor hibrido (sobredominancia) y la seleccién dependiente
de la frecuencia. Pese a que se ha visto un exceso de heterocigotos de los loci MHC, incluso
en poblaciones pequefias (Markow et al., 1.993), coherente con un mantenimiento selectivo
del polimorfismo, los datos disponibles no permiten distinguir los dos tipos de modelos de
viabilidad (Hedrick, 1.994).

La evidencia de la seleccidén positiva, de manera particular en los codones de 1a region
de unidon al péptido (PBR), se ha obtenido por andlisis del patrén de sustituciones
nucleotidicas entre alelos. En la mayor parte de los loci nucleares expresados, predominan los
cambios nucleotidicos sinébnimos entre alelos, debido quizas a una seleccion conservadora (Li
et al., 1.996). Sin embargo, en los codones del PBR de los loci de clase 1 y clase II, hay un
exceso de sustituciones no sinénimas, lo que concuerda con la scleccién positiva de la
variabilidad (Hughes y Nei, 1.988, 1.989).
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Los linajes MHC de clase II representan estructuras estables que se han mantenido a
lo largo del tiempo. Esto indica que, al menos en algunos linajes MHC, el mantenimiento del
polimorfismo ha sido favorecido por seleccion conservadora. La existencia del polimorfismo
de MHC tal cual, ha sido explicada por seleccion balanceada (ventaja de los heterocigotos),
puesto que el andlisis de los cocientes dy/d; demuestra que los codones para los residuos de
contacto en el PBR son mas divergentes que los codones que codifican para el resto de la
estructura de la molécula de MHC (Hughes y Nei, 1.989; Hughes et al., 1.996b).

Se puede pensar que los linajes que protegen al huésped frente a una enfermedad
infecciosa pueden haberse conservado en una configuracion mas o menos similar a lo largo
del tiempo. Las variaciones aminoacidicas vistas en tales linajes pueden ser de naturaleza
neutral. Por otra parte, los alelos que no tienen una funcién protectora claramente definida y
estan liberados de constricciones selectivas para su mantenimiento, pueden ser capaces de
acumular variacion. Algunos de estos alelos pueden adquirir mutaciones desfavorables
(conferidoras de susceptibilidad) y posiblemente desapareceran del repertorio genético
debido a seleccidén negativa. Por el contrario, los alelos con mutaciones favorables, capaces
de hacer frente a una infeccion particular pueden quedar sujetos a seleccion dependiente de la
frecuencia (Bodmer et al., 1.971).

Se sabe que muchos parasitos cambian su dotacién antigénica para eludir el
reconocimiento inmune. A este respecto, el MHC y los paréasitos estdn implicados en una
batalla continua. De acuerdo con este concepto, el MHC puede emplear dos estrategias
principales para combatir los desafios patogénicos. En primer lugar, los linajes con una
funcidn exitosa son bien preservados como se ejemplifica por algunos de los linajes Mhac-
DRBI que, durante millones de afios, se han encargado de desarrollar una respuesta inmune
frente a antigenos bacterianos (Geluk et al., 1.993). En segundo lugar, el MHC engloba a loci
que codifican productos génicos que parecen evolucionar mucho mds rapido, tales como
Mhc-B, -DPBI y algunos linajes -DRB y que producen una continua "emision” de nuevos
alelos (Gyllensten et al., 1.996). Los alelos que pueden proteger al huésped de un nuevo tipo
de infeccidn parasitaria son subsiguientemente enriquecidos a partir del gran repertorio
genético presente en la poblacion. Para apoyar este razonamiento se ha observado que la
especificidad HLA-B53 protege a algunas comunidades africanas de 12 malaria severa (Hill et
al., 1.991; Hill et al., 1.992). No obstante, debe tenerse en cuenta que las provocaciones
antigénicas varian segun el lugar y el momento, y que las migraciones pueden importar

nuevos alelos.
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Por otra parte, los bajos niveles de polimorfismo MHC descritos en algunas especies
de mamiferos, tales como el alce (A/ces alces; Ellegren et al., 1.996) parecen mantenerse en
virtud de una baja presion selectiva, consecuencia de un estilo solitario de vida que puede

reducir la transmision lateral de patégenos en la poblacion.
1.5.7.- Restricciones a la diversidad del polimorfismo de MHC

La expansion y contraccion del MHC es probablemente un proceso dinamico y
continuo que nunca alcanzara un status quo. Este fendmeno influye sobre ¢l repertorio de los
TCR (o viceversa). Cada individuo en la poblacién tiene, en conjunto, el mismo potencial
para generar un enorme namero de diferentes TCR (Bergstrom y Gyllensten, 1.995). Las
células T portadoras de receptores de alta afinidad, especificos para moléculas MHC cargadas
con autopéptidos son delecionadas en el timo (seleccion negativa), pero esta eliminacion
comporta el grave riesgo de provocar un agujero funcional (Zinkernagel et al., 1.996) debido
a la eliminacién de un namero demasiado elevado de receptores. En teoria, esto supondria
que los individuos que poseen demasiadas copias de genes MHC funcionales pueden volverse
susceptibles a infecciones parasitarias puesto que sus compartimentos celulares T serian
ineficientes.

Visto desde esta perspectiva, es evidente que a lo largo de la evolucion los sistemas
MHC y TCR deben haber ejercido un gran impacto el uno en el otro. En sus inicios, ambos
sistemas deben haber tenido un bajo niimero de copias. El potencial genético para generar un
gran repertorio de regiones variables de TCR, asi como para la mayoria de los multiples
linajes de MHC, puede haberse generado en el mismo periodo evolutivo. Bontrop y
coloaboradores (1.995) sostienen que la expansion de los genes del MHC y del TCR es

anterior & la especiacidn de los primates contemporaneos.
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2.- EVOLUCION DEL MHC

2.1.- Evolucién del MHC de invertebrados a vertebrados

Muy poco es lo que se sabe sobre la evolucién molecular y funcional de las moléculas
MHC y similares a MHC en animales invertebrados, y acerca del tiempo y del orden relativo
o de los aspectos estructurales y funcionales de tales sucesos, como la formacidn de la
molécula primordial de MHC a partir de un dominio extracelular, inmunoglobulinico o no, la
divergencia de las moléculas de clase I y clase II a partir de su supuesto ancestro comun y
otros fenémenos relacionados.

En ciertas especies de invertebrados marinos se han encontrado genes del tipo de
MHC (Reinisch y Litman, 1.989). El papel de estos posibles precursores puede haberse
relacionado con formas primitivas de reconocimiento de lo propio y de lo ajeno,
independientemente de la presentacién de antigenos extrafios y de la interaccidn con sistemas
receptores como Igs y TCR. Por esta funcién, es de esperar que se tratase también de
proteinas de membrana con un numero variable de dominios (Andersson et al., 1.987).

La funcién inmunitaria de la presentacion antigénica ha sido adquirida sélo en
vertebrados (Humphreys y Reinherz, 1.994). Se ha estimado que el MHC surgié de la familia
de las Inmunoglobulinas, a la cual pertenece por su estrecha homologia de secuencias, hace
unos 3 x 10® afios, puesto que el MHC que poseen los elasmobranquios y los anfibios
actuales es similar en su estructura y funcién al encontrado en los mamiferos (du Pasquier et
al., 1.989; Flajnik, 1.996).

2.1.1.- Evolucién funcional de las moléculas similares a MHC

Ha habido mucha especulacion acerca de la evolucién funcional de las moléculas
similares a MHC, basada principalmente en la concepcion original del MHC en vertebrados
superiores: la de un locus genético multiple, altamente polimérfico, implicado en el rechazo
de injertos tisulares (Burnet, 1.971; Hildemann et al., 1.979; du Pasquier, 1.989). El rechazo
de injertos se ha demostrado en todas las especies vertebradas examinadas hasta la fecha,

aunque el alcance y cinética de este rechazo asi como otros correlatos in vivo € in vitro de

59



Manyel Rogal Sdnchez Introduccion

alorreconocimientos por parte de los linfocitos T, difieren entre especies de vertebrados
(Crone et al., 1.985; Klein, 1.987). En ciertas especies de invertebrados se han descrito
fenémenos de alorreconocimiento con algunas similitudes con los de vertebrados (McCumber
y Clem, 1977, Hildemann et al.,, 1.979; Smith y Hildemann, 1.984; Du Pasquier, 1.989;
Klein, 1.987). Estos fendmenos estdn particularmente bien documentados en invertebrados
marinos coloniales, desde metazoos tan primitivos como las esponjas (Porifera) hasta los
tunicados (Urochordata), tenidos estos tltimos como los representantes mas cercanos a los
ancestros de los vertebrados. En e! tunicado Botryllus (cuya genética esta relativamente bien
establecida), un locus unico, altamente polimdérfico, determina el rechazo o la aceptacién de
injertos (Pancer et al., 1.996).

También se ha sugerido, sin mayor evidencia, que la funcién primaria de los sistemas
polimorficos de alorreconocimiento en invertebrados, asi como los de vertebrados, es la de
reconocer patogenos (Ramachandra et al., 1.999).

Algunos rasgos asociados a la presencia de las moléculas de MHC, tales como las
interacciones célula-célula, la union peptidica o el transporte intracelular, pueden haber sido
mas importantes que el polimorfismo para la funcién de las moléculas ancestrales de MHC
(Kaufman et al., 1.984; 1.990).

2.1.2.- Evolucién estructural de las moléculas similares a MHC.

Esencialmente no se sabe nada acerca de la evolucion estructural de las moléculas
similares a MHC.

El primer modelo propuesto (Doolittle, 1.985) es el de una molécula primordial con
un dominio N-terminal no inmunoglobulinico y un dominio C-terminal como los de las Ig. La
posibilidad mas simple es la de que el dominio no inmunoglobulinico surgié como un
miembro de una superfamilia génica no relacionado con la superfamilia génica de las Ig, y
que los dos dominios llegaron a ser parte de una misma molécula por "barajamiento” exonico,
tal como se piensa que ocurri6 para la mayoria de estas proteinas.

El segundo modelo concierne al origen de las regiones V de los genes TcR/Ig (Davis
y Bjorkman, 1.988). Se ha propuest(; que originalmente hubo una interaccion célula-célula
entre el vértice superior de una molécula no polimérfica, semejante a MHC, y las bandas
semejantes a CDR de una regién invariable, similar a V, de una molécula ancestral a CD8, o
TcR, o Ig. El gen para este ancestro CD8/TcR/Ig se duplicd y divergié para dar lugar a un gen
conducente a CD8 y otro gen conducente hasta TcR/Ig. El gen TcR/Ig fue invadido por un
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transposon para crear la region V, de escision, del TcR ancestral, que posteriormente daria
lugar a los genes para anticuerpos.

El modelo concerniente al origen de las moléculas de clase I y II sostuvo,
inicialmente, que la B2m y las moléculas de clase I aparecieron primero (Cunningham y
Berggard, 1.974), pero a partir de una base estructural, implicando parsimonia y simetria,
parece que la molécula primordial semejante a MHC fue un homodimero semejante a la
cadena f3 de clase II, cuyo gen se duplicé y divergio para dar lugar al conocido heterodimero
actual de clase II. Posteriormente, hubo un barajeo exdnico, que situé el exén al de clase II
enfrente del gen B de clase I para crear el gen primordial de la cadena a de clase I, dejando
el dominio a2 de clase II y los otros exones 3° dispuestos para convertirse en el gen
primordial de f2m.

Ademas de las caracferisticas estructurales, existen otras razones biolégicas para
peﬁsar que las moléculas de clase II evolucionaron antes que las de clase I:

a) El procesamiento antigénico llevado a cabo por las moléculas de clase I es mas

complejo que el que se ha descrito en las de clase II (Hughes y Nei, 1.993).

b) Las larvas de anfibios sélo expresan moléculas de clase II antes de entrar en

metamorfosis, mientras que durante ésta y durante la vida adulta expresan ambos

conjuntos de moléculas (Flajnik et al., 1.991). Puesto que la ontogenia recapitula la
filogenia es dable pensar que las moléculas de clase II preceden, evolutivamente, a las

de clase I.

Los tres modelos esbozados aqui parecen razonables 'a la luz de los actuales
conocimientos, pero ain no hay manera de saber si son reales y, si es asi, cudndo ocurrieron.
En invertebrados se han descrito genes semejantes a los de Ig, implicados en la adhesién
celular (Seeger et al., 1.988; Harrelson y Goodman, 1.988), pero ain no se sabe si los
invertebrados usan un sistema reconocedor similar a MHC/TcR o si éste es un desarrollo de

los vertebrados mas primitivos.

2.2.- MHC de clase II en primates

2.2.1.- Presencia de genes MHC de clase II en primates no humanos

A finales de los ochenta, se disponia de escasa informacién acerca del grado de

diversidad de los genes de clase Il del MHC en primates no humanos. El tipaje serolégico
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sdlo habia sido practicado en los productos génicos del mono rhesus y de algunas especies de
macacos estrechamente emparentadas (Heise et al., 1.987). Por medio de la técnica de RFLP
se vio que los Monos del Viejo Mundo poseian solamente un conjunto de genes Mhc-DQA/-
DQB, mientras que los hominidos (humanos y grandes simios) y los Monos del Nuevo
Mundo compartian un conjunto duplicado de genes AMhc-DQOA/~-DQB (Bontrop et al., 1.993;
Bontrop et al., 1.999). Ademas, la conservacidn de los sitios de restriccidn indicaba que las
diferentes especies de primates pueden compartir genes de clase Il sumamente similares.
También se probd, en linea con los analisis de segregacidn, que el nimero de genes
DRB presentes en un haplotipo variaba en los chimpancés (Bontrop et al.,, 1.993) y en el
mono rhesus (Slierendregt y Bontrop, 1.994; Slierendregt et al., 1.994), tal como ya se habia
visto en humanos (Béhme et al., 1.985; Bodmer et al., 1.992; Bergstrém et al., 1.999). Estas
investigaciones también mostraron que algunas regiones DR de primates no humanos son
probablemente mas grandes que sus equivalentes en humanos, en funcion de la cantidad de
genes que contienen (Erlich et al,, 1.996). Fl nimero maximo de genes Mhc-DRB por

haplotipo oscila entre 4-5 en humanos, 5 en chimpancés y hasta 6 en gorilas y macaco rhesus.
2.2.1.1.- Mhc-DQ

Hasta ahora se han documentado, en primates no humanos, mas de cuarenta
secuencias Mhc-D(QA (Kasahara et al., 1.993) y 90 -DQOB (Bontrop, 1.994). Los linajes Mhc-
DQAI*01, -DQAI*05 y -DOBI1*06, que son compartidos por humanos, monos antropoides y
primates inferiores, son anteriores a la especiacion de los primates y, al menos, tienen una
antigiiedad de 35 millones de afios (enter et al., 1.992; Oting et al., 1.992; Gyllensten y
Erlich, 1.993). Estos datos apoyan el concepto de la herencia trans-especies (véase 2.2.4) del
polimorfismo de MHC (Klein, 1.987). En la mayoria de las especies investigadas de
primates, tanto los genes Mhc-DQAI como los -DQB/! exhiben un amplio polimorfismo, con

la excepcidn del tamarino de cabeza algodonosa (Saguinus oedipus, Gyllensten et al., 1.994).
2.2.1.2.- Mhc-DR

Se ha obtenido un gran nimero de secuencias Mhc-DRB en varias especies de
primates no humanos, tales como el chimpancé (Fan et al., 1.989; Kenter et al., 1.992; Mayer
et al., 1.992; Bontrop et al., 1.993), gorila (Kupfermann et al., 1.992), orangutin (Schénbach
et al., 1.993), macaco rhesus (Slierendregt et al., 1.994; Slierendregt y Bontrop, 1.994) y
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varios primates del Nuevo Mundo (MNM,; Trtkova et al., 1.993; Gyllensten et al., 1.994). La
mayor parte de estas secuencias ha sido compilada (O'hUigin et al. 1.993), deduciéndose que
los linajes Mhc-DRBI*03, -DRBI1*04 y -DRB1*10, asi como los loci Mhc-DRB3 y -DRBS ya
estaban presentes en la poblacion de una especie ancestral de primates que vivio hace 55
millones de aftos (Bergstrém et al., 1.998). De hecho, algunos de estos linajes pueden incluso
ser mas antiguos puesto que se han encontrado equivalentes de los mismos en prosimios
(Figueroa et al., 1.994). Algunos miembros de los linajes de Mhc-DRB que son funcionales
en Catarrhini [hominidos y Monos del Vigjo Mundo (MVM)] son, por el contrario,
pseudogenes en Platyrrhini (Monos del Nuevo Mundo; Trtkova et al., 1.993). El que tanto los
MVM como los MNM usen diferentes loci codiﬁcadores de productos con funciones
relacionadas en la activacién de una respuesta inmune también ha sido documentado en la
region de clase [ del MHC (Watkins et al., 1.990a, b).

2.2.1.3.- Mhc-DP

La mayor parte de la variacion observada en el locus Mhc-DPB1 de primates puede
explicarse por la concatenacién de mutaciones puntuales y mecanismos similares a la
recombinacion (Cullen et al., 1.997). En contraste, la comparacion de los alelos HLA4-DPAI
con sus equivalentes de primates no humanos mostré que algunos linajes Mhc-DPA! tienen,
al menos, 35 millones de afios de antigiiedad (Otting y Bontrop, 1.995). Otra peculiaridad es
que, aunque se ha identificado un considerable nimero de alelos Mhc-DPBI de primates, el
grado de libertad para alojar diferentes aminoécidos en los sitios de contacto del PBR es
menor que el que se ha visto en moléculas Mhc-DQBI y -DRB (Slierendregt et al., 1.993).

2.2.2.- Evolucién de los genes DRB

Todos los genes HLA-DRB conocidos surgieron por duplicacion a partir de un gen
ancestral comun (Kasahara et al., 1.997), pero probablemente no todos al mismo tiempo. La
duplicacién inicial debié haber ocurrido antes de la divergencia de los prosimios (incluidos
los tarseros) con los primates antropoides, un hecho datado hace 65 millones de afios. Esta
conclusién se apoya en dos observaciones, ademds de las similitudes de secuencia y de las
distancias genéticas relativas entre los genes. En primer lugar, todos los genes HLA-DRB [a
excepcion de HLA-DRBY, puesto que su secuencia consiste en un Ginico exén y poco es lo que

se sabe acerca de su origen, aunque se ha sugerido que esta relacionado con ¢l gen DRB3
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(Svensson et al,, 1.996)] comparten A/u50, que es un miembro de la familia J de las
secuencias Alu (Mnukova-Fajdelova et al., 1.994); esta familia se disemin6 en el genoma de
los primates hace mas de 65 millones de afios. En segundo lugar, tanto los prosimios como
los primates catarrinos poseen el locus DRB6 (Figueroa et al., 1.994; este gen no ha sido
encontrado, hasta hora, en los Monos del Nuevo Mundo, y es posible que se haya perdido
durante la evolucion de este grupo de primates). Aunque hasta la fecha sélo se disponen de
secuencias del segundo ex6n del gen DRB6 en prosimios, son tan profundas las similitudes
que estas secuencias exhiben frente a las ort6logas de los catarrinos, que es improbable que
hayan surgido por simple convergencia.

Los genes DRB2 y DRB4 estin estrechamente relacionados con DRB6, lo que se ve
no sdlo por la gran similitud de secuencias, sino también por compartir elementos retrovirales
que estan ausentes en todos los demés genes DRB conocidos de primates (Satta et al., 1.996b;
Svensson y Andersson, 1.997). Las distancias genéticas estimadas indican que los tres genes
surgieron en rapida sucesion; el gen DRB2 fue, posiblemente, el primero en divergir, seguido
por la divergencia posterior de los genes DRB6 y DRB4 (Kasahara et al., 1.992b; Satta et al,,
1.996a; Kasahara, 1.999). Por tanto, si DRB6 surgié antes de la separacién de prosimios y
antropoides, lo mismo es aplicable al caso de DRB4. Sin embargo, ni el gen DRB2 ni el
DRB4 se han encontrado en prosimios. El gen DRB2 sélo es conocido en antropoides y en
humanos y el gen DRB4 en humanos, antropoides y MVM. DRB2 puede haber desaparecido
en prosimios y en Monos de! Viejo Mundo porque, en antropoides y en humanos, por lo
menos, carece de exon 2. Es posible que el pequefio tamafio de la muestra estudiada de
prosimios haya imposibilitado el hallazgo del ortélogo a DRB4 en estos animales.

La duplicacién que dio lugar a los restantes genes HLA-DRB ocurri6é después de esta
ronda inicial de duplicacién y esta conclusién se basa (Klein y O'hUigin, 1.995) en la
observacion de que todos los genes DRB1, DRB5, DRB7 y DRB8 comparten dos elementos
Alu, Alu33 y Alu54, los cuales estan ausentes en posiciones homélogas de los otros genes
DRB de primates (Satta et al., 1.994; Kasahara, 1.997). Estos dos elementos pertenecen a la
familia Sc, la cual comenz6 a diseminarse dentro del genoma de los primates hace 45
millones de afios, lapso de tiempo éste que es también, aproximadamente (42 millones de
aftos), el de la divergencia de estos cuatro genes, estimado por medio de las distancias
génicas entre intrones (Satta et al, 1.994; Kasahara, 1.998). Esta segunda ronda de
duplicaciones, iniciada hace 45 millones de afios y posiblemente iniciada después de la
separacion de los platirrinos y de los catarrinos (hace 55 millones de afios; Martin, 1.993)
produjo los genes DRB5, DRB7 y DRB8 y el gen proto-DRB1, que tendria las caracteristicas
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del linaje alélico DRBI*04. La presencia en humanos, en antropoides y en MVM, del gen
DRBS y del linaje DRB1*04 concuerda con esta hipétesis (O'hUigin et al., 1.993). Los genes
DRB7 y DRBS sélo se han encontrado en humanos y en antropoides, aunque esto también
podria ser debido a que el trabajo de bisqueda hecho en MVM podria estar sesgado hacia la
deteccion de genes DRB1,; alternativamente, la posible no funcionalidad de los genes DRB7 y
DRB8 en los Monos del Viejo Mundo podria haber llevado a su pérdida.

También se estima que hace unos 30 miilones de afios se produjo una tercera ronda de
duplicacién que daria lugar al gen DRB3 a partir de un gen DRB1 que divergio (Satta et al,,
1.996b) dentro de los linajes DRBI/*03 y DRBI*02. Los linajes DRBI*02 y DRBI*03 y el
gen DRB3 tienen en comin el compartir un inserto retroviral que estd ausente en otros genes
DRB (Satta et al., 1.994; Svensson et al., 1.995). La presencia de los genes DRB1 y DRB3 en
humanos, antropoides y MVM (O'hUigin et al., 1.993; O'hUigin, 1.995) concuerda con esta
interpretacion. En cuanto al linaje DRB1*10, su procedencia es incierta, pero los datos de las
distancias genéticas sugieren que puede estar relacionado con el grupo ya descrito de genes.

El analisis de los genes DRB en platirrinos (MNM) arrojé interpretaciones diferentes
en funcién de qué parte del gen era analizada. Los andlisis genéticos convencionales de las
secuencias del segundo exén han sugerido la presencia de los genes DRB3 y DRBS y del
linaje DRB1*03 en este grupo (Trtkova et al., 1.993; Gyllensten et al., 1.994; Bidwell et al_,
1.994). Ademas de esto, los MNM poseen 10 nuevos linajes (DRBI11, DRB*wi2-*wi9 y
DRB*w22) que, en apariencia, no estdn presentes en otros primates y que pueden representar
loci diferentes, o linajes alélicos de un mismo locus o una combinacién de ambas
posibilidades (Trtkova et al., 1.993; Gyllensten et al., 1.994). Por otra parte, el analisis de las
secuencias del intrén 2, exon 3 y region 3'UT no consiguié revelar una relacion ortologa entre
los genes DRB de los MNM vy los de los primates catarrinos (Trtkova et al., 1.993, 1.995).
Por lo tanto, todas las secuencias DRB de los MNM parecen haber derivado de un gen
ancestral comun distinto del gen ancestral para las secuencias DRB de catarrinos.

Una situacion similar parece darse en prosimios. También aqui las secuencias del
segundo ex6n indican la presencia de ortélogos de DRBI/*03, DRBI*(04, DRB3 y DRB5
(Figueroa et al., 1.994). Ademas de los linajes DRB*w! y DRB*w3, semejantes a los
previamente encontrados en MVM, y el linaje DRB*w/2 ya descrito en MNM, los prosimios
poseen al menos dos linajes, DRB*w20 y DRB*w2! que no s¢ han encontrado en otros
primates (Figueroa et al., 1.994). Sin embargo, a la vista de nuevos datos obtenidos en MNM
(Trtkova et al., 1.993, 1.995) se cuestiona la ortologia de los genes DRB de prosimios con los

de otros grupos de primates (con la excepcion de DRB6, cuya existencia en los prosimios estd
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fuera de dudas). De cualquier manera, hay evidencias de la expansion de nuevos genes DRB

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

2.2.3.- Linajes alélicos en genes DRB

En el locus DRB1 se han identificado cinco linajes alélicos principales (Klein y
O'hUigin, 1.995; tabla 1; véase 1.5.4). Los linajes principales estan separados por grandes
distancias genéticas y su divergencia precede a la divergencia de los antropoides y de los
Monos del Viejo Mundo, un suceso fechado actualmente en 35 millones de afios (Martin,
1.993). Los linajes menores estan separados por distancias mas pequefias y su divergencia es
posterior a la divergencia de los antropoides con los Monos del Viejo Mundo. Los cinco
linajes alélicos principales son DRBI1*10, DRB1*02 (que incluye a DRBI*15 y DRBI*I6y
también puede incluir a DRBI*01), DRBI*03 (que incluye a DRBI*11, *12, *13, *14, *I17y
*[/8, y también al exén 2 de DRBI*08), DRBI1*04 (que incluye a parte de DRBI*09) y
DRBI*07.

Tabla 1.- Linajes alélicos reconocidos en los diferentes genes Mhc-DRB

GEN LINAJES

DRB1 10,02, 03, 04, 07

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

DRB4 01,02

DRBS5 01, 02, 03, 04, 05, 06, 07

DRB6 01, 02, 03, 04

DRB7 01

DRBI1 01

DRB*w 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 12, 13, 14,
15,16, 17, 18, 19, 20, 21

Cuando una secuencia DRB humana es descubierta y descrita sera asignada a aquel de
los genes y linajes con el que comparta el mayor grado de homologia secuencial (Klein et al.,
1.990).
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De manera andloga, cuando en primates se descubre y caracteriza una secuencia
nucleotidica de DRB, asignar su filiacién a un gen concreto de este sistema genético (darle
nomenclatura oficial de alelo) se basa en ver cual de las secuencias HLA-DRB tomadas como
referencia tiene mayor homologia con esta nueva secuencia de primate. No obstante, en un
gran numero de ocasiones, las nuevas secuencias de primate no tienen elevada homologia con
ninguna de las secuencias conocidas de HLA-DRB (no se ha hallado gen ortdlogo), por lo
que, mientras se elucida si tales secuencias corresponden a loci aun por caracterizar en los
cromosomas de primates y no parangonables a los humanos, el Comité de Nomenclatura las
incluye, de manera provisoria, en una gran familia alélica llamada DRB*w (Klein et al,,
1.990). A su vez, dentro de esta familia se han establecido linajes (hasta 20; tabla 1) en
funcidén de las homologias y desemejanzas que muestran entre si las secuencias que en ella se
han incluido. La razdén de que se reconozca al gen DRB11 como tal y no como DRB*w/ !, se
debe a que este gen ya fue identificado y nombrado asi en Monos del Nuevo Mundo
(Grahovac et al., 1.992; Trtkov4 et al., 1.993).

El nimero de linajes no prototipicos aumenta casi a medida que aumenta el estudio en
la secuenciacion de Mhc-DRB de especies de primates cada vez mas alejadas, filogenética y
evolutivamente, de Homo sapiens. Asi, en 1.993, cuando OhUigin y colaboradores
publicaron su compilacion de secuencias de alelos Mhc-DRB en primates no humanos, el
numero total de linajes ascendia a 18, desde DRB*w! hasta DRB*wi0, y desde DRB*wl2
hasta DRB*wI9, abarcando alelos de catarrinos, platirrinos y monos antropoides. Al gen
DRBI1, encontrado en platirrinos, se le da nomenclatura de locus prototipico. En sus estudios
sobre alelos DRB de prosimios, Figueroa y colaboradores, en 1.994, llegaron a establecer los
linajes DRB*w20 en la especie Loris tardigradus y el DRB*w21 en Petterus fulvus.

Se ha estimado la antigiiedad de estos linajes (Slierendregt y Bontrop, 1.994) en virtud
de su presencia tanto en antropoides como en monos del Viejo Mundo, y por presentar
marcadores especificos de linaje tales como las secuencias Alu e insertos retrovirales
(Mnukova-Fajdelova et al., 1.994; tabla 2).

2.2.4.- Modo transespecifico de evolucién de los genes Mhc-DRB
Historicamente se han postulado dos hipdtesis para dar cuenta del modo cémo

evolucionan los genes DRB del sistema MHC: evolucion intraespecifica y evolucion

transespecifica (Kasahara et al., 1.990; Kasahara et al., 1.992a).
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Tabla 2.- Edad minima estimada de algunos linajes y genes Mhc de clase II y presencia/ausencia de los mismos en diferentes

especies o grupos de especies de primates

Linaje/gen Hosa Patr Gogo Popy Hyla MNM MVM Edad (m.a.)
DRB1*10 + + + - - + - 35
DRB1+02 + + - - - - 7
DRB1*03 + + + + - + + 55
DRB1*04 + - - - - + - 35
DRB1*07 + + - - - + - 35
DRB3 + + + - - + + 55
DRB4 + + - - - + - 35
DRBS + + + - + + 55
DRBé6 + + + + - + - 35

Hosa: Homo sapiens; Patr: Pan troglodytes; Gogo: Gorilia gonilla; Popy: Pongo pygmasus; Hyla: Hyfobates far, MNM: Monos del Nuevo Mundo; MVM: Monos del Viejo Mundo;
m.a.: miljones de afios. El signo positivo indica que, en esa especie se han encontrado secuencias del linaje considerado; el signo negativo indica ausencia de tales secuencias en una
especie.
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La primera de ¢llas, originalmente propuesta para los genes MHC de clase I del ratén
(Brégégére, 1.983; Weiss et al., 1.983; Pease, 1.985) asume que determinados mecanismos,
tales como una alta tasa de mutacién y la conversion génica, que conduce al intercambio de
segmentos de longitud variable de ADN, de un gen a otro, juegan un papel destacado en la
generacion del polimorfismo MHC. Segun este punto de vista, el alto grado de diversidad
alélica es el resultado, fundamentalmente, de una diversificacion acelerada inducida por la
alta mutacién y por el intercambio de secuencias, y desarrollada dentro de los genomas de
especies ya diferenciadas y separadas. Como apoyo de tal teoria se ha descrito un cierto
numero de sucesos de conversion génica (Gorski y Mach, 1.986).

La segunda hipdtesis, propuesta por Klein y sus colaboradores (Klein, 1.977; Klein y
Figueroa, 1.986; Klein, 1.987; Brindle et al., 1.992) asume que la evolucién de los alelos
MHC comienza antes de la aparicion de una nueva especie. Para ello, un grupo de alelos
principales es transferido a través de la filogenia, desde una especie ancestral hasta otra
derivada de ella, acumulando posteriormente mutaciones. Puesto que tal modelo de evolucién
transespecifico capacita a los alelos MHC individuaies para acumular mutaciones mas alla
del tiempo de existencia de una especie, también deberian estos alelos ser capaces de divergir
significativamente entre ellos sin la necesidad de que se den altas tasas mutacionales o
mecanismos genéticos especiales (tales como la conversion génica) que podrian acelerar la
diversificacion de los alelos. O sea, algunos alelos del sistema Mhc-DRB en las especies
estudiadas serian mds antiguos de lo que lo son las propias especies.

Actualmente se acepta la teoria de la evolucion transespecifica para los genes Mhc-
DRB, y ello, entre otros motivos, porque explica mejor las observaciones hechas en el sentido
de que los alelos pertenecientes a especies separadas guardan més semejanzas entre si que
con otros alelos diferentes de sus mismas especies.

La prueba formal para la evolucion transespecifica del polimorfismo MHC fue
primeramente documentada en roedores (Figueroa et al., 1.988) y algo despues en el MHC de
clase I de primates (Lawlor et al., 1.988; Mayer et al., 1.988). Si los polimorfismos de clase Il
del MHC son de origen transespecifico cabe esperar que las secuencias particulares obtenidas
de diferentes especies deberan estar mas relacionadas entre ellas de lo que lo estdn cuando se
las compara con otros alelos de sus mismas especies de procedencia. Es por ello que los
alelos transespecificos se agrupan en racimos estrechamente juntos cuando se hace un 4arbol
filogenético (véanse 2.3.1, 2.3.2 y 2.3.3 de Resultados), y un agrupamiento (racimo) asi, de
secuencias altamente relacionadas que se enraizan en una estructura ancestral compartida es

referido como un linaje (véanse 1.5.4 y 2.2.3),
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Por el contrario, si los genes DRB hubiesen evolucionado segun un modelo
intraespecifico, o especifico de especie, no habria ninguna explicacién para que se
encontrasen secuencias génicas muy similares en alelos de especies evolutivamente distantes,
al tiempo que los arboles filogenéticos mostrarian una topologia caracterizada por el
agrupamiento de secuencias en base a sus especies de procedencia, pero no por sus
genes/linajes (Paz-Artal et al., 1.994).

Gaur y Nepom (1.996) y Gaur y colaboradores (1.997) hallaron una conservacién muy
marcada de motivos secuenciales en la region HVRIII (codones 60-79); algunos de estos
motivos fueron hallados en especies de prosimios, que divergieron de la especie humana hace
mas de 85 millones de afios. Sin embargo, estos motivos HVRIII fijados aparecen como un
ruido de fondo de diversos linajes, sugiriendo que es el motivo, mas que el alelo en si mismo,

el que es transespecifico en origen.

2.3.- El orden Primata

Desde el punto de vista de la Taxonomia, los primates constituyen un orden, por lo
que se les situa al mismo nivel en el que se hallan los carnivoros, los roedores, los cetaceos,
etc. El orden Primata (clase Mammalia, phylum Chordata, reino Animalia) comprende una
gama de animales que habitan en Asia, Africa y América, y a todos los humanos, actuales y

fosiles.

2.3.1.- Clasificacién

El orden Primata se divide en prosimios o primates inferiores y en simios o primates
superiores. Los prosimios son menos parecidos al hombre y muestran menos tendencias
evolutivas avanzadas en comparacién con los simijos; tienen hocicos mas largos, olfato mas
desarrollado y cerebro més pequefio. Los simios tienen el hocico més pequefio, un agudo
sentido de la visién y un cerebro de gran tamafio.

Atendiendo a criterios morfolégicos, los primates se clasifican actualmente como se

plasma en la tabla 3.
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Tabla 3.- Clasificacién actual del orden Primata (criterios morfolégicos)

E Hominidae Hominidos 1 1

ORDEN SUBORDEN FAMILIA Nombre comin N° de géneros | N° de especies
: ! Lemuridae Lémures 4 10
X X
: \ Cheirogaleidae | Lémures enanos y lémures raton 4 7
] 1
: o . \ Indriidae Indris y sifakas 3 4
v Prosimii (prosimios 0 i
] r
| primates inferiores) ! Daubentoniidae | Aye-aye 1 i
] L
: \ Lorisidae Galagos, potos y loris 5 10
] ]
) !  Tarsiidae Tarseros 1 3
Primata | 4
: \ Cebidae Cébidos i1 30
1 1
l. \ Callitrichidae Tities y tamarinos 5 21
\ Anthropoidea {simios o |
' . . 1 Cercopithecidae | Cercopitécidos o MVM 14 82
: antropoides o primates !
, superiores) \ Pongidae Pongidos 3 4
] 1
\ + Hylobatidae Hilobétidos 1 9
1 t
l
I




2.3.2.- Relaciones evolutivas

La relacién evolutiva de las especies mds representativas de estos grupos animales se

esquematiza en las figuras 19 y 20,

/ CERCOPITECOIDECS

CATARRINOS

\ HOMINOIDEOS

/
ANTROPOIDEQS T e

E/\.

PRIMATES —— > TARSIOIDEOS
LEMURIFORMES

STREPSIRRINOS

Y

LORISIFORMES

Figura 19.- Relaciones evolufivas actualmente establecidas entre los distintos grupos de especies de primates
(basado en los datos aportados por Goodman y colaboradores, 1.994),

2.3.3.- Relojes moleculares en la evolucion de los primates

Los experimentos hechos con relojes moleculares han situado el momento de la
divergencia entre catarrinos y platirrinos en 38 millones de afios. El reloj del pseudogén de la
n-globina (Hasegawa et al., 1.987) arrojé fechas de 25,324, 11,9+1,7, 5,9+1,2 y 4,9£1,2
millones de afios para la separacion, respectivamente, de los monos rhesus, orangutanes,
gorilas y chimpancés a partir del linaje que conduce a los humanos, con un intervalo de
confianza del 95%. No obstante, estos datos numéricos pueden ser revisados hacia fechas
mads recientes al haberse sugerido que la tasa evolutiva de este pseudogén decrecio en la linea
de los antropoides.

Amason y colaboradores (1.996) sugirieron que la divergencia entre los hominidos
fue establecida mucho antes de lo que, anteriormente, se habia concluido basindose en los

datos del registro fosil. Segiin estos autores, la divergencia primaria de los hominidos, con-
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Figura 20.- Arbol que muestra les principales grupos de primates vivos y una posible interpretacién de
sus relaciones. £l arbol incluye formas fbsies conocidas a partir de esquelstos relaivamente completos y enfatiza las
lagunas que ain persisten (p. &), ningln fbsd de lemur y ningun fosil de tarserg aparte, en este Gitimo, de un tnico molar
inferior del Migceno). EI tempo de origen de los ancestros de los primates, $egun este esquema, ha sido establecido
alrededor de 96 millones de afios afras, durante el Cretacico tardio.Los ancestros de MNM, MVM y hominidos surgirian
hace, aproximadamente, 66 milones de afes, durante el periodo Palsoceno, Los primitives simios habrian aparecido
durante &l Eoceno. hace 36 millones de aflos.
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cretamente entre las familias Avioharidae y Hlominidae fue datada en, aproximadamente, 36
millones de afos. Ll tiempo correspondiente de la divergencia entre Pongo vy la triada
Groritla-Fan-Homo es de. aproximadamente, 24,5 millones de afos; la de Gorifle versuy
Homo-Pan se cifra en aproximadamente |8 millones de afios v, finalmente, la de Homo frente
a Pan en 13,5 millones de afios. El analisis de un gen singular (citocromo b) sugiere que la
divergencia dentro de los catarrinos, concretamente entre hominidos y MVM comenzd hace
mas de 40 millones de afos; la existente dentro de los antropoides (catarrinos frente a
platirrinos) fue hace mas de 60 millones de afios; y la escision entre antropoides y prosimios
(lémures} en, aproximadamente, 80 mullones de afios. Fstos tiempos de separacidn son, en
lineas generales, el doble de mayores que los que se habian considerado previamente en otras
publicaciones, por lo que los datos de Arnason y sus colaboradores implican una evolucién

mucho mas lenta en el ADN de los hominidos que la comunmente reconocida,

2.3.4.- Caracteristicas particulares de la especie Cercopithecus aethiops

Esta cspecie recibe los nombres comunes de mono verde alricano (o simplemente,
mono verde), cercopiteco de cara negra v también, la denominacion indigena de tota,
Taxonomicamente se la encuadra dentro de la subfamilia Cercopithecinae, englobada ésta en
la familia Cercapithecidae o Monos del Viejo Mundo, de la que ¢s la especie mas difundida,

Morfologicamente, se caracteriza por presentar una pelambrera con una coloracion
que va desde el amarillo pajizo hasta ¢l gnis olivaceo, con el abdomen blanquecino, la cara

oscura con penachos blancos en las mejillas (figura 21).

Fligura 21.- Imagen de un indviduo
representante de la especie Cercapithecus aethiops en
el que pusden verse las caracteristicas morfolagicas
supericiales descritas en al texto,
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El mono verde africano se distnbuye en una amplia [ranja geogrifica que abarca
desde Senegal hasta Somalia v en ¢l Africa meridional. Su habitat es la sabana_ el limite de
los pastos y las ornillas de los cursos acuaticos Fs semiterrestre v omnivoro, consistiendo su
dieta en frutas, hojas. flores, insectos. huevos, pajaros, pequedios roedores y cultivos, Vive en

grupos, con varios machos adultos, en las copas de los arboles (figura 22),

Figura 22.- El mono verds africanc es semitemestre y una gran parta de su vida transcurre en las copas de los

arboles altos tipicos del ecosisiema sabana; en astos ambientes forma grupos relativamente numeroses de individuos en
los que hay varios machos adulios.
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II.- OBJETIVOS



1.- Obtener secuencias nucleotidicas de Mhc-DRB en la

especie Cercopithecus aethiops (mono verde africano).

2.- Asignar las secuencias obtenidas a loci o linajes Mhc-DRB

mediante 1a construccion de dendrogramas.

3.- Analizar las relaciones evolutivas entre las secuencias de
mono verde y las de otros primates (prosimios, monos del

Viejo y del Nuevo Mundo y péngidos).

4.- Comprobar si los datos obtenidos apoyan el modelo de
evolucion transespecifica del Complejo Principal de

Histocompatibilidad (MHC).

5.- Estudiar si los productos proteicos de los alelos obtenidos
cumplen los requisitos para funcionar como moléculas
presentadoras de antigenos, mediante el analisis de residuos
aminoacidicos especificos deducidos y el calculo de
sustituciones sinénimas y no sinénimas en el sitio de union al

antigeno y fuera de él.

6.- Estudiar los posibles mecanismos de generacion de alelos

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

1.1.- ELECCION DE LA ESPECIE: MOTIVOS

Tres son los motivos que nos han impulsado a elegir al mono verde afficano como objeto de estudio del
presente trabajo de investigacion.

En primer lugar, este trabajo tiene el interés de que, con caricter novedoso, se ha hecho una caracterizacién,
a nivel funcional y evolutivo, de los genes Mhc-DRB en una especie cuyos genes de clase IT no habian sido estudiados
hasta la fecha. Cercopithecus aethiops es una especie de la familia de los cercopitécidos, de la que su representante
mads prototipico es el macaco rhesus (Macaca mulatta), animal en el que si se ha hecho un profuso estudio de sus
alelos Mhc-DRB. En tal sentido, €l presente trabajo sobre Cercopithecus aethiops contribuye a incrementar el
conocimiento del acervo genético de esta familia de Monos del Viejo Mundo (Cercopithecidae) y, por ende, de los
primates en general.

En segundo lugar, la pertenencia a la familia de los macacos también fue un motivo de consideracién, debido
al gran protagonismo que ha adquirido esta familia como modelo clinico en diversos estudios patologicos y
terapéuticos. En particular, en la especie Macaca mulatta (macaco rhesus) se han hecho estudios de trasplantes y
aceptacion/rechazo de drganos, secuenciacion de genes MHC de las clases 1y I1, asociaciones haplotipicas de los
mismos, estudios del polimorfismo asociado a esas secuencias génicas y analisis evolutivos y filogenéticos. El mono
verde afficano es hospedador natural del virus SIV (Simian fmmunodeficiency Virus; Virus de la Inmunodeficiencia
de los Simios) que, en estos animales lleva a cabo un curso patologico similar al del VIH en humanos (Fomsgaard
et al., 1.995; Norley, 1.996). Estos estudios suponen una incursion en el estudio de las relaciones entre el correceptor
D4 de los linfocitos Th del mono verde africano y el SIV y su posible extrapolacion z la relacion existente entre ese
mismo correceptor, en linfocitos humanos, y el VIH (Fomsgaard et al., 1.997), asi como un intento por elucidar
posibles mecanismos de resistencia natural a través de la actividad citotdxica CD8+ (Murayama et al., 1.997).

En tercer lugar, la secuenciacion del genoma del mono verde puede arrojar nueva luz sobre el devenir
evolutivo del polimorfismo del sistema MHC.

Los individuos cuyo material genético ha sido analizado en el presente trabajo no guardan entre ellos
vinculos familiares, por lo que se puede considerar a la muestra estudiada como representante de su poblacién o

especie de origen.

1.2.- INDIVIDUOS Y CULTIVOS CELULARES

Ha sido estudiado un total de 15 individuos, identificados con la notacidon genérica "Ve-n", siendo n un
nimero desde el 1 hasta el 16. La amplificacion de los genes Mhc-DRB en el individuo Ve-9 fue negativa, por lo que,

en lo sucesivo, no serd tenido en cuenta en los resultados y discusion presentados en este trabajo.
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El material genético de los 15 individuos fue extraido a partir de lineas celulares de los mismos por medio
de cuitivos de células renales embrionarias (BIOWHITTAKER,; Walkersville, MD, USA). Las células renales
embrionarias poseen la capacidad de crecer en cuitivo primario durante un nimero limitado de generaciones. Su
forma de crecimiento es en monocapa, extendida ésta a lo largo de la superficie inferior del recipiente que las
contiene.

Estos cultivos se recibieron en el iaboratorio en recipientes de plastico con un medio de cultivo constituido
por MEM (Minimum Essential Medium;, Medio Minimo Esencial; LABORTECHNIK; Alemania) suplementado con
suero de ternera fetal (FCS; Fetal Calf Serum; LABORTECHNIK) inactivado por cator (36°C durante 45 minutos),
a una concentracion finat de 2% V/V.

Estos recipientes se incuban en una estufa a la temperatura constante de 372C, concentracion atmosférica
de 5% de CO, y humedad saturante.

El subsiguiente crecimiento celular se controla diariamente mediante microscopia de contraste de fase hasta
Gue, una vez que se ha formado integramente ia monocapa, hay que proceder a duplicar los cultivos con la finalidad
de obtener mas masa celular, superando asi las inhibiciones de crecimiento y multiplicacién celular que Hegan a
producirse por el contacto entre las células de Ja monocapa, una vez que ésta ha alcanzado su méaxima extension.

E! proceso de duplicacion requiere que el medio de cultivo sea retirado (por decantacién), procediendo
seguidamente a la adicion de 20 ml de solucién de Tripsina+tEDTA (BIOWHITTAKER) e inmediata agitacion a la
temperatura de 37¢C.

Al quedar despegadas, las células en suspension se reparten en tres recipientes de cultivo, aportando a éstos
el medio de cultivo necesario [RPMI-1640 (GIBCO; Painsley, Reino Unido) + FCS inactivado por calor al 20% V/V
+ glutamina 2 mM (BIOWHITTAKER) + céctel antibidtico al 1% V/V].

Una vez duplicados o triplicados los medios de cultivo, se reincuban bajo las mismas condiciones de
temperatura, (CO,] y humedad que posibilitaron, inicialmente, la expansion de la monocapa celular.

Cuando los cultivos crecen suficientemente (al menos 2 x 107 células por cada recipiente) se puede proceder

al tratamiento necesario para la lisis de las células y extraccion de su ARN.
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2.- EXTRACCION DE ARN Y CONVERSION EN ADNc

2.1.- EXTRACCION DE ARN TOTAL

Se siguio ¢l pratocolo de Sambrook y colaboradores {1.989), que abarca las siguientes etapas:

1.- Obtencion del botén celular (un minimo de 2 x 107 células) mediante centrifugacion del microtubo que
contiene la suspension.

2.- Resuspension en 250 pl de tampon de lisis frio [CINa 0,14 M (MERCK; Darmstadt, Alemania); Cl,Mg
1,5 M (id.); Tris 10 mM, pH 8,6 (SIGMA,; St. Louis, MO, USA); Nonidet P-40, 0,5% (id.)] ¥ 5 pl de inhibidor de
ribonucleasas (RNasin, 50 U/ul; PROMEGA; Madison, W1, USA).

3.- Incubacién en hielo (1 min).

4 - Centrifugacion (2 min, 14.000 rpm, 4°C). A su término se obtiene un boton de nucleos celulares que
puede ser aprovechado para la extraccion de ADN gendmico. El ARN permanece en el sobrenadante y se seguird
procesando.

5.- Adicién al sobrenadante de 250 pl de tampén PK 2X [Tris 0,2 M, pH 7,5 (SIGMA), EDTA 25 mM
(CARLO ERBA REAGENTL, Milan, Italia);, CiNa 0,3 M (MERCK); SDS 2% (SIGMA)], complementado con 20
ul de proteinasa K (10 mg/ml en Tris 20 mM, pH 7,5; BOEHRINGER MANNHEIM, Mannheim, Alemania) e
incubacién a 372C (30 min).

6.- Adicién de un volumen (500 pl) de fenol/cloroformo (APPLIED BIOSYSTEMS, Foster City, CA, USA)
o de fenol/agua/cloroforme (id.) y agitacion vigorosa Incubacion a 4°C durante 5'.

7.- Centrifugacion a 14.000 rpm durante 5 minutos. Las dos fases del apartado anterior quedaran
estratificadas.

8.- Descartar la fase inferior (apolar) y pipetear la fase superior a un nuevo tubo, donde se continuara
procesando mediante repeticion, dos veces mas, de las etapas 6-8.

9.- Afiadir un volumen de 50 pl de acetato sédico 3M, pH 5,5 (APPLIED BIOSYSTEMS) y 1 ml de etanol
absoluto (PANREAC). Se agita bien y se incuba 30 minutos a -80°C o una hora a -20°C.

10.- Centrifugar a 14.000 rpm durante 20 y a 4°C. El ARN aparecera en forma de un pequefio boton ¢n
el fondo de! tubo de centrifugacidn.

11.- Agpirar el sobrenadante y lavar el boton con etanol (PANREAC) frio (-20°C) al 70% V/V y volver a
centrifugar. Se eliminaran las posibles sales residuales del proceso de purificacion.

12.- Reaspirar el sobrenadante y continuar procesando €l boton de ARN mediante repeticion, una vez mas,
del paso 11.

13 .- Secar ¢l boton mediante centrifugacion al vacio y resuspenderio en 50 pl de agua bidestilada o en
tampon Tris-EDTA (10/0,1).

14.- Para comprobar que el ARN no ha estado sujeto a degradacién se llevard a cabo un control

electroforético de la muestra obtenida en el punto anterior. Para ello, se mezclara un volumen de 20 ul de disolucion
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de ARN con 5 pl de tampon de carga [Tris 50 mM, pll 7.6 (SIGMA) = EDTA 50 mM (CARLO FRBA
REAGENTI) — SDS 0.5% (SIGMA) - Azul de Bromofenol (BPB; BromoPhenol Hlue: BOEHRINGER
MANKIHZIM) 0,1% + sacarosa 40% (MERCK)]

13.- La mezcla consemida se somete a electroforesis en gel de agarosa

El gel de agarosa se prepara suspendiendo 0,5 gramos de agarosa tipo 1l (SIGMA) e un volumen de 50
ml de una dilucion acuosa 110 de tampon T E B 10X [Trs-LED T A-Acido Borico, por cada 1.000 ml de disolucion
tamponada se pesan Tris 108 g (SIGMA); LDTA 83 g (CARLO ERBA REAGENTT), Acido Bérico 55 g (id. );
ajustar el pH hasta 8 2-8.4; filtrar la disolucion a traveés de un filtro de 0,22 micras de tamafio de poro (NUNC,
Roskilde, Dinamarca)| y calentando la suspension hasta ebullicion total durante unos 5 minutos, s fin de que los
cristaloides de agarosa queden completamente disueltos. Tras ello se deja enfviar la suspension y. poco antes de
alcanzar la temperatura de fusion (=65°C), se le ataden 2.5 ul de una disolucion acuosa del colorante bromuro de
ctidio (BrEt, MERCK; 10 mg/ml) para, seguidamente, verter la suspension en una minibandeja de electroforesis en
la que se ha acoplado un peme de 8 dientes. Cusndo ¢l gel se polimeriza v solidifica se sumerge en una minicubeia
con 250 mil de tampon TE B 1X, se retira el peine v se cargan las muestras mescladas con lampdn de carga en el
mterior de los pocillos dejados por el peine, y se somete ¢l conjunto a un potencial de 100 voltios durante =2 horas,
Acabado este periodo se observa el resultado de la migracion electroforéticn (fgura 23) con un irradiador UV que

cmite una longiud de onda de 254 nm

Figure 23.- Electrofora-sls da ARMNE
axtraidos dé células da los Indhdduos Vo-{1-4). Puoden
verss doa bandes nitidas corespondiantas a los SRMN
2Ry A5, misntran qua b inagen dikenineds quo 98 ve
o ko lergo de cade calle corraspanda a una mercla de
milécuban da ARNT da diversos lmares,

Una vez realizado esie control electroforetico v confirmada la presencia de ARN en la suspension acuosa,
s¢ procede a determinar la coneentracion del mismo mediante ensaye sspectrofitométrico, para la cual se hace una
dilucion 1/100 del material resuspendido v se mide a las longitudes de onda de 260 y de 280 nm,

La concentracién se cuantificard mediante Ia formula: [ARN] = (Aze0 x 40 1 Foir) y el resultado numérico
obtenido tendrd las unidades pg/mi o, Io que es cyuivalente, ngul; a su vez, el cociente Agsw'Agge nos dard una
indicacion del grado de pureza de la preparacion, siendo lo ideal que dé un valor de 2.

D¢ cara a posteriores ensavos (conversion en ADNe, véase 2 2) es recomendable que las suspensiones de

los ARN obtenidos se guarden a -80°C, ajustadas a la concentracion de 200 ng/ul
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2.2.- CONVERSION DEL ARN EN ADNc. TRANSCRIPCION INVERSA

El ARN 1ota] ¥ monocatenario obtenido en la etapa antenior no sirve como sustrato para la Ty polimerasa

{viase 3.3), por lo que-es preciso sintetizar una hebra de ADN complementario (ADNG) Este fue sintetizada g partir

del ARN total, empleando el conjunto de reactivos aportados en el paquete "Reverse 1'ranscription System"

(PROMEGA). Por cada reaceion de transcrnipeoion inversa se prepard 1a siguiente mezcla de reaccion

Reactive

Tampon BT 10X
ClMp 25 mM
dNTPmux 10 mM
Miggo=d Ty o (500 ng/pl)
RMuasin (40 11/el)
AMY-RT (25 U/ul)
10 libre de nucleasas
TOTAL

Yolumen
2 ol
'R
7
1
[ 45
a6"
40"
L&

El lampin RT 10X es una disolucion de Tns-HCE 200 mM y CIK 500 mM.

A cada mezcla se le ahaden 3 pl de cada disolucion de ARN (200 ng/ul) que se desee convertir ein ADNg,

El volumen final de cada mezela de reaceion serd de 20 pl

Lus mezclas de reaccion se incuban durante 60 minutos a la temperatura de 42°C (figura 24). A continuacién

se procede a la inactivacion de la enzima v separaciin de los hibridos ARN/ADN por calentamiento {5 minutos a

999}, Acabada esta clapa es necesario enfriar muy rapidamente la preparacion (inmersion en un bafio de hiclo

durante un minimao de 2 minutoes)

Calor (99°C, 5

‘-n..__‘_‘_-.
Fragmentos

de ARN

ARNmM molde
AAAARRR-T"
= ITTTTT-5 "'

ADNe ep sintesis

Transcriptasa
inversa (42"C, 1 h)
Hihrido
ARNATIN
ARRAAAR—-T "'
rTrTrrr-51

min)

ADMNe sintvtizesdo
IrTYTrrT-5"

V.7

23

Fiqura 24 Modo de accion de o
franscriplase inverse. Ullizacdn da o allge-dT coma
Imlciador y sintseis da la primera hebra, Degradacion el
ARMN mofds por cofor y fberecidn da la cadena
reaocatenana de ADNg.



3.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

3.1.- CEBADORES: DISENO, SINTESIS Y PURIFICACION

La sintesis de los oligonucledtidos empleados como cebadores en las reacciones de amplificacion se llevo
a cabo en el sintetizador automatico "DNA-SM" (BECKMAN; Palo Alto, CA, USA). La técnica de sintesis esta
basada en la denominada "quimica del cianoetil-fosforamidita”, que consiste en la incorporacién sucesiva de los
diferentes nucleétidos a un soporte solido a lo largo de tres etapas:

1.- Proteccion de nucledsidos y funcionalizacién del soporte: los nucledsidos se protegen por acitacion
de sus grupos amino y el bloqueo de la posicién 5-OH con p-dimetoxotritilo. Con el primer nucledsido de la
secuencia (avanzando en el sentido 3'—5") se funcionaliza el soporte solido, accidn que consiste en la reaccion del
primer nucledsido con grupos carboxilo terminales presentes en ¢l soporte, cuya naturaleza suele ser gel de silice o
vidrio poroso.

2.- Sintesis ciclica: a través del soporte funcionalizado se hace discurrir una disolucién de écido
tricloroacético, liberdndose el radical 5'-OH del nucledsido unido al soporte del grupo p-dimetoxotritito.
Seguidamente se afiade el fosforamidito del segundo nucleétido que habra de incorporarse en la secuencia. Los
radicales 5'-OH que no hayan llegado a reaccionar son bloqueados haciendo pasar por la columna una disolucién de
anhidrido acético. Los grupos fosfito se oxidaran hasta fosfato por medio de una disolucién de yodo, obteniéndose
un dimero unida al soporte por medio de] 3'-OH. Se pasara nuevamente cido tricloroacético a través de la columna,
liberandose la posicion 5'-OH y haciendo que el dinucledtido se vuelva susceptible a la union de un tercer nucleétido.
El ciclo expuesto se repetira tantas veces sean necesarias para lograr la secuencia oligonucleotidica deseada.

3.- Liberacién del soporte y desproteccion final: eluyendo con una disolucién concentrada de amoniaco
se consigue la separacién del oligonucledtide de su soporte fisico. La disolucién amoniacal de oligonucledtido se
incuba a 54°C durante un tiempo de 5-12 horas, permitiendo la desproteccion de todas las bases de la secuencia y
la obtencion del fragmento de ADN monocatenario en una disolucidén acuosa de amoniaco.

Una vez obtenida esta disolucion "cruda” de oligonucledtido, se debe proceder a su purificacion, para lo cual
existen varios métodos, habiéndose empleado para este trabajo el que a continuacioén se describe:

1.- Evaporacién del amoniaco mediante una prolongada (=3 horas) centrifugacion al vacio. Al final se recoge
un residuo solido consistente en las moléculas de cebador mezcladas con diferentes sustancias quimicas empleadas
en el proceso de sintesis.

2.- Suspensién de ese residuo solido en 100 pl de acetato sodico 3M, pH 5,5 (6 2M, pH 4,5).

3 .- Adicion de 900 l de etanol absoluto.

4.- Incubacion de la mezcla obtenida a -80°C durante una hora o a -20°C a lo largo de toda una noche.

5.- Centrifugacion a maxima velocidad (14.000 rpm) durante 30 minutos. Obtencion de un botdn de
oligonucieotidos.

6.- Eliminacion, por aspiracion, de la fase liquida.

34



Manue! Rosal Sinchez Materiales ¥ Métodos

7.- Lavado con etanof frio (-20°C} al 70% V/V.

8.- Centrifugacion durante cinco minutos a 14.000 rpm.

9.- Repeticion de las etapas 6-8 durante una vez. Las sales remanentes a lo largo de los procesos de sintesis
y de purificacion deberan quedar eliminadas en su mayor parte,

10.- Nueva eliminacion, por aspiracion, de la fase liquida.

11.- Secado de la fase liquida residual mediante centrifugacién al vacio.

12.- Resuspension del botén molecular en 150 pl de agua bidestilada.

De los oligonucle6tidos purificados y resuspendidos se pipetea una alicuota de 3 pl y se diluye en agua
bidestilada en la relacién 1/100. Estas diluciones se miden en un espectrofotometro a la longitud de onda de 260 nm

y su concentracion se calcula mediante la expresion:
[Otigonucledtido] = (A5 x 50 x Fnu)/ (nAx1,16+n°Cx0,9 + n°G x 1,08 + n°T x 0,92)

El resultado de este calculo vendra dado como pmol/l (UM, v los oligonucledtidos se ajustan finalmente
a una concentracion de trabajo de 10 uM. Los cebadores se mantienen, alicuotados, a la temperatura de -20°C hasta

¢l momento de su utilizacion.

3.2.- CEBADORES UTILIZADOS EN LA AMPLIFICACION

Se emplearon dos cebadores que flanqueaban cada uno de ellos las zonas extremas del segmento génico que
debia ser amplificado; las primeras bases del extremo 5° det exdn 2 y las tiltimas bases del extremo 3° del exdn 3 de
genes Mhc-DRB.

Ei primero de ellos era el oligonucledtido llamado DRB-Amp A (Todd et al., 1.987), cuya secuencia
nucleotidica es 5'- CCCCACAGCACGTTTCTTG-3'; es un oligonucledtido disefiado desde la dltima base del
segundo triplete del exén 2 de los genes DRB, hasta la Gltima base del octavo codon, ambas inclusive,

El disefio del cebador para la amplificacion de las cadenas minus se realizd seleccionando una secuencia
oligonucleotidica comiin en las tres especies publicadas (humana, chimpancé y gorila; Figueroa et al., 1.991), cuyo
extremo 3’ estd situado a 44 bases de distancia (hacia 5°) del extremo 3' del exén 3. Se le ha dado el nombre de DRB-
E3, y su secuencia de nucledtidos es 5'-TGGCAGGTGTAAACCTCTC-3.

3.3.- AMPLIFICACION GENICA

La PCR es un método de obtencion, in vifro, de un elevado (amplificacion) nimero de copias de un
fragmento nucleotidico, a partir de s6lo un reducido niimero inicial de moléculas de ADN que contienen dicho
fragmento en su secuencia. Consiste en la repeticidn ciclica de tres etapas en ef orden que se esquematiza en la figura
25, y que son;

1.- Desnaturalizacidn: consiste en la separacion de las dos cadenas det ADN objeto de amplificacion, lo

cual se consigue mediante una gran elevacidn de la temperatura del medio de reaccion (93-97°C), suficiente para
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ramper los puentes de hidrogeno que mantienen integra la estructura del ADN. A esta alta temperatura las hebras

sencillas resultantes permaneceran desapareadss en su conformacion azarosa de mas haja energia libre,
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Figura 25.- Esquema del proceso ciclico de amplificasion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Véasa & apartadn 1 3,

.- Anillamiento: un inmediato descenso de la temperatura (hasta S0-60°C) del media de reaccidn, en

presencia de una alta concentracion de cebadores, cuya secuencia sea complementaria de la de ciertos segmenlos de
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las dos hebras sencillas, hard que aquélios se unan a éstas. Para la amplificacién de una regién "diana" del ADN es
necesaria la presencia de dos oligonucledtidos, siendo uno de ellos complementario del inicio de transcripcion de la
cadena plus, vy el otro del de ia cadena minus. La secuencia de estos cebadores estara en funcion de cual sea la
secuencia de esos inicios de transcripcion en las dos hebras complementarias y, en la mayoria de los casos, se tratara
de cortas secuencias de ADN sencillo, compuestas por 15-25 nuclebdtidos, siendo fundamental que sus secuencias
no guarden complementariedad entre ellas, pues ello acarrearia que estos oligos se hibridaran entre si y no con las
secuencias "diana” de la hebra de ADN.

3.- Elongacién: esta etapa consiste en la adicién, en el sentido 5'—+3, por parte de la Tag polimerasa, de
los nucledtidos necesarios para replicar cada hebra sencilla desnaturalizada, originando, de esta manera, al final de
esta etapa, ¢l doble de moléculas de ADN de las que habia antes dei inicio del proceso. La incorporacion de estos
nucleétidos del medio se hace respetando las reglas de complementariedad de bases.

Una peculiar caracteristica de la Tag polimerasa es que siempre afiade una adenina en el extremo 3' de la

cadena que sintetiza; esta base queda desapareada y es por eso que se la llama “base colgante” (véase 4.2).

3.4.- AMPLIFICACION DEL ADNc

Cada ADNc, procedente de los ARNs extraidos de las lineas celulares renales de monos verdes, fue
amplificado mediante el procedimiento de la reaccién en cadena de la polimerasa.

Cada mezcla de reacciéon constaba de los siguientes reactivos en las cantidades que se dan;

Reactivo Yolumen
Tampén PCR 10X 10
Cl,Mg 25 mM i "
dNTPmix 1,25 mM 16 "
Cebador DRB-Amp A 10 uM 10 "
Cebador DRB-E3 10 pyM 10 "
Tagq polimerasa (5 U/ul) 05"
H,0 destilada 385"
TOTAL 95 "

El tampén PCR 10X es una disolucién de Tris 100 mM, pH 8,3 y CIK 500 mM.

La mezcla total se prepara afiadiendo todos los reactivos excepto el ADN, y se irradia durante 5° con luz
ultravioleta a dos longitudes de onda: 254 y 302 nm. Esta exposicion elimina la posible presencia de ADN
contaminante en la mezcla, que pudiera alterar el resuliado de la PCR.

A cada mezcla se le afiade un volumen de 5 pl de disolucién de ADNc, alcanzando cada una de éstas un

volumen final de 100 ul,
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Las condiciones en que se llevo a cabo la amplificacion de las muestras consistieron en una desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 5 minutos (para asegurar la completa separacion de las hebras), seguida por los ciclos propios
de la PCR:

a} Desnaturalizacion a 94°C durante de 20 segundos.

b) Anillamiento a 552C durante un minuto.

c) Elongacion a 722C durante 2°15"".

El nimero total de ciclos fue 40 y, acabados éstos y, a fin de asegurar la conclusion de cualquier elongacion
inacabada, se procedio a mantener las muestras a 72°C durante 10 minutos, tras lo cual, las muestras se pueden
guardar a 4°C. El termocictador empleado fue el DNA Thermai Cycler 9600 de PERKIN ELMER CETUS (Norwalk,
CT, USA).

3.5.- CONTROL DE AMPLIFICACION

La alta sensibilidad amplificadora de la técnica de la PCR hace necesaric emplear un cuidado extremo en
Ia manipulacién de las muestras para evitar contaminaciones cuyo origen puede ser manipulacion defectuosa o
presencia de ADNs forineos ajenos al estudio propuesto. Es por ello por lo que, ademas de las muestras objeto de
estudio, se prepara siempre otra muestra adicional que actia como control negativo en la que a la mezcla de reaccion
descrita con anterioridad se le afiade agua bidestilada en vez de disoluciéon de ADNc. En esta mezcla no debe
producirse ningun tipo de amplificacion.

La verificacion de la amplificacién en los ADNc de monos verdes, y su ausencia en el control negativo, se
realizd por electroforesis en gel de agarosa a una concentracidn final del 2%, preparado de la siguiente manera:

1.- Se pesan 6 gramos de agarosa "NuSieve 3:1" (IBERLABO; Barcelona, Espaiia).

2.- Se suspenden en 300 ml. de una dilucién acuosa 1:50 de tampén T.E.A 50X, [Tris-EDTA-Acido
Acético; este tampon es una disolucion de Tris-base {SIGMA) 2 M, EDTA (CARLO ERBA REAGENTI) 0,1 M
y acido acético glacial (PANREAC) 1 M; el pH de la misma se ajusta a 8 con 4cido acético glacial y, finalmente, se
filtra a través de una membrana de acetato, o nitrato de celulosa de 0,22 pm de tamafio de poro (NUNC)].

El resto de pasos son iguales a los que se siguieron para ¢l control electroforético de la extraccion de ARN
(véase 2.1). La salvedad es que las bandejas y las cubetas de electroforesis son ahora mas grandes (bandejas para
geles de 300 m! de capacidad y cubetas de 2 litros de volumen de tampdn).

En esta electroforesis, junto a las muestras amplificadas y €l control negativo, también se someten al control
electroforético los marcadores de peso molecular V (8-587 pb) y VI (154-2.176 pb; ambos de BOEHRINGER
MANNHEIM).

En la figura 26 se muestra una imagen tipica de una electroforesis de ADNc de monos verdes. El tamafio
de las bandas es de 516 pb, que es la suma de las 478 pb que mide el segmento formado por el exdn 2 (259 pb) mis

el exén 3 (219 pb), adema4s de las 38 bases correspondientes a los cebadores (19 en cada uno).
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Ve-1 Ve-2  Ve-3 Ved Ved  Ve6

Figura 26.- Visualizacion, tras la migracion electroforstica, de unas bandzas de ADNc de monos verdes [Ve-(1-6)] amplificados con los
cebadores y las condiciones descritas en el texto. En el extremo derecho de la imagen eparacen las bandas del marcador de peso molecular V1. En esta
imagen s muestran seis calles, conteniendo cada una de eflas una banda de ADNe amplificado que se sittia en una pesicion tal, respecto a las bandas dal
marcador, que su tameario es ligeraments superior & S00 pb. Nétess la ausencia do banda en la calle correspondiente al control negative {C-): en ella la mezda
carece de ADNc y en gu lugar se ha cargade agua bidestilada.
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4.- SECUENCITACION DE ADN (Sambrook et al., 1.989)

4.1 PURIFICACION DE LOS ADNc AMPLIFICADOS

El ADNc amplificado se encuentra en un medio donde se hallan, ademds de é! mismo, moléculas de
oligonucledtidos que no han llegado a actuar como cebadores (éstos siempre se afiaden en exceso al medio de
reaccion), desoxinucledsidotrifosfatos que no han sido incorporados en las duplicaciones, sales del tampon, etc.,
siendo por ello necesaria una etapa de purificacion de este ADN.

Sobre un transiluminador UV y visualizando en todo momento las bandas de amplificacién (el bromuro de
etidio que acompaiia a [as bandas es visible bajo esta fuente de luz), se procede a recortar las bandas de tamaiio
adecuado utilizando un bisturl estéril y procurando minimizar en lo posible la cantidad de agarosa adherida a ta banda.

En el proceso de purificacion se ha empleado el equipo "Wizard PCR-Preps” (PROMEGA), que consta de
los siguientes pasos:

1.- Cada porcidn de agarosa recortada, con la banda de ADN embebida en ella, se introduce en un tubo
limpio de microcentrifuga de 1,5 ml.

2.- En cada tubo se afiade 1 ml de resina de purificacion de ADN (tiocianato de guanidina 6 M) y se incuban
durante un minuto a 72°C a fin de fundir la agarosa (las moléculas duplexas de ADN no se desnaturalizan a esta
temperatura).

3.- Cada mezcla fundida (con la banda de ADN suspendida en ella) se vierte en un cilindro de jeringa de
plastico de 2 ml. que, a su vez, estd acoplado verticalmente a la boquilla superior (aferente) de una minicolumna de
purificacién suministrada por el kit (una por cada producto de amplificacién que sea necesario purificar). La boquilla
eferente de cada minicolumna (parte inferior de las mismas) esté provista de un filtro membranoso por medio del cual
quedan retenidas las moléculas largas y filamentosas de ADN, al tiempo que deja pasar los demas componentes del
medio. El paso de la suspensién fundida a través de fa minicolumna y del filtro que contiene se consigue por medio
de la presién manual que se ejerce sobre €l émbolo de la jeringa.

4 - Cuando la suspensién ha quedado completamente filtrada y €l ADN retenido en la membrana, se recurre
al mismo procedimiento del punto anterior para forzar el paso, a través de los filtros de las minicolumnas, de 2 ml
de una disolucién acuosa de isopropanol (PANREAC) al 80%, equilibrado a temperatura ambiente, a fin de eliminar
las posibles sales remanentes que quedaron en el filtro.

5.- Se desechan las jeringas utilizadas y cada minicolumna se acopla a la boca de un tubo de microcentrifuga
de 1,5 ml.

6.- En el interior de cada minicolumna se pipetean 50 pl de agua bidestilada. Si tras el control electroforético
posterior a la PCR se sospecha que hay poca cantidad de ADNc amplificado (en funcién del brillo del bromuro de

etidio adherido a la banda) es recomendable reducir ese volumen (hasta 40, 30 6 20 ul)
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7.~ Tras esperar un minuto como minimo (tiempo necesario para que la membrana del filtro se empape con
el microvolumen de agua del punto anterior), los conjuntos acoplados minicolumna/tubo de microcentrifuga se
centrifugan durante 20 segundos a 14.000 rpm,

8.~ E! ADN, que babia permanecido unido a la membrana de la minicolumna, se eluye a consecuencia de
la centrifugacion y es recogido en los microtubos acoplados a aquéllas.

Este proceso de purificacion supone una cierta pérdida de la cantidad de ADNc inicialmente amplificada,
por lo que ¢s necesario montar una electroforesis del material purificado para comprobar que todavia se dispone de
suficiente cantidad det mismo, hecho que se evidencia de forma cualitativa por el brillo que ofrecen las bandas al

acabar esta nueva electroforesis.

4.2.- LIGADO EN EL VECTOR DE CLONAJE

Para las reacciones de ligado se ha usado el equipe "pGEM-T Vector System" (PROMEGA), y se llevaron

a cabo de esta manera (para cada reaccion de ligado, una por cada ADNc¢ amplificado y purificado):

Reactivos Yolumen
Tampon ligasa 10X 1 ul
Vector pGEM-T (50 ng/ul) 1
ADN-ligasa de T7 (3 U/ul) [
H,0 bidestilada 2"
TOTAL s

En esta mezcla se afladen 3 ul de la disolucién de ADNe purificado, y la suspension resultante se incuba a
15-25°C en un intervalo de tiempo entre 3 y 12 horas. El producto de actuacion de la ligasa es una molécula
completamente circular (plasmido mds el ADNc ligado).

Si al acabar la electroforesis de los ADNc purificados (véase 4.1), 1a banda de una determinada muestra es
débil, con lo que cabe suponer poca concentracion del mismo, se pueden reemplazar los 2 pl de agua bidestilada del
protocolo anterior por suspension de ADNc purificado, con lo que este {iltimo componente tendra un volumen final
de 7 microlitros,

El ligado se consigue porque el plasmido (inicialmente una cadena abierta) porta en sus dos extremos 3' dos
timinas desapareadas, llamadas "bases colgantes", susceptibles de complementarizarse con las adeninas colgantes en
posicion 3' del ADN amplificado (véase 3.3).

Para comprobar la estabilidad del vector es recomendable evaluar su capacidad de autoligado (o religado)
afiadiendo una muestra mas a las anteriores, a modo de control, consistente en una reaccion como las descritas en
la que se afiade agua bidestilada en lugar de ADN purificado,

Las estructuras del vector pGEM-T y de los puntos de insercién del fragmento amplificado se muestran en
las figuras 27 y 28,
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Flgura 27- Mapa
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Vector .7—»
pGEM-T

s e == s T ranscripeidn de M13/DIR
At NETEG TARAA CGACC GCCAG TGAAT TGTAR TACGA CTCAD TATAG GEOGN NITGE GOOOE
3 ..o GEARC ATTTT GUTHEED OGGTO ACTTA ACATT ALUCT CASTS ATATC COGCT TAACO CGGEGT

ACGTE GCATE CTOUC GOUCLD CCATS GCCGC GGGATTI' (fragmarnta) ATOAD TRETG SO
TGEAL RETRL CASGE CCGEC GETAC CGGLG CCOTA {insertada) 3* TIACTE ATOAC GCOGG

GOCCTS CAGST CGACC ATATGH GRAGA GUTOCC CANMYG COTTS SATOGE ATACS TTEAS TATTE
CEGAC RTCCA GGG TATAC CCICT CGAGS GTTES GEARC STACG TATOG AACTS AUALG

Transeripeion di MIBINV  c==—=—=====—==
TATAG TGTCA CCOTAA ATAGC TTGGC GTAAT CAT
ATATC BCAGT GGATI TATCG KACCG

GTG. ...
ARG DACALY, . L 5Y

Figure 268.- Luger da unkdn da los fragmentos foraneos de ADN purificados al plasmide pGEM-T. Gz &l husca siuadn erfra ambaz fininas
ealgantes (repessntadas en oolor 0j0 ¥ ceronles s spaeamisnta). Con més datale 2a apeecian an sete ssquams lBs seouenias nudoulidines de o promotoees
del virus beclerioiago Mi3 (MIZTIR, sombraads de amarilo para ks cadens plhes, y MIBINY, sombreade de verde, pars |a cadana mine), Ins clsles ssrvivan
para la postariar amplificanion def fragmento de ADN gus se nseriz enlre ambos {viaza 4 4)

4.3.- PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES ¥
TRANSFORMACION CELULAR

Como bactenias receptivas a la imeniorizacion de material genético de mono verds se usé la cepa 1G1 de
la especie Escherichia coli, las cuales son transformadas en competentes por medio de la siguiente sucesion de
etapas:

l- Una alicuota de 5 ul de suspension de bacterias de la cepa TG se inocula en un volumen de 5 ml de
medio TY 2ZX (dilucion |1 000) y el ubo empleado se deja en agitacion constante (200-250 rpm) durante toda la
nuche a la temperatura de 37°C. El medio liquido TY 2X para el enriquecimiento de cultivos bacterianos se prepara
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(por cada 1.000 ml) disolviendo 16 g de bacto-triptona (DIFCQ; Detroit, M1, USA), 5 g de extracto de bacto-
levadura (id.) y 5 g de cloruro sodico (MERCK); el pH se ajusta a 7 con NaOH 5N (id.).

2.~ Alcanzada la fase de crecimiento exponencial (12-14 horas de agitacion) se recogen 400 pl del medio
enriquecido y se inoculan en 40 ml de medio TY 2X (dilucion 1:100), volviendo a agitar la suspension bacteriana
durante 2 horas a 37°C (200-250 rpm).

3.- Esta nueva suspension se centrifuga a 3,000 rpm durante 10 minutos.

4.- Se obtiene un botdn bacteriano del que se elimina el sobrenadante por decantacion.

5.- El botdn es resuspendido en 20 ml de una disolucion ftia (4°C) de Cl,Ca 50 mM [MERCK; la disolucién
sera filtrada a través de una membrana de 0,2 pm (MILLIPORE, Molsheim, Francia)], manteniendo el tubo inmerso
en un bafio de hielo. Esta resuspension debe hacerse con suavidad, puesto que el contacto con los jones Ca®* tiene
el efecto de fragilizar la pared bacteriana, con lo que una resuspension por agitacién vigorosa podria destruir las
bacterias. A partir del contacto con el cloruro célcico resulta critico que las bacterias estén siempre en un entorno
frio.

6.- La suspension, inmersa en bafio de hielo, se deja en reposo durante 30 minutos, iempo minimo para que
los iones de calcio terminen de fragilizar las paredes bacterianas, volviéndolas porosas y permeables a la introduccion
de material genético no propio.

7.- La suspension es centrifugada durante 10 minutos, a la velocidad de 3.000 rpm y a la temperatura de 49C.

8.- Dentro de un bafio de hielo, al boton bacteriano obtenido se le elimina el sobrenadante por aspiracién
y se vuelve a resuspender cuidadosamente en 4 ml de disolucion fria de Cl,Ca.

La transformacion se logré poniendo en contacto durante media hora (dentro de un bafio de hielo) cada
disolucién de los ADNs ligados (5 wl de cada una) con una alicuota de 50 wl de la suspensidn de bacterias
competentes, También se transformé una alicuota de bacterias competentes con el plasmido religado (véase 4.2). Con
esta incubacién se consigue que los plasmidos queden adheridos a la superficie externa de la bacteria,

Acabada la incubacidn se somete a un breve choque térmico (42°C durante 40-45 segundos) a cada tubo
de reaccitn, con lo que se logra la dilatacién de los poros membranosos y la penetracion del plasmido; a continuacidn,
una inmersion en hielo durante un minimo de 2 minutos contrae nuevamente los poros.

Se afiaden 450 pul de medio TY2X y se mantiene el cultivo en agitacion (200-250 rpm) a 37°C durante 1-1,5
horas, tras lo cual ya se puede sembrar en placas de agar LB.

El agar LB se prepara pesando y disolviendo, por cada 1.000 ml, 10 gramos de bacto-triptona (DIFCO),
5 de extracto de bacto-levadura (id.) y 10 de CINa (MERCK). Estos componentes se disuelven en 950 m! de agua
destilada y se ajusta su pH hasta 7 con NaOH, enrasando hasta un volumen final de un litro, tras lo cual se aftaden
7,5 gramos de bacto-agar (DIFCO). Se esteriliza en autoclave durante 20 minutos. Tras el autoclavado, y sin llegar
a dejar que la temperatura baje lo suficiente como para que el bacto-agar polimerice (fendmeno que ocurre
aproximadamente a 56°C), se fracciona la suspension en placas de Petri, conteniendo cada una de elias un volumen
de 20 ml,

Las placas se enfrian y polimerizan su agar a temperatura ambiente y, después, se dejan en reposo durante
una noche a fin de eliminar el exceso de humedad que aiin contienen. Acabado este periodo, las placas se sellan con
papel PARAFILM (AMERICAN NATIONAL CAN; Neenah, WI, USA) y, en posicién invertida (para evitar

deshidrataciones excesivas), se guardan a la temperatura de 4°C hasta et momento de su uso.
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Antes de la siembra bacteriana, las placas se pretratan impregnindolas en toda su superficie con 100 pl de
una disolucién etandlica de ampicilina (20 mg/ml) y, media hora despuds, se les extiende una mezcla de dos
disoluciones: 40 pl de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) al 2% en dimetilformamida como
disolvente, y 40 pl de disohrcion acuosa de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) 100 mM. Media hora después
de esta segunda impregnacion, ya puede procederse a la siembra, utilizando para ello un volumen de 200 pl de
suspension de células transformadas. Las placas sembradas se incuban, invertidas, en una estufa a la temperatura de
37°C durante 14-18 horas.

Para evaluar la eficiencia de las bacterias competentes se realiza un control de transformacion de bacterias,
usando 10 pg de un plismido superenrrollado, carente de inserto e, igualmente, portador del gen que confiere

resistencia a la ampicilina, para transformar 200 pl de bacterias competentes.

4.4.- SELECCION, AMPLIFICACION Y CONFIRMACION DE LOS CLONES
RECOMBINANTES

Las colonias de bacterias transformadas (todas [as que han conseguido crecer sobre el agar pretratado con
antibiético) se dividen en dos clases segin su color: blancas y azules. Las blancas son las que llevan plasmidos
recombinantes y el color se debe a que Ia insercion del ADN foraneo se produce en un punto del plasmido en el que
se rompe la integridad del gen lacZ, cuyo producto proteico ayuda a la bacteria a metabolizar el X-gal (figura 27).

Por contra, en las bacterias portadoras de plasmidos no recombinantes, queda preservada la estructura y
capacidad codificante del gen anterior, permitiendo a la bacteria degradar el X-gal y formar en esta reaccion un
derivado metabélico cuyo pH tifie de azul a la colonia.

El resultado de las placas en las que se han sembrado bacterias transformadas con plasmido religado y de
las que lo han sido con control de transformacion nos informara sobre la calidad del experimento.

La placa de control de religado tan s6lo debe contener una minima proporcién de colonias blancas {1-8%).

La placa en la que se ha sembrado el control de transformacion debe mostrar una eficiencia de ~100 células
transformantes/pg de plasmido superenrrollado.

Pero no todas las colonias blancas acaban resultando positivas para el ADN insertado, puesto que puede
ocurrir que, dentro de una bacteria, el plasmido no recombinante se rompa imposibilitando el metabolismo del X-gal
y confiriendo a la colonia color blanco. Serfa un caso de falsa positividad.

Para confirmar la condicién de auténticas recombinantes de las colonias blancas (descartando los posibles
falsos positivos), se procedio a recoger (con el extremo de una punta de micropipeta de 20-100 pl) al azar algunas
de estas colonias blancas, separindolas asi de la superficie de! agar y sumergiéndolas en 15 pl de disolucién de PBS.
TUn microvolumen de 10 ul de esta suspensidn bacteriana se inocula en 90 ul de disolucion acuosa al 0,1% de
detergente TWEEN-20 (PANREAC). Tras esto, las bacterias son sometidas a una incubacion de 1002C durante 15
minutos, proceso por ¢l que las bacterias quedan lisadas, liberandose su material genético.

A continuacién se realiza una PCR de "controf de insertos”. Algunas bases antes del punto de insercion, y
a cada lado del mismo, el plasmido pGEM-T presenta unas cortas secuencias del bacteribfago M13 (figura 28), las

cuales seran usadas como cebadores para amplificar toda la regién que se extiende entre ellas.

94



Manue! Rosal Sénchez Materiales y Métodos

Los dos cebadores de M13 tienen la siguiente composicion de bases:
MI13/DIR: 5'-TGTAAAACGACGGCCAG-3'
MI13/INV: §'-CAGGAAACAGCTATGACC-3'

Este control de insertos se prepara, para cada reaccion, de la siguiente manera:

Reactivo Yojumen
Tampén PCR 10X 2,5 u
Cl,Mg 25 mM 1,5 "
dNTPmix 1,25 mM 05 "
Cebador M13/DIR 3,2 uM 0,39"
Cebador M13/INV 3,2 uM 0,39 "
Tag-polimerasa (5 U/ul) 01 "
Glicerol (25%) 5 ™
Rojo de cresol 5X 5 "
H20 bidestilada 4,62"
TOTAL 20 "

A cada una de estas mezclas se les afiaden 5 ul de cada suspension de TWEEN-20 que contiene plasmidos
de las bacterias destruidas por calor (volumen total = 25 pl),

Las condiciones de esta PCR son 30 ciclos de:

a) Desnaturalizacion a 95°C durante 20 segundos.

b) Anillamiento a S0°C durante 20 segundos.

¢} Elongacion durante un minuto a 72¢C.

Si el plasmido porta inserto, el amplificado final se revelara en la electroforesis subsiguiente (figura 29)
como una banda cuyo tamafio es de 696 pb, correspondiente a la longitud del ADN amplificado de DRB (478 bases;
véase 3.5) mas la longitud de separacién que hay entre cada cebador de M13 y ¢l extremo més cercano al ADN
insertado (183 pb; 75 desde M13/DIR y 108 desde M13/INV; figura 28), mas la longitud propia de los cebadores
(35 bases; 17 del oligo directo y 18 del inverso).

Si no ha habido inserto, los dos cebadores flanquearan un segmento muy corto (218 pb, incluyendo las
secuencias de ambos}, dando una banda de ADN que en la electroforesis migrard muy' rapido debido & su pequefio
tamafio.

De aqueilos clones cuya positividad haya sido confirmada se inoculan los 5 l restantes de suspension
bacteriana en PBS dentro de 5 ml de TY2X, en agitacion a 37°C durante 12-16 horas, a 200-250 rpm.
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Figura 29.- Control elactroforético posterior 8 una PCR de control de insertos. Les bandas ampiificades se sitiian en una zona que corresponde
a un tamafio equivalents a del fragmento génico amplificado mas tas regiones flanqueantes del plésmido {algo menos de 700 pb; marcador VI). En la parta
derecha de la fotografia, y & la izquienda del marcador de peso molecutar se ve una banda més liviana (eigo més de 200 pb) comespandiente a la amplificacion
de una gecuancia plasmidica (PI) carente de inserto. Los niimeros comesponden a ka identificacién de cada mono verde: Ve-n,

4.5.- PURIFICACION DE PLASMIDOS RECOMBINANTES

Una vez que se ha conseguido un medio enriquecido en bacterias portadoras de plasmidos recombinantes,
se procede al aislamiento y purificacién de tales plasmidos, para lo cual se ha empleado el equipo "QIA-Well 8
Plasmid Kit" (QIAGEN; Hilden, Alemania), cuyo proceso se atiene a las siguientes etapas:

1.- Transferencia del medio enriquecido a tubos limpios de microcentrifuga. Normatmente solo se transfieren
3 de los 5 ml (dos tubos); centrifugacién a 3.000 rpm durante 2 minutos y eliminacién de los sobrenadantes por
aspiracion.

2.- Resuspension de los dos botones bacterianos en un volumen de 300 pl de tampdn de resuspension ¢ P1
(Tris 25 mM, pH 8; EDTA 10 mM; glucosa 50 mM.) y agitacion vigorosa en vortex para conseguir que el botén
quede completamente resuspendido. Este tampén estd complementado con RNasa H a fin de eliminar trazas
contaminantes de ARN bacteriano.

3.- Adicion de 300 ul de tampdn de lisis o P2 (NaOH 0,2 N; SDS 1%) y actuacién del mismo durante 5
minutos, cuya extrema alcalinidad provoca la lisis de las células resuspendidas y que el plasmido adopte una
conformacién superenrrollada que le protegerd de futuras acciones quimicas.

4.. Adicion de 300 u! de tampdn de neutralizacion o P3 (360 ml de una disolucion de acetato potasico 5 M
a la que se le afiaden 70 ml de 4cido acético glacial; ajustar el pH a 4,8; enrasar con agua destilada hasta 500 ml, con
lo que se obtiene una disolucién 5 M para el ion acetato y 3 M para el cation K*). El 4cido acético neutraliza la
alcalinidad de P2 durante un espacio de 10 minutos en bafio de hielo,

5 - Centrifugacidn a velocidad de 14.000 rpm durante 15 minutos. Los sobrenadantes, que contienen los
plasmidos recombinantes, se cargan en minicolomunas provistas por el kit. Estas minicolumnas son pequefios cilindros
con una membrana porosa acoplada a una boquilla inferior para salida de liquidos. El conjunto se filtra por absorcion

al vacio, haciendo que los plasmidos queden adheridos a las membranas.
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6.- Seguidamente se hacen pasar, por absorcion al vacio, 2 ml de tampdn de lavado, el cual elimina los
residuos salinos atrapados en las membranas porosas.

7.- Finalmente, cada plasmido sera despegado de la membrana que lo retiene haciendo pasar por las
columnas 0,5 ml de tampén de elucién, El eluato es recogido en tubos colectores suministrados por el propto kit.

8.~ Al volumen eluido se le afiaden 350 pl (70% del volumen total eluido) de isopropanol puro equilibrado
a temperatura ambiente, el cual actuard como fase extractora. Tras homogenizar bien las mezclas anteriores se
centrifugan los tubos colectores durante 30 minutos a 14.000 rpm.

9.- Por aspiracion se eliminan cuidadosamente los sobrenadantes de la centrifugacion anterior, y el boton
plasmidico es lavado con etanol frio (-20°C) al 70%. Tras una nueva centrifugacién {14.000 rpm, 5 minutos) y
aspiracién de sobrenadantes, el boton plasmidico es secado por centrifugacidn al vacio y resuspendido en 20 pl de
agua bidestilada.

10.- Por espectrofotometria se determina la concentracién de los plasmidos:

[ADNppasm] = Azeo x 50 x Fpp, asi como su pureza, expresada por el cociente (Azg/Asge). El primero de estos
parimetros vendra expresado en ng/ul y las muestras se ajustaran finalmente hasta el valor de 200 ng/pl, tras fo cual
se guardan a -20°C. En cuanto a la pureza, lo ideal es obtener un cociente de absorbancias igual a 1,8, pero en la

préctica se obtienen buenos resultados con valores comprendidos entre 1,4-1,9.

4.6,- REACCIONES DE SECUENCIACION

Una vez purificado el ADN bicatenario de plasmido que contiene el inserto de interés, se realizan las
reacciones de secuenciacion (copia) siguiendo basicamente el modelo descrito por Sanger v colaboradores {1.977).
Se pueden utilizar distintas enzimas como polimerasas y procedimientos manuales de secuenciacion {que incluyen
el manejo de isdtopos radiactivos) o automatizados, con el uso de fluoréforos como sefial. En este trabajo se utilizd
la enzima Taq polimerasa y un procedimiento automatizado de secuenciacion, con el uso de un termociclador para
las reacciones de secuenciacién y de un secuenciador automético de ADN.

La mezcla de reaccion se realiza con los siguientes componentes;

Reactivos Yolumen
PREMIX de terminadores 9.5 ul
MI13/(DIR ¢ INV) 3,2 uM [
H;O bidestilada 45"
TOTAL 15"

El PREMIX de terminadores ya viene preparado comercialmente (APPLIED BIOSYSTEMS) y es una
mezcla de dye-terminadores de A, C, Gy T, dATP, dCTP, dITP, dTTP, Tris-HCI pH 9, Cl;Mg, pirofosfatasa
termoestable y Ampli-Tag polimerasa FS.

Se afiade el ADN plasmidico que se quiere secuenciar, en un volumen final de 5 pul y concentracion inicial

de 200 ng/ul. El volumen final de cada reaccién de secuenciacién es de 20 pl.
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Las reacciones de secuenciacidn se llevan a cabo en ¢l mismo termociclador en el que se realizaron las
amplificaciones originales y las PCRs de control de insertos, con las siguientes condiciones:

a) Desnaturalizacion inicial a 95%C durante 2 minutos.

b) 25 ciclos de:  1.- Desnaturalizacion & 96*C durante 15 segundos.

2.- Anillamiento {un solo cebador por reaccion) a 50°C durante 1 segundo.
3.- Elongacién a 60°C durante 4 minutos.

¢) Enfriamiento final a 42C durante tiempo indefinido.

El fragmento de ADN, abarcando los exones 2 y 3 de DRB, fue secuenciado tanto en sentido directo (con
el empleo del oligenucledtido M13/DIR) como en el inverso (con el M13/INV), puesto que la longitud total del
amplificado (478 pb) es algo superior a la sensibilidad dptima del secuenciador de ADN (=300 pb).

En las reacciones de secuenciacion se incorporan en una hebra desnaturalizada de ADN, a partir de un
cebador, ademas de los decxinucledtides habituates en una PCR, dideoxinucledtidos marcados con cuatro
fluorocromos distintos [fluoresceina, NBD{(4-cloro-7-nitrobenceno-2-oxal-diazol), tetrametilrodamina y rojo de
Texas, uno para cada base], pero cuando uno de estos dideoxinucledtidos es el incorporado la cadena ya no ser4
elongada subsiguientemente (figura 30} y el fragmento de ADN terminara en €l punto en el que se incorpora ese

nucledtido modificado.

4,7.- PURIFICACION DE LAS REACCIONES DE SECUENCIACION

Este procedimiento de purificacion es necesario con el fin de eliminar el exceso de "terminadores" marcados
y no incorporados a las secuencias. Para ello se utilizaron columnas de sephadex (Sephadex G-50 Fine;
BOEHRINGER MANNHEIM), cuyo limite de exclusion es inferior a 72 pb. Sus etapas son:

1.- Homogenizar el contenido de la columna y dejarlo reposar para que el sephadex se sitiie en la parte
inferior de la misma.

' 2.- Abrir y dejar eluir el tampon.

3.- Lavar la columna con 1 mi de agua destilada.

4.- Centrifugar a 1.200 Xg durante 2 minutos,

5. Pipetear el producto de la reaccion de secuenciacion en el interior de la columna.

6.- Centrifugar a 1,200 Xg durante 2 minutos sobre un tubo donde se recoja la reaccion.

7.- Secar la muestra por completo en una centrifuga conectada a una bomba de vacio.  Las muestras ya

estan preparadas para cargarse en el gel de secuenciacion o pueden guardarse a -20°C y en oscuridad.

4.8.- CARGA DE LOS PRODUCTOS EN EL GEL, DETECCION Y OBTENCION
DE LAS SECUENCIAS

Para preparar los geles de secuenciacion, se mezclan;
a) 50 gramos de urea (MERCK).
b) 15 ml de acrilamida (BIQ-RAD; Hercules, CA, USA) al 40% (38 g de acrilamida + 2 g de bis-acrilamida
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en 100 ml de disolvene).

) 2 gramos de resina de intercambia ionico
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Al final se consigue un gel al 6% de acrilamida y 8,3 M de urea. Se agita la mezcla magndticamente y con
calor {(50°C) hasta que se disuelva totalmente. A continuacién se hace pasar por un filtro de 0,22 pm (NUNC), se
fe aftaden 10 mi de tampén T.E.B. 10X y se enrasa hasta 100 ml con agua bidestilada.

Los cristales de secuenciacion se lavan con detergentes que no produzean residuos y agua caliente,
secandolos con papel blanco del tipo “tissue”. Se aclaran con abundante agus corriente v, cuando ya no quedan
residuos de detergente, con agua bidestilada. Finalmente se lavan con etanol al 95% y se dejan secar en posicion
vertical.

Cuando se han secado se prepara una estructura trilaminar cristal-espaciadores-cristal. Se sellan los laterales
y el fondo con cima adhesiva plastica, A la solucidn de acrilamida filtrada se le aftaden 300 pl de persulfato amébnico
al 10% y 45 wl de TEMED (IBI). Se agita susvemente y se carga entre los dos cristales, en posicidn vertical y
procurando evitar Ja formacion de burbujas. Cuando el interior de los cristales estd lleno hasta dos centimetros del
borde supesior, se coloca el peine de secuenciacion y se fija con tres pinzas metalicas. EI conjunto se deja en reposo
durante 1-2 horas para que pucda palimerizar,

Polimerizada la acrilamida, se retiran las pinzas, el peine y la cinta adhesiva, Se lava abundantemente con
agua corriente y seguidamente con etanol af 95%. Se coloca el conjunto en ¢l intetior de la cubeta del secuencisdor
automético Applied Biosystems 373A. Una vez situado ef cristal y comprobada Ia buena lectura del Iaser, se rellenan
con tampon T.EB. 1X las cubetas de electroforesis superior ¢ inferior. Se conectan los cables de tension, se limpian
Jos pociflos de restos de acrilamida y se realiza una carrera previa de electroforesis durante 30 minutos, 8 1500 V,
20 mA y 30W

Las muesiras de secuenciacién, una vez descongeladas (véase 4.7} se resuspenden en una mezcla de 1
de EDTA 530 mM, pH 8, v 5 i de formamida desionizada, preparindose esta Gltima de Ja siguiente forma: el mismo
dia de su uso, pesar S gramos de resina AG 301-X8 (BIO-RAD) por cada 100 mi de formamida. Agitar
magnéticamente durante 30 minutos. Eliminar la resina filtrando con papel de fitro normal.

La preparacién anterior y las reacciones purificadas de secuenciacion se mezclan con cuidado y de forma
repetida para conseguir Ja resuspension del botén de ADN, A continuacion se centrifugan los tubos durante unos
pocos segundos para recoger todo e liquido en el fondo. Se calientan durante dos minutos a 90°C pars desnaturalizar
el ADN y se sumergen inmediatamente en hielo para evitar 1s renaturalizacion que vendsia a causa de una bajada
paulatina de la temperatura. Asi quedan preparadas las muestras para ser cargadas en los pocillos del gel. Después
de la carga se someten a electroforesis en las mismas condiciones que la pre-carrera, durante 14 horas.

Dentro del secuenciador, un rayo laser incide sobre y excita los fluoréforos que pasan a su través (figura
31}, y la longitud de onda emitida al cesar la excitacidn estara en funcidn de cudl sea el fluordforo excitado, que serd
diferente para cada dideoxinucledtido. La emisidn se filtra por los cuatro colores posibles, se fotomultiplica y se envia
al ordenador, ¢f cual identifica las bases marcadas y sus posiciones dentro del fragmento secuenciado, Es necesaria
esta computerizacién de Ia altima etapa de la téonica para discriminar los espectros de cada fluorocromo, ya que se
solapan ligeramente (Smith et af, 1.986).

En las figuras 32 v 33 se ven ejemplos de secuencias mucleotidicas recogidas del secuenciador v empleadas
en los andlisis efectuados en ef presente trabajo.
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3.- ANALISIS DE SECUENCIAS

5.1.- PROGRAMA PARA TRADUCCION DE SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS
A FRAGMENTOS PEPTIDICOS

La traduccion a proteina, a partir de todas las secuencias nucleotidicas obtenidas, se realizd con el programa
TRANSL, contenido en el paquete informatico PC/GENE (INTELLIGENETICS; Palo Alto, CA, USA). Este
programa hace una traduccion en los tres posibles marcos de lectura, por lo que es necesario conocer cual es la
correcta pauta de lectura de la secuencia nucleotidica investigada a fin de escoger 1a adecuada al trabajo que se lleva

a cabo.

5.2.- PROGRAMAS PARA CALCULOS EVOLUTIVOS

5.2.1.- Construccién de dendrogramas segiin la homologia entre secuencias
3.2.1.1.« Dendrogramas del programa CLUSTAL

Los arboles o dendrogramas filogenéticos se construyeron a partir de las secuencias de ADN utilizando el
programa CLUSTAL del paquete informatico PC/GENE, programa que se basa en el método de Wilbur y Lipman
(Wilbur y Lipman, 1.983; Higgins y Sharp, 1.988; Higgins y Sharp, 1.989).

CLUSTAL recoge las secuencias que se han introducido en un adecuado formato informatico y las dispone
en un alineamiento buscando homologias y diferencias. Seguidamente, calcula un valor de similitud para cada pareja
de secuencias que se someten a comparacion. En un tercer paso se construye el dendrograma utilizando los valores
de similitud obtenidos para cada pareja en el alineamiento inicial. El método utilizado para construir los dendrogramas
se llama UPGMA (Unweighted Pair Group Maximum Average, Méximo Promedio de Grupos Pareados y No
ponderados). El método UPGMA comienza agrupando en una rama las dos secuencias mas similares, Posteriormente,
calcula los vatores de similitud de esta rama con cada una de las secuencias restantes. En pasos posteriores se van
agrupando las dos secuencias més similares en nuevas ramas y se calculan nuevos valores de similitud para cada una

de las ramas que se van estableciendo.
5.2.1.2.- Método de mdxima parsimonia (DNAPARS)

DNAPARS es un programa incluido en el paquete PHYLIP {Phylogenic Inference Package 3.5c; Paguete
de Inferencia Filogenética, Felsenstein, J., 1.993). Estima filogenias por el método de parsimonia usando secuencias
nucleotidicas v se basa en las siguientes asunciones:

a) Cada sitio evoluciona independientemente.
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b) Los linajes diferentes evolucionan independientemente.

¢) La probabilidad de sustitucién de una base en un sitio dado es pequefia en el conjunto de los periodos de

tiempo implicados en una rama de la filogenia.

Los residuos delecionados son tratados como si fueran un quinto nucledtido; de hecho; las deleciones son
consideradas como un cambio y las reversiones de las mismas también.

Finalmente, todos los extremos de las ramas quedan alineados en la misma vertical, por lo que, pese a ser
el DNAPARS un buen método para establecer filogenias, no es adecuado para la evaluacidn de distancias genéticas.

Con DNAPARS, cada rama y arracimamiento de secuencias tiene una probabilidad asociada de ocurrencia.
No obstante, cada vez que ¢l programa es ejecutado, ain con el mismo grupo de secuencias nucleotidicas, estas
probabilidades estan sujetas g pequefias fluctuaciones, como resultado de que, cada vez que el programa funciona,
las comparaciones entre las secuencias introducidas son efectuadas de manera aleatoria. Es por ello que, para tener
una idea de la bondad de tales probabilidades, PHYLIP incorpora otro programa, llamado SEQBQOOT, que permite
realizar un proceso de "bootstrap" (véase 5.2.3) para el andlisis de la topologia del arbol (Felsenstein, 1.988).

Ademaés de ello, PHYLIP dispone de otra herramienta, llamada CONSENSE, gracias a la cual se puede
obtener un arbol consenso a partir del # nimero de veces que SEQBOOT haya efectuado las comparaciones entre

las secuencias objeto de estudio.
5.2.2.- Construccién de dendrogramas segin el cilculo de distancias evolutivas entre secuencias

El programa NJBOOT I esté basado en ef método de Saitou y Nei (1.987). Ademas, al igual que PHYLIP,
incluye la capacidad de llevar a cabo un proceso de "bootstrap” con la finalidad de evaluar la significacién estadistica
de cada rama interior del arbol.

NJBOOT II permite elegir uno entre varios métodos para el clculo de las distancias genéticas de las
secuencias introducidas en el fichero de entrada; en este trabajo se ha optado por el método biparamétrico de Kimura
(Kimura, 1.980). '

Este método se aplica sélo a los acidos nucleicos y considera el hecho de que las transiciones (purina-purina
o pirimidina-pirimidina) ocurren, a menudo, con mas frecuencia que las transversiones.

Cuando NJBOOT II ha calculado los valores de distancias genéticas entre las secuencias introducidas en
el fichero de entrada, interviene el programa TREEVIEW (asociado a aquél), el cual permite la visualizacion grafica
del arbol filogenético.

Puesto que el 4rbol obtenido por este procedimiento est4 en funcion de las distancias genéticas entre las
secuencias nucleotidicas, los extremos de las ramas del mismo no se encuentran en la misma vertical, a diferencia de

fo que ocurre con fos dendrogramas de los programas CLUSTAL y DNAPARS.
5,2.3.- Confianza estadistica de las ramas obtenidas

La bondad estadistica de las ramas internas de los arboles obtenidos se calculd con el método denominado

"bootstrap” (Felsenstein, 1.988). En este método se introducen cambios al azar en las secuencias y se analizan. Esto
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se repite durante varios ciclos (normalmente 100-1.000 ciclos). El resultado final introduce un valor a cada nodo que

da idea de la frecuencia con que aparece dicho nodo en Ia totalidad de los ciclos del analisis.
5.2.4.- Cilculo de |la proporcién de sustituciones sinénimas y no sinénimas (programa NAG)

NAG (Nei and Gojobori) es un programa FORTRAN para la estimacion del mimero de sustituciones
sinénimas y no sindnimas por sitio nucleotidico, que se basa en el método de Nei y Gojobori (1.986).

En ¢l fichero de salida de datos se dispone de la siguiente informacion:

a) Nombre del fichero de entrada en la primera linea.

b) Fl resultado del analisis a partir de la segunda linea. El fichero de salida proporciona secuencias

comparadas, nimero de sitios, nimero de bisquedas en las que se han encontrado sustituciones, proporcion

de diferencias y mimero de sustituciones por sitio para la regién total y las de sitios sindnimos y no

sinonimos. El niimero de sustituciones por sitio se estima segin el método de Jukes y Cantor (1.969).
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6.- NOMENCLATURA ALELICA DE LAS SECUENCIAS
OBTENIDAS

De forma individualizada, cada secuencia fue finaimente denominada siguiendo las instrucciones propuestas
por Klein et al. (1.990). El nombre de cada secuencia (o alelo) comienza con cuatro caracteres alfabéticos, Ceae,
basados en el nombre de la especie de procedencia. Las dos primeras de estas cuatro letras son, a su vez, las dos
primeras letras del nombre del género (Cercopithecus), mientras que las otras dos son las dos primeras letras del
epiteto especifico del género (aethiops). Este nombre de cuatro caracteres va seguido por un guion, después del cual
se escribe, en letra cursiva, el gen considerado (DRBI, DRB3, DRBA4...), si se esta tratando con genes que tienen
ortélogos en HLA; ademas, un asterisco, inmediatamente después del cual se escribe un digito de cuatro cifras de
las que las dos primeras hacen referencia al linaje alélico (04, 02, 03...). Los otros dos numerales hacen referencia
al orden de descubrimiento de tales alelos, Un ejemplo de lo dicho lo constituye el alelo Gogo-DRB{*100{, en el que
el nombre nos indica que ¢s un alelo de la especie Gorilla gorilla (Gogo), perteneciente al gen protatipico DRB1 y
que, dentro de éste estd incluido en el linaje */0, habiendo sido el primer alelo que se describi6 en tal linaje (0.1).

Pero si el alelo estudiado exhibe escasa homologia con los de HLA, de manera que en este sistema genético
no se encuentran secuencias ortdlogas, no siendo posible su asignacién a un gen concreto, se omitira el numeral de
designacion génica, colocandose el grupo " *w" inmediatamente después del término "DRB". A continuacidn de *w
se escribird un numero de tres o de cuatro cifras, en las que las dos 1ltimas harén referencia siempre al orden de
descubrimiento del alelo, mientras que la primera o dos primeras designaran at linaje de la serie “w”. Un ejemplo seria
et alelo Saoe-DRB*w 1403, cuyo nombre nos informa de que es el tercer (03) alelo estudiado en el decimocuanio linaje
no prototipico (*w/4) de la especie Saguinus oedipus (Saoe).
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IV.- RESULTADOS



1.- CARACTERIZACION GENICA DE LAS SE-
CUENCIAS OBTENIDAS

1.1.- ALINEAMIENTO E IDENTIFICACION

Como resultado de la secuenciacion se obtuvo un total de 27 secuencias nucleotidicas
de los monos verdes africanos analizados. De ellas, 16 fueron descartadas por no cumplir los
requisitos necesarios para su confirmacién (obtencién de, al menos, tres clones idénticos
obtenidos a partir de un minimo, en cada una, de dos amplificaciones independientes), o por
tratarse de secuencias fragmentadas, no solapables. Las 11 restantes se consideraron alelos
reales. La tabla 4 retne todos los datos sobre el numero de individuos, clones analizados de los

mismos y secuencias finales.

Tabla 4.- Individuos, clones de los mismos y secuencias obtenidas
N° de individuos estudiados 15
N° de clones analizados 239
N° de clones confirmatorios 137
N° de secuencias obtenidas 27
N° de secuencias confirmadas 11

Las secuencias comprendian los exones 2+3 de genes Mhc-DRB. El amplificado final
tenia una extension de 516 nucledtidos, siendo 259 del exén 2, 219 del exdn 3, 19 del cebador

directo y 19 del inverso (véase 3.5 de Materiales y Métodos).
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A las 11 secuencias confirmadas se les dio inicialmente el nombre de "Ceae-n", notacion
que denota la especie bioldgica a partir de la cual fueron obtenidas (Cercopithecus aethiops),
seguido de un nimero (n) que indica el orden cronolégico de su aparicion: 1,2, 3,4, 5,6, 7,9,
10, 13 y 17 (tabla S).

Tabla 5.- Secuencias obtenidas, numero de clones e individuos en los que se han
hallado

Secuencia N° de clones Individuos

Ceae-1 7 Ve-1, Ve-3, Ve-8 y Ve-15

Ceae-2 30 Ve-2, Ve-3, Ve-4, Ve-5y Ve-6

Ceae-3 12 Ve-7, Ve-8, Ve-10 y Ve-15

Ceae-4 18 Ve-7, Ve-8, Ve-10, Ve-14 y Ve-16

Ceae-5 4 Ve-1

Ceae-6 6 Ve-1y Ve-8

Ceae-7 11 Ve-10y Ve-14

Ceae-9 6 Ve-1y Ve-8

Ceae-10 24 Ve-1, Ve-10, Ve-11, Ve-12 y Ve-13

Ceae-13 14 Ve-15

Ceae-17 5 Ve-12y Ve-15

A fin de facilitar su comparacion, la identificacion de residuos nucleotidicos comunes
y diferentes y la busqueda de sefiales caracteristicas, las porciones correspondientes al 2° exon
de dichas secuencias fueron alineadas (figura 34) con la secuencia consenso del exén 2 de genes
Mhe-DRB (O'hUigin et al., 1.993); en cambio, al no aparecer en la bibliografia una secuencia
similar que sea aceptada como consenso del exén 3 en los genes DRB, se recurrid, de manera
arbitraria, a utilizar como referente la secuencia del tercer exén de Ceae-1.

La numeracion asignada a estas bases (tanto en el ex6n 2 como en ¢l 3) esta basada en
la que aparece en Zhu y colaboradores (1.991), y en la parte del exdn 2 coincide con la que

aparece en O'hUigin y colaboradores (1.993).
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Figura 34 (continuacion).- Alineamiento nucleotidico de las once secuencias obtenidas en Cercopithecus asethiops. En azul se ha representado el exon 2,
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El que estas secuencias correspondian a alelos de los genes DRB y no a otros genes MHC
de clase II (DQB, DPB, DOB o DMB) se presuponia inicialmente por la pareja de cebadores
empleada en las amplificaciones (disefiados para amplificar sélo genes DRB) y, posteriormente,
por las regiones de amplia homologia que tenian con la secuencia consenso de DRB. Su
asignacion a DRB se confirmo posteriormente por la construccion de un dendrograma mediante
el programa CLUSTAL (figura 35; véase 5.2.1.1 de Materiales y Métodos). El origen de la rama
de la secuencia consenso de DRB estd aproximadamente en la misma vertical en la que se
encuentran los origenes de las ramas de Ceae-n; por el contrario, los origenes de las ramas de
las secuencias consenso de DQB y de DPB quedan sensiblemente mds alejados. Se puede
concluir que las once secuencias analizadas son alelos de la familia DRB y no de otras familias
de MHC de clase II. Las secuencias empleadas para la construccion de este 4rbol han sido
exclusivamente las del segundo exoén, tanto para las secuencias investigadas como para las
consenso, ya que no se dispone en la bibliografia de secuencias consenso del tercer exén de los
genes DRB, DQB y DPB.

El simple analisis visual de las secuencias revela que las posiciones con cambios
nucleotidicos son mas numerosas en la porcién correspondiente al exén 2 que a la del exén 3,
situacion logica al ser el primero de ellos el encargado de codificar el dominio B1 que es el que
contacta con las estructuras antigénicas variables. También se observa que la longitud de todas
las secuencias estudiadas es la misma, lo que descarta cambios mutacionales del tipo de las

deleciones y de las inserciones.

1.2.- Descripcion de las secuencias

A continuacién se enumeran las posiciones y cambios que présentan las secuencias DRB
obtenidas de los monos verdes:

Ceae-1: Tiene un total de 22 cambios respecto a la secuencia consenso del exén 2
(O'hUigin et al., 1.993). En este ex6n los cambios y posiciones nucleotidicas son los siguientes:
G—A (25,42, 127 y 169),T->G (37 y 258), T>C (48 y 88), C>G (84 y 167), A—>G (98, 170,
191, 197y 211), A>T (140 y 199), G- T (182), G—C (183), T>A (200) y A—>C (212 y 221).
El ex6n 3 de esta secuencia es el que se ha usado como consenso de la tercera regién exdnica.

Ceae-2: Tiene 29 cambios con relacion al consenso de exon 2 y 13 en el exon 3. Estos

son los cambios respecto a la secuencia consenso del exon 2;: G—A (25, 66, 102, 207 y 250),
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proximidad inmediata de las 11 secuencias de monos verdes: Las secuencias empleadas para la construccidn de este arbol
han sido exclusivamente las del segundo exén.

C-—A (32, 38y 230), A->T (35 y233), T5C (37, 57 y 96), G—>C (63, 82 y210), T>A (77 y
91), T>G (88, 109, 232 y 258), G—-T (112 y 220), A—>G (191 y 212), C—>G (208 y 234) y
A—C (221). A nivel del ex6n 3 los cambios hallados son: C—T (285, 369, 470 y 471), C—»G
(286), A>G (288 y 497), G—T (310), C—A (338), G—>C (404, 444 y 447) y G—A (435).

Ceae-3: Veintidos cambios en la segunda region exonica y ocho en el tercer exén: GT
(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—H>G(84), A>T (110, 151,191y 199), CoA (111 y 230), A—>C 212y 221) y C>T
(231). En el exon 3 se pueden ver: C—A (338), CoT (369), G—>C (399, 444 y 447), GHA
(403 y 435) y A—>G (497). |

Ceae-4: Hay 19 cambios cuando se compara con la secuencia consenso del segundo
exon, cuyas posiciones y bases implicadas son: C—T (32, 231, 241), T>C (57), A>T (140,
151), C—A (167, 230), G—A (169, 207), A>G (170, 191, 211), A—>C (199, 221), C—G (208),
G—C (210), G—T (220), TG (258). En el tercer exén los cambios son cuatro: C—>T (343
y 369), G—A (435) y G—C (444).
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Ceae-5: Son veinticinco los cambios que esta secuencia exhibe en el exon 2 si es
confrontada con el consenso, y sélo 8 en el exén 3. Se diferencia de Ceae-3 en que, comparada
con la consenso, presenta, ademas, las modificaciones A—>G (56), G—A (60, 74) y T-C (71)
y, por contra, carece del cambio A—G (245). Su tercer ex6n es idéntico al de Ceae-3.

Ceae-6: Son 22 los cambios que tiene esta secuencia, comparada con la consenso del
segundo exo6n, y 7 si la comparacidn se centra en el tercer exén. Tiene los mismos cambios en
el segundo exdn que ya se han visto en Ceae-4 mds los tres siguientes; C— T (123), G—-C (217)
y T—>C (255). Comparada con Ceae-1 (tomada como consenso del tercer exon), son siete los
cambios observados: C—>A (343), C—oT (369), A—>G (401), G—>C (404 y 444), T->C (430)
y G—A. (435).

Ceae-7: El andlisis nucleotidico revela un uinico cambio de esta secuencia con relacion
a Ceae-4, y es la transicion A—>G (359).

Ceae-9: En esta secuencia se han visto 21 cambios de base al compararla con la
secuencia consenso del exoén 2, que son: G—>C (25y 31), C—>A (32), T->A 33y 119), TG
(37, 131, 232 y 257), T>C (48, 57 y 200), G—A (69, 114 y 217), C—>G (78, 84 y 234), A—>G
(199y212) y A>T (233); y otros 10 con la del exén 3: C—>T (324 y 369), A—>G (335,359 y
497), C—>A (338), G—A (404 y 435), G—-T (437) y G- C (444).

Ceae-10: Hay un total de 28 cambios con respecto a las secuencias consenso, 20 de ellos
con relacion al exdn 2 y 8 con el exdn 3. Si el exon 2 se confronta con el de Ceae-9 (con la que
guarda una estrecha relacién), carece de los cambios T—>C (48), G—A (114) y T->G (131) v,
en cambio, presenta dos nuevos: A—T (140) y A—C (179). A nivel del tercer exén, y tomando
como referente la secuencia anteriormente descrita, presenta un cambio nuevo, que es G—A
(377) y carece de otros tres de aquélia: A—>G (335, 359) y G—T (437).

Ceae-13: La porcién exonica segunda tiene un total de 17 cambios respecto a la
consenso, los cuales son los que también muestra Ceae-4, con la salvedad de A—>G (191) y
A—C (199). Los 5 cambios vistos en el tercer exon, respecto a Ceae-1, son: C-»T (360 y 369),
G—A (435), GHC (444) y A—>G (497).

Ceae-17: En su ex6n n° 2 se han encontrado 19 diferencias nucleotidicas en relacién a
la consenso del mismo segmento génico. Esa secuencia es muy parecida a Ceae-3 y, frente a ella,
carece de los cambios resefiados en ésta como A—G (211 y 245), A—»C (212) y T>G (258),
pero presenta una nueva sustitucién, la transversién TG (257). El tercer exon de esta

secuencia es idéntico al de Ceae-3.

115



2.- ASIGNACION DE LAS SECUENCIAS
OBTENIDAS A LOCI O A LINAJES DE Mhc-DRB Y
NOMENCLATURA

Una vez establecido que las secuencias confirmadas de mono verde correspondian a
genes DRB (figura 35), la siguiente etapa del trabajo consistia en averiguar (asignar) qué genes
DRB eran y, dentro de los mismos, a qué linajes pertenecian.

Dicha asignacion se llevo a cabo mediante dos metodologias:

a) Busqueda, dentro de las secuencias en estudio, de motivos especificos de un locus o

linaje (residuos aminoacidicos) o combinaciones de tales motivos, que son compartidos

por alelos de los que ya se sabe que pertenecen a dicho locus o linaje y estan ausentes en
el resto de los alelos.

b) Construccion de arboles filogenéticos (dendrogramas), en los que las secuencias son

agrupadas en ramas tanto mas proéximas entre si cuanto mayor es la homologia existente

entre ellas. Para la construccion de los dendrogramas se utilizé, al menos, una secuencia
representativa de todos los loci y linajes descritos en pénéidos, monos del Nuevo Mundo

y monos del Viejo Mundo.

2.1.- Busqueda de motivos especificos de locus/linaje

Para la asignacion alélica efectuada en este trabajo no se emplearon las secuencias
nucleotidicas como tales, sino sus equivalentes aminoacidicas (véase 1.5.4 de Introduccion).
Para ello fue preciso traducir las secuencias nucleotidicas de la figura 34 a sus correspondientes
secuencias aminoacidicas (figura 36). Para la comparacién de motivos se utilizaron las
compilaciones publicadas por O'hUigin y colaboradores (1.993), Slierendregt y colaboradores
(1.994) y Figueroa y colaboradores (1.994).

El hecho de que las secuencias consenso de la bibliografia carezcan de 1a porcidn exénica
3 obligd a que la busqueda de motivos aminoacidicos se limitase al exén 2. No obstante, en las

familias génicas de MHC de clase 11, la mayor parte de los residuos polimoérficos reside en el
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ex6n 2, siendo por tanto esta porcion la que, por sus diferencias composicionales, determina la
clasificacion de los diferentes linajes génicos de clase I en el sistema MHC.

Tras la identificacion, en las secuencias "Ceae-n", de los motivos necesarios para las
asignaciones, s¢ vio que (tabla 6):

1.- La secuencia Ceae-1 tiene una combinacion de 10 aminoacidos presentes como tales
en alelos del linaje DRB*w6. Estos aminoécidos son: K9, A13, E28, H30, R56, S57, F61, G66,
Y67 y A74. En menor medida, también han contribuido a esta asignacion dos aminoacidos que
s6lo estan presentes en una minoria de alelos pertenecientes a este linaje, y que son F47 y A71.

2.- La secuencia Ceae-2 presenta una gran similitud secuencial con los alelos
encuadrados en todos los linajes del locus Mhc-DRBS. A la hora de discernir con cual de ellos
podia filiarse, se vio que el linaje DRB5*0! era €l mas apropiado, pues la secuencia en analisis
presenta hasta 10 aminoacidos en una combinacién posicional que es propia de aquél. Son los
residuos K9, D11 (exclusivo del locus DRBS; tabla 6), Y26, H28, D30, 131, D37, L38, D70y
R71. En menor medida, también se ha considerado la presencia de S74. Con otros linajes de este
locus la comparticién de motivos, aunque numericamente importante, es menor que la vista en
DRB5*01 (8 aminoacidos compartidos con DRB5*02, 9 con DRB5*03, 5 con DRB5*04, 8 con
DRBS5*05,7 con DRB5*06 y 6 con DRB5*07).

3.- Las secuencias Ceae-3, Ceae-5 y Ceae-17 son sumamente parecidas entre si, por lo
que, a priori, puede pensarse que forman parte de un mismo linaje. De hecho, se ha visto que
las tres exhiben una gran semejanza con secuencias del linaje DRBI*07. Los aminoacidos
comunes a estas tres secuencias y al linaje mencionado son: W9, A13, K14 (exclusivo del linaje;
tabla 6), Y26, E28, H30 y N77; ademas, Ceae-5 tiene Q25, que es un aminodcido también
hallado en este linaje.

4.- Hay otras cuatro secuencias con una gran homologia entre ellas y, por tanto,
susceptibles de poder encuadrarse en un mismo linaje. Son Ceae-4, Ceae-6, Ceae-7 y Ceae-13.
No obstante, la bisqueda de motivos de linaje arrojd, inicialmente, unos resultados no
inequivocos para la asignacion al€lica de estas secuencias, pues, a diferencia de lo ocurrido en
otras secuencias de este trabajo, en éstas no se encontré una unica combinacion del suficiente
nimero de aminoécidos para lograr tal objetivo. Asi, se vio que estas cuatro secuencias podian
ser del linaje DRBI*03 por la presencia de D70 y S74; pero tambi¢n podian ser del linaje
DRBI*04 por la aparicién de V11, L67 (no en Ceae-13) y D70; incluso cabia la posibilidad de
encuadrarlas en el linaje no ortdlogo DRB*w2/ al presentar los residuos V11, N77 y Y81. Es por
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ello por lo que para confirmar la asignacion de estas secuencias ha sido necesario, mucho mas
que en los otros grupos, recurrir a la busqueda de motivos no tan ubicuos como los que han sido
reflejados en la tabla 6. De esta manera se vio que las cuatro secuencias presentaban
aminoacidos descritos en algunos alelos del linaje DRBI*03, entre los que hay que citar V11,
F47, 851, 857, R64 (no en Ceae-13), L67 (id.), E71, N77 y Y81. También se encontraron
aminoacidos poco frecuentes asignados a secuencias alélicas de DRBI*04, como F47 y 857. Del
linaje DRB*w21 se encontraron 851 y R64 (no en Ceae-13). De esta manera, y puesto que la
busqueda de los aminodcidos mas frecuentes de un linaje no ha sido suficiente para realizar una
primera asignacion de estas secuencias, parece ser que, siguiendo un criterio cuantitativo (basado
en el niamero de residuos que se han llegado a encontrar), la biisqueda de los aminoacidos menos
frecuentes de tales linajes favorece la asignacioén hacia el linaje DRBI*03.

5.- Por ultimo, se ha visto que las secuencias Ceae-9 y Ceae-10 también podrian ser
candidatas, por su gran semejanza, a ser asignadas a un mismo linaje, el cual puede ser DRB*w?7,
con el que se ha visto que tienen seis aminoacidos en comun: Q9, Q11, A13, E28, R71 y G86.
Otros amino4cidos importantes para esta asignacion, pero presentes en sélo pocos alelos de este
linaje son: 126, Y40, A67 y T73.

Asi pues, ocho de estas secuencias tienen contrapartidas identificadas en alelos ortélogos
de HLA (siete DRB1 y un DRBS; todas ellas tienen en comun la posesion de asparagina en la
posicién 77). Por el contrario, tres de estas secuencias no tienen suficiente homologia con alelos
MHC de clase II encontrados en Homo sapiens, y es por ello que han sido encuadradas en la

serie de linajes DRB*w (carecen del mencionado aminoécido).

2.2.- Asignacién de nomenclatura

Segiin lo expuesto en Materiales y Métodos (apdo. 6), las once secuencias confirmadas
se nombraron como se ve en la tabla 7, en la que también constan los niameros de acceso dados

en las bases de datos en las que han sido registradas, GenBank o Genome Sequence Data Base.
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Tabla 6.- Aminodcios mas frecuentes en los linajes de los genes Mhc-DRB de primates no humanos
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Tabla 6.- (continuacién)
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Tabla 6.- (continuacién)

Posiciones aminoacidicas
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Tabla 7.- Denominacién alélica de las secuencias investigadas y nimero de
registro asignado

Secuencia Ceae- Alelo Ceae- N° de acceso

I DRB*w601 141537

2 DRB5*0101 U19283

3 DRB1*0701 U19284

4 DRBI*0301 U19285

5 DRBI*0702 L47989

6 DRB1%0302 147988

7 DRBI*0303 U19286

9 DRB*w701 147987

10 DRB*w702 LA1538

13 DRBI1*0304 141539

17 DRBI*0703 LA41540

2.3.- Construccién de dendrogramas

Las asignaciones de las secuencias obtenidas se corroboraron, tras la comparacion de
motivos, por un segundo método, consistente en la construccion de dendrogramas que agrupan
en una misma rama a las secuencias que guardan mayor homologia 0 menor distancia genética
entre si.

Los arboles filogenéticos que aparecen en esta seccion han sido construidos utilizando
un total de 56 secuencias nucleotidicas (figura 37), siendo once de ellas las investigadas en este
trabajo; las otras 45 secuencias son alelos previamente publicados y pertenecientes, todos ellos,
a una amplia seleccién de especies de pongidos, monos del Nuevo Mundo y monos del Viejo
Mundo. Se ha escogido, al menos, una secuencia representativa de cada linaje alélico que haya

sido visto en la familia Cercopithecidae.
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Figura 37 (continuacién).- Afineamiento nucleotidico de 56 secuencias de exdn 2 en varias especies de primates. Las once nuevas secuencias aportadas por
este trabajo, comespondientes a Cercopithecus aethiops, se han representado en rojo. La secuencia consenso ha sido tomada del trabajo de O'hUigin y colaboradores (1.993).
Las posiciones idénticas a las de Ja consenso se han representado con un guion, Los asteriscos representan deleciones. Las abreviaturas de cuatro letras, indicativas de
especis, son: Aofr (Aotus trivirgatus, mono auliador nocturno), Caja (Callithrix jaccus, marmoseta comin), Camo (Callicebus moloch, titi pardo), Ceap (Cebus apella, capuchino
castafio), Gogo (Gorilla gorilia, gorila), Male, (Mandriflus leucophaeus, mandril), Mamu (Macaca mulaffa, macaco rhesus), Mane (Macaca nemestrina, macaco de cola de cerdo),
Paha (Papio hamadryas, babuino}, Papa (Pan paniscus, chimpancé pigmeo), Patr (Pan troglodytes, chimpanceé), Popy (Pongo pygmaeus, orangutan), Sasc (Saimiri sciureus,
mono ardilla comin} y Sace (Saguinus cedipus, tamarino de cabeza algodonosa).
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Manuel Rosal Sduchez Resultados

En los programas informaticos que se citan solo se han introducido secuencias
correspondientes a los segundos exones, puesto que son éstas las que se hallan disponibles en
la bibliografia. Los terceros exones de las secuencias de Cercopithecus aethiops han sido
descartados, pero, tal como se argumenté en 2.1, esta limitacion de datos no afecta a la fiabilidad

de los resultados finales de asignacion alélica que se obtengan.
2.3.1.- Dendrograma de mdxima parsimonia

Tras la introduccidn de las 56 secuencias comentadas, el programa DNAPARS rindi6 un
fichero de salida en el que se habia construido un arbol como el representado en Ia figura 38. La
ubicacién de las secuencias "Cege-n" en determinados lugares del arbol confirman la asignacién
alélica que se habia hecho por medio de la bisqueda de motivos aminoacidicos especificos:

1.- La rama correspondiente a la secuencia Ceae-DRB5*010! (inicialmente llamada
Ceae-2) esta estrechamente asociada con otra rama representativa de un alelo de este mismo
linaje, tal como es Gogo-DRB35*0101. A su vez, estas dos ramas estan asociadas, en un racimo
mayor, con otras cuatro secuencias del gen DRBS. Se confirma asi la estrecha homologia de
Ceae-2 con secuencias pertenecientes al locus DRBS5 y, dentro de éste, mas concretamente, con
el linaje DRB5*01.

2.- Los alelos Ceae-DRBI*0301, Ceae-DRBI*0302, Ceae-DRBI1*0303 y Ceae-
DRBI*0304 estan juntos en una misma rama, confirmado asf la evidente relacién que ya habia
sido cémentada para los mismos en 2.1, Las cuatro ramas de estos alelos han sido situadas por
el programa en la vecindad de dos alelos del linaje DRBI*03, que son Mane-DRB1*030] y
Gogo-DRBI*0307. En esa misma vecindad, pero algo menos proximas, hay dos secuencias del
linaje DRBI*04, que son Mamu-DRB1*0402 y Mamu-DRBI*0403. Cuando se buscaba la
filiacion de estas secuencias por motivos de linaje se dijo que guardaban una similitud algo
mayor con el linaje DRBI*03 que con otros dos linajes probables, que eran DRBI*04 y
DRB*w2]. En este érbol, las secuencias del linaje DRB*w2/ han quedado muy alejadas, y a
tenor de la topologia que exhiben las secuencias de DRBI*03 y de DRBI*04, puede sugerirse
que la filiacion postulada en 2.1 es correcta.

3.- Se confirma que las secuencias inicialmente llamadas Ceae-3 (Ceae-DRBI1*0701),
Ceae-5 (Ceae-DRBI*0702)y Ceae-17 (Ceae-DRB1*0703) son alelos del linaje DRBI*07, tal

como se ve por su gran proximidad, en una misma rama, al alelo Mamu-DRBI1*0701.

135



Manuel Rosal Sdnchez Resultados

Popy-DIRBS*0601
Saoce-DRB5 0701
Patr-DRBS*0101

Mamu-DRBS*0301

Ceae-DRB5%0101
Gogo-DRBS*0101
Pam-DRBI*0T0
Patr-DRBI%}702

Mamu-DRBI*0404
Gogoe-DRBI %307
AMane-DRBI %0301

Ceoe-DRB %0302
Ceae-DRBI*030!
Ceas-DRBI*0303

Ceao-DREI*03104
M: DARRB 1 %0403

Mamu-DREI*0402
Coaae-DREI™0703

Ceae-DRBI*0702
Ceae-DRBI*G701

M -DRBI™0701

nlEY

Mamu-DREI*0401
Mamu-DRE*w 306
AMane-DRB*w204

AR TAL AR RITA S

Mamu-DitB4*010}
Maone-DRB*wi0!

Pair-DRBI*0201

Gogo-DRBI*100/
Croe-DRE"w702

Ceae-DRB*w701
Mamu-DRB w702

AManyu-DRB %701
Mamu-DRB*w601

Caae-DRE*w60!
Mamu-DREB"w30]
FPatr-DRB*w901

M DRBE*0I0}

Petr-DRBI*0201
Aotr-DRBI*060t
Gogo-DRBI"Q101

Patr-DRB*w301
Mamu-DRE*wW2102
AMamu-DREB*w2i0}

Mamu-DRE *w2001
Camo-DRBI0502

Camo-DRBE3I*0704
Aotr-DRB w1801
Cafa-DRB*wI60f

Camo-DRBII*0IOF

Camo-DRB*w1701
Saye-DRB*wI002
Cala-DRE*w1201

Saoe-DRBI *0301

Sasc-DRB*wI403
Ceap-DRE*w1301

Aotr-DRE*w!30!

Figura 38.- Arbol filogenético, obtenido mediante el método de méxima parsimonia (programa DNAPARS de!
paquete PHYLIP), de un total de 56 secuencias del exén 2 de genes DRB de primates. Las secuencias de mono verde
estudiadas en este trabajo, con sus denominaciones alélicas oficiales, se han representado &n rojo.
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4.- Los alelos Ceae-DRB*w70! y Ceae-DRB*w702 han sido asociados, sin ninguna
ambigtiedad, con otros dos alelos de ese mismo linaje: Mamu-DRBI*w701 y Mamu-
DRBI*w702. Se ratifica asi la pertenencia a este linaje de esas dos secuencias de Cercopithecus
aethiops.

5.- La rama del alelo Ceae-DRB*w60] se halla en estrecha asociacion con la rama del
alelo Mamu-DRB*w601. Este patron concuerda con la asignacion que se habia hecho de esta

secuencia de mono verde (Ceae-1) mediante el método de busqueda de motivos de locus/linaje.
2.3.2.- Arbol filogenético consensuado del método de maxima parsimonia

En la figura 39 se representa un drbol consenso obtenido tras la ejecucién del programa
CONSENSE (véase 5.2.1.3 de Materiales y Métodos). Pese a que su disefio difiere de forma
evidente del descrito en la figura 38, puede verse que la ubicacidén de las ramas representantes
de las secuencias de mono verde permite una asignacion alélica idéntica a la que se consiguio
mediante el arbol unico.

Aun asi, pueden comentarse dos minimas diferencias de este arbol en relacion con el no
consenso:

1.- Las cuatro secuencias que ya habian sido asignadas al linaje DRB/*03 estan en la
misma asociacion con un alelo de este linaje (Mane-DRBI*0301) que con otro de DRBI*(4
(Mamu-DRBI*0403). Esta ambigiiedad se resuelve hacia DRB1*03 puesto que a este linaje
pertenece el siguiente alelo situado en la vecindad de las cuatro secuencias problema (Gogo-
DRBI*0307), mientras que el segundo alelo, usado en la filiacion, del linaje DRBI *04 (Mamu-
DRBI*0404) queda algo mas alejado de aquel racimo de secuencias y ademas, €l mismo forma
un racimo aparte con los alelos Patr-DRBI1*0701, Patr-DRBI*0702 y Mamu-DRBI*0402. Al
igual que ocurria en el dendrograma previo, las ramas representativas del linaje DRB*w2/
quedan alejadas del lugar que ocupan las cuatro secuencias de Ceae-DRBI*03.

2.- Hay un alelo del linaje DRBI*02 (Patr-DRB1*0201) cuya rama ha sido situada por
el programa en el mismo racimo en el que se encuentran todas las secuencias del locus DRBS
que se han usado para filiar Ceae-2. Esta asociacion no se veia en el drbol unico de parsimonia
pero, aln asi, el que aparezca en e} rbol consenso no invalida en absoluto la asignacién que, a
favor del linaje DRB5*(1, se ha hecho en la segunda secuencia hallada de mono verde afficano,

puesto que la rama representativa de ese alelo de DRBI*02 tiene su origen en el nodo mas distal
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Figura 39.- Dendrograma obtenido, mediante la actuacién secuencial de los programas SEQBOOT y
CONSENSE, de 56 secuencias del segundo exén de genes DRB de primates. Este arbo! se ha cobtenido mediante la
programacion de un total de 100 "bootstraps”. Otro &rbo obtenido con 1.000 "bootstraps” (ne mostrado en este trabajo) mostrd
una topologia de ramas y una localizacion de los alelos practicamente idéntica a la del que se muestra en esta figura.
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de ese racimo de secuencias. Esta topologia parece sugerir la existencia de una cierta homologia
entre algunas secuencias de DRB1 y de DRBS, y en tal sentido merece la pena comentar que
Kenter y sus colaboradores (1.992) y Slierendregt y Bontrop (1.994) ya apuntaron la existencia

de una asociacion débil, a nivel evolutivo, entre esos dos loci.

2.3.3.- Arbol de distancias genéticas

Este arbol se generé mediante el programa NJBOOT (5.2.2 de Materiales y Métodos).

La figura 40 representa un dendrograma tal como es generado por el programa
TREEVIEW. En €l puede verse que las asignaciones alélicas coinciden plenamente con las que
se han obtenido mediante los anteriores métodos usados en este trabajo: busqueda de motivos
aminoacidicos especificos de locus/linaje, construccion de un arbol de parsimonia y
dendrograma consenso.

Al igual que ocurri6 en los dos arboles previos, las cuatro secuencias de alelos Ceae-
DRBI*03 se asocian muy estrechamente con secuencias de los linajes DRBI*03 y DRBI1*04,
pero a la vista del patrén de arracimamiento, la homologia es algo mayor con DRBI*03. Por otra
parte, vuelve a confirmarse el hecho de que, del conjunto de linajes del locus DRBS, es el

DRB3*01 el que filia mas estrechamente con la secuencia Ceae-2.
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Figura 40.- Dendrograma de secuencias del exén 2 de genes Mhc-DRB en el que se reflejan las relaciones
filogenéticas de los once alelos Ceae-DRB estudiados en este trabajo. El &rboi fue construido por el método NJBOOT. Se
programaron un fotal de 100 "bootstraps” para disefiario. Los valores de "bootstrap” se muestran en [as 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 asignacién de cada alelo a cada uno de los 15 individuos a partir de los cuales
habian sido obtenidos (tabla 8), se observd que tres de estos individuos, los llamados Ve-8, Ve-

10 y Ve-15 presentan tres alelos del gen DRBI.

Tabla 8.- Alelos Ceae-DRB encontrados en cada mono verde individual
Individuo Alelos Ceae-DRB
Ve-1 1*0302, 1*%0702, *w601, *w701, *w702
Ve-2 5*0101
Ve-3 5*0101, *w601
Ve-4 5*0101
Ve-5 5*0101
Ve-6 5%0101
Ve-7 1%0301, 1*0701
Ve-8 1*0301, 1%0302, 1*%0701, *w601, *w701
Ve-10 1%0301, 1*0303, 1*0701, *w702
Ve-11 *w702
Ve-12 I1*0703, *w702
Ve-13 *w702
Ve-14 1*0301, 1*0303
Ve-15 1%0304, 1*0701, 1*0703, *w60!
Ve-16 1*0301
Se han subrayado los individuos en los que se han encontrado genes DRB duplicados.
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El individuo Ve-8 tiene los alelos DRBI*0301, DRBI*0302 y DRBI*0701; en el
individuo Ve-10 se encuentran DRBI*0301, DRBI*0303 y DRBI*0701 y, por ultimo, en Ve-15
se han hallado los alelos DRBI*0304, DRBI*0701 y DRB1*0703. Esto significa que algunos
haplotipos Mhc de esta especie podrian llevar dos copias del gen DRB1.

Puede observarse que los tres individuos portadores de la duplicacion comparten un
mismo alelo, el DRB!*070]. Como se vera posteriormente, este alelo es el tnico de los 11
descritos en este trabajo, que podria carecer de funcionalidad (véase 4.5.2).

No obstante, el alelo DRBI*070! no aparece exclusivamente en los individuos con
duplicaciones genéticas, puesto que puede apreciarse que también se halla en el individuo Ve-7

que, a la vista de los resultados, no parece tenerlas.
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4.- CARACTERIZACION FUNCIONAL DE LOS
PRODUCTOS PEPTIDICOS

A priori, se supone funcionalidad a los once productos peptidicos derivados de los alelos
caracterizados por haber sido obtenidos a partir de ADNc y no presentar deleciones ni codones
de paro. Pero, ademas de esto, se han llevado a cabo analisis especificos para ratificar tal
suposicion (el de sustituciones sinonimas frente a no sinénimas y el de residuos relevantes para

estructura y funcionalidad).

4.1.- Andlisis de sustituciones sinénimas y no sinénimas en la regién de

unién al péptido y fuera de ella

El célculo de sustituciones sinénimas y no sindnimas en los distintos alelos, genes y
clases del MHC ha puesto de manifiesto que la diversidad polimérfica en moléculas proteicas
de MHC es, sobre todo, el resultado de una presion selectiva que tiende a provocar cambios
mutacionales no conservativos (que modifican el aminoacido) en la regién de union al péptido,
mientras que en ¢l resto de la proteina, que no corresponde a dicha region, las mutaciones que
ocurren suelen producir cambios sinénimos (que no modifican el aminoécido).

Esto caracteriza precisamente a los alelos cuyo producto tiene funcién presentadora de
antigeno, por lo que si en monos verdes el resultado es similar se podrd deducir que los
productos alélicos estudiados en esta especie también seran presentadores.

En un total de dos series independientes de procesamiento de datos, una para la
secuencia codificante de ABS (48 nucleotidos), y la otra para los nucleétidos de la regién no-
ABS (195; los 16 nucleétidos del extremo 3' del segundo exén no han sido tenidos en cuenta para
este andlisis por su naturaleza monomorfica), el programa enfrenté cada una de las once
secuencias con las diez restantes y, haciendo en cada emparejamiento una distincidn entre sitios
sindnimos y sitios no sindnimos, calculd unos parametros correspondientes a "numero de
sustituciones por sitio + error estandar”.

El siguiente paso ha sido calcular las proporciones de sustituciones sindnimas por sitio

sinénimo (d,) y las de las no sinénimas por sitio no sinénimo (d,) para cada par de secuencias
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ABS (nb = 48)°

d,_d./d,

A,
Ceae-DRB*w6 vs Ceae-DRB 52,6:16,5
Ceae-DRB35 vs Ceae-DRB 76,2£229
Ceae-DRB1 vs Ceae-DRB 54,8+16,7
Ceae-DRB*w7 vs Ceae-DRB 68,8+20,4

147!

nb = nimero de bases

8,20£6,57 6,41
11,911,7 6,40
13,0£10,2 4,22
27,7£190 2,48

Tabla 9.- Valores de d,,, d, y d,/d, en regiones ABS y no-ABS de alelos Ceae-DRB

No-ABS (nb = 195)

d,

d, dfd;

593203
6,11+2,09
5,2941 84
6,7142,17

Las medias aritméficas, junto a sus valores de error estandar han sido expresadas como porcentaje de las sustituciones sindnimas
por sitio sindnimo {d.) y porcentaje de sustituciones no sinbnimas por sitio no sindnimo (d,)

$—ABS = Sitio de Unidn Antigénica. Codones 9, 11, 13, 28, 30, 37, 38, 57, 61, 67, 70, 71,74, 78, 82 y 86.
#—No-ABS = Codones 9-89, excluyendo los que pertenecen a la regién ABS

11,26521 0,529
16,0:6.43 0,382
8,12+4,15 0,651
8,68+4.49 0,773

(6 2198 LM GUT-202D) A QM THT-2030) ‘STHT-2P3)) [ G (T-2027) 101315009 3leul]/sndo|
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Véase que st en cada columna (ABS y no-ABS) se procede a efectuar el cociente de cada
pareja de valores (d,/d,), éste siempre resulta superior a la unidad en las regiones ABS en todas
las confrontaciones de grupos génicos que se hacen, 1o que da a entender que en estas zonas, los
cambios nucleotidicos producidos seran en la mayor parte de las veces del tipo no sindnimo,
productores de nuevas moléculas de péptido MHC de clase II. Por contra, en la segunda columna
(no-ABS) los cocientes d,/d, de las cuatro parejas de valores siempre son inferiores a la unidad,
lo que nos dice que en la region no-ABS la mayor parte de los cambios nucleotidicos que se
producen son del tipo sinénimo.

En suma, los resultados obtenidos concuerdan con los que, en la bibliografia, se han
publicado referentes a los mismos calculos efectuados sobre alelos funcionales y, por el
contrario, se oponen a los vistos en estudios similares del gen DRBS6, el cual es probablemente
un gen no presentador. Estos datos apoyan que los alelos estudiados en Cercopithecus aehiops

muy posiblemente codifican para moléculas cuya funcién es la presentacion del antigeno.

4.2.- Andlisis de posiciones relevantes para la funcionalidad de la

proteina DRB

Existen ciertos residuos en determinadas posiciones de la cadena DR cuya conservacion
es fundamental para que ia proteina adopte una estructura correcta y sea plenamente funcional
(véase 1.2.2.2. de Introduccion).

En los once alelos secuenciados de DRB de mono verde se analizé especificamente la
presencia o ausencia de dichos residuos con el fin de comprobar st dichos alelos podian codificar

para variantes proteicas que cumplieran requisitos de funcionalidad.

4.2.1.- Mantenimiento de las dos cisteinas en las posiciones 15y 79

Las cadenas DRf de las moléculas presentadoras de antigenos poseen dos cisteinas
criticas para su correcto plegamiento, que son las de las posiciones 15 y 79 del dominio B1
(Kaufman et al., 1.984; figura 41a). La importancia de estos dos residuos radica en que entre
ellos se forma un puente disulfuro fundamental para que la proteina adopte la adecuada

conformacién tridimensional.
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Figura 41.- Representacidn tridimensional de la estructura plegada del primer dominio globular del
hetergdimero of[) de una proteina DR Con una linea blanca se ha representado |a cadena o, mientras que |a linea negra
es 1a cadena . Se han sombreado las Areas ricas en motivos, misntras que las posiciones altamente varlables se han
represantado con circulos grandes, al iempo que con una linea curva se han encerado los aminaacidos constituyentes de
los bolsillos de unidn &l péptido. a) Se han marcado las dos cisteinas da las posicionss 15 ¥ 79 {circulos amarillos), necesarias
para formar & enlace disuifuro que permite el plegamisnio malecular. b) Se ha localizado |a posicion 86 (sirsulo rojo), donde
se presenta la dicotomia Giival, v su proximidad a la cadena DRix, necesaria para mantener |2 estabilidad del heteradimero
oo, ¢) Muestra los aminoacidos de fas posiciones 48 50, 51, 52 y 55 (circulos marrones), que conforman la interfase de unian,
a nivel del dominio B1, de los dimeros DR/DE cnstalizados. d) Se muesita el aminoacido de la posicidn 82 {circulo violeta), que
&i estd ocupado por senina pueds suponer una afuncionalidad de la molédoula presentadora.

[.as once secuencias Ceae-/IXE presentan. de manera invanable, estas dos cisteinas en
las posiciones antedichas v, ademads de ello, no hay ningtin otro residuo cisteinico a lo largo de
la secuencia del exon 2. La presencia de estas dos cisteinas en las moléculas DRB de mono verde
posibilitarian la formacion del puente disulfure intracadena con el que se consiga dar la correcta

conformacion espacial, de cara a la luncionalidad como moleculas presentadoras de antligenos.
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La secuenciacion del tercer exon en los once alelos Ceae-DRB analizados ha permitido
constatar en todos ellos la existencia de una cisteina en la posicién 117, al igual que en el resto
de las proteinas DRB. Debido a que la amplificaciéon de las secuencias de monos verdes
concluye en el codon que codifica el aminoacido de la posicion 167, no se puede constatar en

este trabajo la presencia de una 4° cisteina, que deberia aparecer en Ia posicion 173 del dominio

B2.

4.2.2,- Mantenimiento de los residuos que estabilizan el dimero o/p y controlan la

complejidad del péptido presentado

De gran importancia para la estabilidad del heterodimero o/f8 es la posicion 86 (véase
1.2.2.2 de Introduccion), como demostraron Verreck y colaboradores (1.993). Todos los alelos
HLA-DRB funcionales presentan los amino4cidos glicina o valina en la posicion 86 del exén 2.
Ademas de su funcidn estabilizadora, dichos aminodcidos también condicionan la naturaleza y
la longitud de los fragmentos peptidicos antigénicos que seré capaz de presentar la molécula
MHC-DRB (Demotz et al., 1.993), porque segin sea esta posicién ocupada por un amino4cido
provisto de cadena lateral voluminosa (valina) o no (glicina), asi estard condicionada
estéricamente la hendidura de unién para poder albergar en su interior péptidos procesados de
tamafio pequefio 0 mas grande, respectivamente.

En los once alelos Ceae-DRB esta posicion esta ocupada por glicina o por valina, sin que
se hayan visto otros residuos en esta posicién. No obstante, este dimorfismo de la posiciéon 86
no esta balanceado, ya que hay ocho alelos con valina y so6lo tres con glicina.

En la figura 41b se representa esquematicamente la posicion de este residuo 86 y su

cercania a la cadena DRa, con la cual interacciona, estabilizando el heterodimero o/f.
4,2.3.- Mantenimiento de los residuos para la formacién de dimeros DR/DR

En los once alelos Ceae-DRB se analizaron los aminoacidos presentes en las interfases
de los dominios B1 y B2 que estabilizan los dimeros de a/B. La interfase del dominio 81 la
forman los aminoacidos de las posiciones 49, 50, 51, 52 y 55 (véase 1.2.2.2 de Introduccion), las
cuales estin extremadamente conservadas en humanos, presentando, respectivamente, los

aminodcidos alanina, valina, treonina, cido glutdmico y arginina. Estos mismos aminoacidos
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ocupan esas mismas posiciones en los alelos analizados de Cercopithecus aethiops con la
salvedad de la posicion 51, en la que algunos alelos (los cuatro del linaje DRBI*03 y los tres de
DRBI*07) presentan serina.

Si se comparan las estructuras moleculares de los aminoacidos treonina y serina se vera
que ambos, ademas de ser neutros y polares, disponen de una cadena alifatica terminada en un
grupo hidroxilo. Esto hace pensar que la modificacién, en la posicién 51, del amino4cido
treonina por otro que es serina no va a repercutir de forma negativa en la capacidad de esta
region del exén 2 para constituirse en la primera de las interfases de unidn estabilizadoras del
dimero DR/DR.

De hecho, el aminoacido serina se encuentra en €sa misma posicion, en otros alelos de
primates del linaje DRBI*03, tales como Gogo-DRBI*0305, Male-DRBI*030!, Mamu-
DRBI*0301, Mamu-DRBI*0302, Mamu-DRBI*0303, Mamu-DRB1*0311, Mamu-DRBI*0314,
y Mane-DRBI1*0301.

Se ha encontrado S51 en otros loci y linajes de DRB, pero no en los que ya hay descritos
correspondientes al linaje DRBI*07, siendo los primeros que se describen con esta caracteristica
estructural los tres alelos Ceae-DRBI*07 que se exponen en el presente trabajo, aunque esto
quizas no sea debido a una carencia de ese amino4cido en ¢sa posicion en alelos de este linaje
génico, sino al escaso niimero de alelos de tal linaje que hay disponibles en la literatura
cientifica: tan solo tres alelos, dos de chimpancé y uno de mono rhesus.

En el esquema tridimensional de la figura 41c puede apreciarse que estos cinco residuos,
invariables en los once alelos caracterizados (salvo la posicion 51), ocupan una posicién
periférica en la cadena B, lo cual los capacita para llevar a cabo esas interacciones de corto
alcance con los mismos residuos de la otra cadena 3 del dimero DR/DR.

Mientras que los residuos A49, V50 y T/S51 de ambas cadenas beta del heterodimero
establecen interacciones de tipo hidrofébico por sus cadenas laterales, €l 4cido glutAmico de la
posicidn 52 y la arginina de Ia posicidn 55 forman puentes salinos cruzados. El residuo Glu52
(cargado negativamente) de un dominio 1 es capaz de interaccionar electrostaticamente con
Arg5S5 (con carga positiva) del otro dominio 31 del heterodimero. Analogamente, la arginina del
primer dominio B1 también puede establecer esta interrelacion con el acido glutdmico de la otra
region (1.

La segunda interfase de unidn del dimero DR/DR se localiza en el dominio proteico B2,

codificada por el exén 3. La componen siete aminoéacidos cuya identidad y posiciones en alelos
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DR1 humanos es: Lys105, His111, His112, Leul14, Val142, Val143 y Giul62. His111, His112
y Glu162 interaccionan con residuos del dominio o2 de la otra molécula de DR, formando tres
puentes salinos.

Los siete aminoacidos estdn muy conservados en alelos DR humanos, habiéndose
encontrado una muy ligera variabilidad en las posiciones 105, 111 y 112, que siempre van a estar
ocupadas por un aminoécido catidnico. Este mismo patrén secuencial se ha visto en los alelos
estudiados de Cercopithecus aethiops: siempre aparece lisina en la posicion 105, histidina en la
111 y nuevamente histidina en la posicion 112, con la dnica excepcidn en este Gltimo caso, del
alelo Ceae-DRB*w701, donde la histidina ha sido reemplazada por el aminoacido arginina,
igualmente cati6nico.

En el estudio de esta segunda interfase de unién no se ha podido hacer un analisis
estructural comparativo con los alelos de primates de otras compilaciones, ya que en éstas el
estudio nucleotidico y aminoacidico afecta solamente al segundo ex6n o dominio proteico 1,
pero puesto que ya se ha constatado el menor polimorfismo de esta region con relacién a la
precedente del exdn 2 (o dominio proteico B1), no hay razén para pensar que el patron
secuencial de la segunda interfase de unién de los productos proteicos DRB de mono verde sea
muy diferente al que realmente se presente, cuando sea secuenciado, en otros productos alélicos

de esta misma region, en primates.

4.2.4.- Residuos en las posiciones de interaccién con CD4

Las moléculas funcionales de DRB deben poseer los residuos necesarios para
interaccionar con las moléculas del correceptor antigénico CD4 (figura 41d), el cual se halla
asociado con ellas, formando un complejo, sobre la membrana de las APC (figura 7).

Estudios de unién a péptidos demuestran que dicha interaccion ocurre mediante los
residuos aminoacidicos existentes entre las posiciones 134-148 del dominio B2 (codificados por
el ex6n 3; Cammarota et al., 1.992). A su vez, estas observaciones concuerdan con experimentos
de mutagénesis dirigida en maridos (Konig et al.,, 1.992), en los que se ha visto que los
aminoacidos de las posiciones 110, 137, 140, 141 y 142 (todos ellos del dominio estructural $2)
intervienen en la unién DRB/CD4. En los once alelos Ceae-DRB, estas cinco posiciones se

encuentran ocupadas, de manera invariable, por los aminoacidos glutamina, 4cido glutamico,
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alanina, glicina y valina. Dichos aminoéacidos se encuentran en muchos alelos HLA-DRB

funcionales.

4.2.5.- Posible afuncionalidad del alelo Ceae-DRBI*0701

Los residuos estructurales investigados hasta ahora en las secuencias alélicas Ceae-DRB
parecen estar muy bien conservados, posibilitando asi el correcto plegamiento tridimensional
de la molécula, la disponibilidad de sitios de anclaje para los antigenos, la dimerizacion DR/DR
y la interaccién con el correceptor CD4.

No obstante, el alelo Ceae-DRBI*(701 podria representar una excepcion, puesto que
contiene serina en la posicién 82 en lugar de asparagina, y se ha publicado que la presencia de
S82 en las moléculas DRB murinas dificulta o incluso imposibilita tanto el transporte
intracelular de la proteina DRB recién sintetizada como su expresion superficial (Griffith et al,,
1.988).

Curiosamente, en los tres monos verdes en los que se han descrito genes DRBI
duplicados, uno de estos alelos es siempre Ceae-DRBI*0701 (véase el epigrafe 3 de esia

seccion).
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5.- ANALISIS EVOLUTIVO DE LAS SECUENCIAS
Ceae-DRB

5.1.- SENALES TRANS-ESPECIE Y ESPECIFICAS DE ESPECIE

La observacién del alineamiento de todas las secuencias nucleotidicas disponibles hasta
la actualidad revelé la existencia de motivos comunes a varias de dichas secuencias:; Estos
motivos pueden ser de dos tipos:

a) Compartidos por todas las secuencias correspondientes a una especie y

exclusivamente presentes en dicha especie. Como es légico pensar, este tipo de motivos

se encontré s6lo en aquellas especies de las que se habia obtenido mas de un alelo o

cuando se estudiaron varios individuos de una especie. A este tipo de motivos se les

denomina "especificos de especie” o "intraespecificos".

b) Compartidos por secuencias Mhc-DRB de distintas especies. A estos motivos se les

denomina "transespecificos”.
5.1.1.- Motivos especificos de especie

En la figura 36 se han representado aquellos aminoacidos que sélo se han encontrado en
la especie Cercopithecus aethiops y no en ningun otro alelo de los recopilados, hasta el momento
presente, en la bibliografia. Se trata de los residuos S19 (DRBI*0702), A24 (id.), S33
(DRB*w601), G44 (DRB*w701), HS6 (linaje DRBI*03) y P73 (DRBI*0302). De estos seis
aminodcidos es de destacar la histidina en la posicion 56, que es el unico de ellos que ha sido
encontrado en mas de una secuencia alélica, dandose ademads la circunstancia de que aparece,
de manera caracteristica, en los cuatro alelos del linaje DRBI*03.

La localizacion de estos residuos queda plasmada en el modelo tridimensional de la
molécula DRB que aparece en la figura 42, donde se observa que ninguna de dichas posiciones
forma parte de la regién de unidn al péptido. Esto significa que ninguno de estos aminoacidos
especificos de especie interviene en la seleccion de los péptidos presentados por las moléculas

Ceae-DRB. Tampoco ocupan estos aminoacidos las posiciones de las que ya se ha comentado
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(vease 4.2} que son imprescindibles para que la molécula Mhc-DRB de clase 11 pueda actuar

como presentadora de peéptidos antigénicos

Figura 42.- Lacalizacion, en un
esquema fridimensional del primer dominio
del  heterodimerns DRE/DRA,  de los
aminodcidos especificos de especie (circulos
de color rosa) encontrados en Cemopithecus
aathiops. Minguna de ellos ocupa posiciones
de la regitn de unidn al péptido. lgualmanta,
ninguno de los seis ocupa las posiciones que
ya s& han descrito como necesanas para el
correcly modelado  tndimensional de la
malecula de clase 1. También se han
representado aquellas pasiciones (clreulos de
color azul oscura) en las que se han
enconlrado aminoacidos presenles en todos
los alelos estudiados, desde los prosimios
hasta los hominidos, Hasta cuatro de ellos
caen dentro de los bolsilos de unidn a los
péptidos antigenicos,

Desde un punto de vista evolutivo es [dgico pensar que los cambios en la sccuencia de
ADN que han onginado la aparicion de estos aminoacidos son posteriores a la aparicion de la
especie Cercopithecus aethiops (<40 m.a.) y que pueden haber sobrevenido por mutacioncs

puntuales.

5.1.2.- Motivos transespecificos

Hay trece aminodcidos en un total de once posiciones que son invariables desde los
prosimios hasta los homimdos, pasando por las etapas intermedias de Monos del Nugve Mundo
¥y Mones del Viejo Mundo. Estos residuos vy sus posiciones son: K9, V11, (A/H)13. Q25, Y26,
H30 131, L37 S60, R84 v (V/G)86 (se han subravado los que forman parte de la region de
union al péptido; figura 42).

Hay también un segundo grupo de residuos transespecificos, que son L26, Y40, G66 vy
582, encontrados todos ellos en prosumios, MVM y hominidos, pero no en MNM. También hay
yue fijar la atencion en los restos aminoacidos que no estan presentes en prosimios pero si en
MNM, MVM y hominidos, v que son D37 y D38,

Un tercer grupo de motivos aminoacidicos transespecificos scrian aguellos que,

cneontrandose en alelos de prosimios y teniendo por tanto, la antigiledad minima de cstos, no
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se han visto en las secuencias caracterizadas de monos antropoides. Entre estos residuos se
encuentran: R56, F61 y 164, presentando este ultimo la particularidad de que, dentro de los
MVM, sdlo se ha encontrado en secuencias de las aqui estudiadas de Cercopithecus aethiops.

Un cuarto grupo de aminoacidos transespecificos lo forman aquéllos que, teniendo su
origen en alelos pertenecientes a especies de prosimios, s6lo vuelven a presentarse en el estadio
de MVM, pero no en MNM. Se citan entre ellos Q9 y T73, los cuales, para ser precisos, no se
encuentran en todos los alelos consultados de DRB de monos del Viejo Mundo, sino sélo en
algunos alelos de macacos rhesus y del mono verde aqui estudiado (cercopitécidos ambos).

Hay otros aminodacidos cuya evolucidn parece ser relativamente reciente y que son, por
un lado §74, vista en alelos Ceae-DRB, Mamu-DRB, Gogo-DRB y una sola secuencia de Paha-
DRB, o sea, MVM y un mono antropoide, y por otro lado K14 y N43, que aparecen en alelos de
Ceae-DRB en conjuncion con secuencias, respectivamente, de Patr-DRB y de Papa-DRB, es
decir, un solo mono cercopitécido y dos especies representantes de hominidos.

De posible interés identificativo son los aminoacidos transespecificos encontrados
solamente en alelos Mhc-DRB de macacos y de monos verdes, como una marca propia de esta
familia, y que son Q11 y A67.

Por ultimo, el residuo M12 se encuentra, ademas de en Cercopithecus aethiops (MVM),
en Saguinus oedipus (MNM) y nada mas que en estas dos especies.

En el punto 4 de la seccion Discusion se comenta el significado de estos residuos

transespecificos desde el punto de vista evolutivo.
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1.- Variabilidad limitada en los alelos Mhc-DRB de

Cercopithecus aethiops

En la actualidad se conoce la secuencia de ADN de mas de 200 alelos DRB de primates,
que se agrupan en un total de 30 loci y/o linajes alélicos {loci DRB1-DRB9 vy linajes no ortologos
DRB*wi-DRB*w21, incluyendo a DRB11). En cambio, el espectro de alelos DRB obtenidos en
los monos verdes ha sido relativamente limitado. Por ejemplo, las secuencias correspondientes
af gen DRB1 pertenecen unicamente a los linajes *03 6 *07, a pesar de que la ultima compifacion
de secuencias DRB de primates contiene cinco linajes de DRB1 (*/0, *02, *03, *04 y *07).

Mediante comparacion de motivos especificos y la construccion de arboles filogenéticos
se ha demostrado que los once alelos Ceae-DRB corresponden a los genes y linajes DRB/*03,
DRBI1*07, DRB5*01, DRB*w6 y DRB*w?7.

El que cuatro de los once alelos Ceae-DRB sean asignables al linaje DRB1*03 apoya la
evidencia de que éste es uno de los linajes mas extendidos entre los primates, puesto que un gran
numero de secuencias adscritas a él se han hallado en todos los grupos estudiados de primates,
tales como hominidos (Pan troglodytes, Pan paniscus, Gorilla gorilla y Pongo pygmaeus),
monos del Viejo Mundo (Mandrillus leucophaeus, Papio hamadryas, Macaca nemestrina y
Macaca mulatia), monos del Nuevo Mundo (Aotus trivirgatus, Callithrix jaccus, Callicebus
moloch y Saguinus oedipus) y prosimios (Galago moholi y Galago senegalensis).

Por el contrario, hasta el momento de la realizacion del presente trabajo, el linaje
DRB1*07 comprendia iinicamente dos alelos de chimpancé en la bibliografia existente, los
llamados Patr-DRB1*0701 y Patr-DRB1*0702 (Kenter et al., 1.992) y un solo alelo del mono
rhesus, Mamu-DRB1*0701 (Slierendregt et al., 1.994). Asi pues, pese a ser un linaje muy
escasamente representado, se da el caso de que en el trabajo que aqui se expone han sido
encontrados tres alelos asignables a este gen.

De los restantes genes de histocompatibilidad de clase I de los que se conoce la existencia
de un producto proteico transcrito y expresado (DRB3, DRB4 y DRBS), solo se ha obtenido un
alelo: Ceae-DRB5*0101, cuyo linaje ya habia sido hallado en Gorilla gorilla, Macaca mulatia
y Pan troglodytes.
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El resto de las secuencias obtenidas en mono verde corresponden a los linajes no
ortélogos DRB*w6 y DRB*w?7, sélo dos de los 20 conocidos en la actualidad (tabla 1). Hasta el
momento, estos dos linajes solo habian sido descritos en Macaca mulatta, circunstancia que
puede poner de relieve el parentesco existente entre esta especie y Cercopithecus aethiops.

Es posible que el pequefio mimero de alelos obtenido en este trabajo se deba a un efecto
selector de la pareja de oligonucleétidos empleada en la amplificacion. Por ejemplo, la razén por
1a que probablemente no se han obtenido alelos del linaje DRB /*02 podria estribar en que en el
octavo codon (que son las tres ultimas bases del cebador DRE-Amp) de las secuencias de dicho
linaje, el triplete TTG es reemplazado por CTG. Un cambio en una posicion tan proxima al
extremo 3' puede provocar una ausencia de complementariedad del cebador directo con la
secuencia diana, acarreando la faita de amplificacion.

No obstante, McAdam y colaboradores (1.995) encontraron también que los alelos Mhc-A
de las especies chimpancé comin y pigmeo se agrupan en un restringido numero de linajes: estas
dos especies expresan alelos Mhc-A relacionados con una sola (HLA-A1, -A3, -A11) de las seis
familias de alelos humanos HLA-A. Estos limitados repertorios alélicos podrian reflejar un cuello
de botella genético en la evolucion de especies correspondientes, o que la selecciéon puede haber
favorecido a una familia particular de alelos a lo largo de la evolucion,

Estos limitados repertorios alélicos de las especies concernidas podrian explicarse por
alguno de los siguientes mecanismos:

a) que la especie ha suffido un "cuello de botella" en su evolucién (por ejemplo, por

enfermedades infecciosas que han diezmado la poblacion),

b) que el nivel de endogamia es elevado;

c) que la seleccion puede haber favorecido a una familia particular de alelos a lo largo de

la evolucion.
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2.- Los productos alélicos Ceae-DRB cumplen criterios

de funcionalidad para la presentacion de antigenos

Dichos criterios son los siguientes:

1.- Los once alelos confirmados en este trabajo han sido amplificados, clonados y
secuenciados a partir de moléculas de ADNc, y se ha visto que no hay en ellos elementos tales
como deleciones o inserciones, que pudieran trastocar la correcta pauta de lectura, o codones de
paro que pudieran impedir la traduccion del segmento génico hasta un péptido normal.

2.- En los once alelos se ha encontrado, sin excepcion, que el cociente entre las
proporciones, halladas por el método de Nei y Gojoori, de las sustituciones no sinénimas y de las
sustituciones sinénimas (dw/d;) es superior a la unidad para las secuencias constituidas por los
codones de la region de union al péptido. Por contra, en los codones cuyo conjunto conforma las
regiones de no unién al péptido, el citado cociente de proporciones es inferior a 1.

Los cocientes d/d, > 1 en los codones de la region de unién al péptido sugieren que la
seleccion natural esta actuando en el sentido de propiciar la aparicion de vartabilidad en esta
region, la cual contara con un polimorfismo cada vez mayor a causa de que la mayoria de las
sustituciones que experimenta son de tipo no sinénimo (Hughes and Nei, 1989), situacion que es
compatible con lo ya visto en loci normalmente expresados (no pseudogenes) y proteinas
derivadas de ellos, con funcion presentadora de antigenos. Asi, los alelos de DRB1, DRB3 y
DRBS5 exhiben en los codones de la region de union al peptido cocientes d./d, mas altos que el
que se ha hallado para una molécula derivada del gen DRB6 que, probablemente, no es
presentadora (Bergstrém and Gyllensten, 1995).

3.- El analisis molecular del dominio 1 de los productos alélicos de mono verde muestra
la existencia de los restos aminoacidicos que son esenciales para la correcta funcion presentadora
de antigenos de los productos proteicos de estos alelos. Asi, el plegamiento del dominio
estructural B1 se presupone por la presencia de los dos aminoacidos cisteina en las posiciones 15
y 79 (véanse 1.2.2.2 de Introduccion y 4.2.1 de Resultados).

La estabilidad del heterodimero o/ y la capacidad para interaccionar con determinados
fragmentos peptidicos se da por la presencia dicotdmica, en la posicion 86, de los aminoacidos

glicina o valina (véanse 1.2.2.2 de Introduccion y 4.2.2 de Resultados). Esta dualidad de residuos
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podria proporcionar sitios de reconocimiento antigénico "grandes” y "pequefios” para el mono
verde, al igual que ocurre en alelos HLA-DRB, en los que también se ha observado esta dicotomia
de aminocacidos. Concretamente, tres de los once alelos secuenciados (Ceae-DRB1*0703, Ceae-
DRB*w701 y Ceae-DRB*w702, los tres con glicina en la posicion 86) pertenecerian a la categoria
de los alelos capaces de albergar mas cantidad de péptidos y mas complejos que los que exhiben
valina en tal ubicacion, al tiempo que establecerian unas interacciones DRB/DRa menos estables
que las conseguidas por estos ultimos.

Bontrop y colaboradores (1.995) postularon que esta dualidad aminoacidica es exclusiva
de la especie humana. El presente trabajo cuestiona, por el momento, tal exclusividad, aunque
seria necesario secuenciar mas alelos para poder asegurar de forma tajante esta premisa. No
obstante, puede resefiarse que si bien esta dicotomia glicina/valina se ha encontrado en s6lo once
alelos de mono verde, en otras especies de primates, presentes en las recopilaciones bibliograficas,
se da el caso de que aun habiéndoseles estudiado un nimero menor de alelos se ha encontrado
un polimorfismo de [a posicion 86 que va mds alla del dicotomico glicina/valina. Este es el caso,
por ejemplo, de Aotus trivirgatus (MNM), donde de seis alelos secuenciados, tres presentan
fenilalanina en la posicion 86, ademas de la glicina y la valina en los otros tres alelos, o de los
ocho alelos publicados de la especie Pongo pygmaeus (MVM), en los que dos de ellos también
tienen fenilalanina en la posicion 86.

Los once alelos de mono verde conservan intactos o muy poco reemplazados (en tal caso
por aminoacidos estructuralmente relacionados) los aminoacidos susceptibles de formar las dos
interfases de union entre heterodimeros o/p (véanse 1.2.2.2 de Introduccion y 4.2.3 de
Resuitados), por lo que se puede pensar que estos alelos de mono verde son capaces de
interaccionar mutuamente para formar dimeros de DR, siendo ésta otra prueba a favor de su
funcionalidad.

También se ha visto que en el exon 3 se codifican los aminoacidos necesarios para que los
alelos Ceae-DDRB sean capaces de interactuar con la molécula CD4 (véanse 1.2.2.2 de
Introduccién y 4.2.4 de Resultados), que se encuentra también en la membrana de la célula
presentadora de antigenos formando un complejo con la molécula del MHC.

No obstante, en uno de los alelos de mono verde (Ceae-DRBI[*0701) se ha encontrado
serina en la posicion 82 (véase 4.2.5 de Resultados) en vez de la habitual glutamina. Estudios

realizados en ratones (Griffith et al., 1.988) han evidenciado que la presencia de este aminodcido
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en una proteina DRB no impide su traduccion pero imposibilita o dificulta su transporte
intracelular desde las cisternas del aparato de Golgi hasta la membrana citoplasmatica.

Se ha visto que los Unicos alelos de primates no humanos con S82 se encuentran en el
locus DRB6 y son, probablemente, moléculas no presentadoras (Figueroa et al., 1.991) debido
a las modificaciones que presentan respecto a las secuencias correctamente traducidas [Gogo-
DRB6*0202 (un codon prematuro de paro), Gogo-DRB6*0203 (id), Popy-DRB6*0201 (un
aminoacido delecionado) y Popy-DRB6*0202 (un aminoacido delecionado mas un codon

prematuro de paro)].
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3.- Duplicaciones genéticas

En este trabajo se demuestra la existencia de tres alelos de DRBI1 en tres individuos, lo
que sugiere que el gen DRB1 puede encontrarse duplicado en algunos haplotipos de mono verde
(tabla 8). En el mono rhesus (Sherendregt et al., 1.994; Knapp et al., 1.997), el titi pardo (Trtkova
et al., 1.993) y en el prosimio Galago senegalensis (Figueroa et al., 1994) también se han
observado duplicaciones de este gen.

De hecho, en los genes de los primates (no solo en el mencionado DRBI1) las
duplicaciones son fenomenos observados con relativa frecuencia (Kasahara et al., 1.997), tanto
en prosimios (hasta seis diferentes copias de DRB3 y de DRB*w/2 en vanos individuos de
Otolemur garnetti, Figueroa et al., 1.994), como en hominidos, tales como Pongo pygmaeus
(duplicacion de DRBS5; Schonbach et al., 1.993) y Pan froglodytes (duplicacion del pseudogén
DRB6, Kenter et al., 1.992) y en Macaca mularta (duplicacion de DRB6 y de DRB*w6,
Sherendregt et al., 1.994; Knapp et al., 1.997). Estos fenoOmenos también se han observado en
genes de clase 1 (AMAc-B, Bontrop et al., 1.995).

El que haya tres individuos con tres copias del gen DRB1 y no dos como seria de esperar,
una por cada gen DRB1 de cada cromosoma, puede indicar que en algin momento de la
evolucion, en los haplotipos "ancestrales" a los que representan dichos individuos, se ha
producido una duplicacion genética, lo que haria que uno de sus cromosomas fuese portador de
dos genes DRBI1.

Por lo tanto, el gen Mhc-DRB 1 parece haber experimentado un proceso genético por el
cual se promueve su expansion en toda la escala filogenética que se extiende desde los prosimios
hasta los monos de!l Nuevo Mundo y monos del Viejo Mundo, mientras que se ha estabilizado en
el linaje conducente a hominidos, puesto que esta duplicacién de DRB! ya no se ha observado
en los linajes conducentes a pongidos (orangutan, gorila y chimpancé) ni en el propio ser humano.

Por otro lado, los tres individuos con duplicaciones de DRBI1 flevan un alelo
probablemente no funcional {Ceae-DRB1*0701) por tener la presencia de serina en la posicion
82 (véase 4.2.5 de Resultados). Este alelo no funcional podria formar parte de! haplotipo que lleva
la duplicacion (para comprobarlo seria necesario realizar estudios familiares de los individuos
correspondientes) y podrian haber sucedido, aunque no se sabe en qué orden cronologico, dos

mecanismos:
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a} la duplicacion del gen DRB1;

b) la supuesta inactivacion de Ceae-DRB[*(0701 por la mutacidén S82.

Parece probable que la seleccion natural esté actuando en esta especie con el objetivo de
emplazar genes DRB1 duplicados sobre un mismo cromosoma, uno funcional y otro defectuoso.

Este mecanismo podria servir para mantener, a nivel de cada individuo, un subconjunto
de moléculas presentadoras bastante grande, con el objetivo de interaccionar con diferentes
péptidos antigénicos, pero no tan grande como para llegar a eliminar, durante el proceso de
seleccion negativa, un alto nimero de clones celulares T en el timo, lo que podria dar lugar a una
posterior pérdida de funcionalidad en el repertorio de los individuos adultos y, quizas al desarrollo

de inmunodeficiencias (Bontrop et al., 1.995),
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4.- Los alelos Ceae-DRB siguen el modelo de evolucion

transespecifico

La asignacion alélica de las secuencias de mono verde, obtenida tanto a través de la
comparacion de motivos como por la construccion de dendrogramas (véanse 2.1 y 2.3 de
Resultados), demuestra que estos alelos Mhc-DRB, caracterizados por primera vez en esta especie
animal, siguen el modelo de la evolucion transespecifica.

Ciertos residuos aminoacidos encontrados en Cercopithecus aethiops también se han
hallado en otras especies, no solo de la familia Cercopithecidae, sino también en monos platirrinos
y hasta en prosimios, pese a que la edad de divergencia estimada con estos ultimos se estima es
48 millones de aiios.

Es muy improbable que un mismo motivo aminoacido aparezca en secuencias de especies
tan separadas por medio de un mecanismo de convergencia. Posiblemente, estos aminoacidos ya
existian en los alelos ancestrales de los organismos antepasados inmediatos de prosimios y de los
otros primates, y que su importancia, tanto estructural como funcional es lo suficientemente
grande como para no haber experimentado cambios en los Gltimos 85 millones de afios, de manera
que han sido heredados, sin mas cambios, por todas aquellas especies que han evolucionado a
partir de los antepasados comunes ya mencionados.

En segundo lugar, la inspeccion ocular del arbol de distancias genéticas (figura 40)
muestra que hay alelos de diferentes especies de procedencia que, no obstante, se agrupan juntos
en un mismo racimo. Esto quiere decir que lo realmente importante no es la especie de origen de
ese alelo sino su homologia con los que quedan agrupados en su proximidad, y puesto que en un
mismo racimo puede haber alelos de especies divergentes, se puede pensar que la homologia
subyacente que las ha hecho agruparse juntas se debe a que comparten un antecesor comun, el
cual experiment6 procesos de duplicacion, modificacion nucleotidica y variaciones traduccionales
conducentes a una cierta diversidad, perc conservando siempre ciertos rasgos secuenciales que
posibilitan a las diferentes variantes el agruparse en un mismo linaje, definible por esa misma
homologia.

Por las argumentaciones expuestas se propone el siguiente orden cronolégico de aparicion

de los residuos aminoacidicos en el segundo exon de los alelos DRB: hace al menos 85 millones
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de afios ya estaban presentes todos aquellos residuos encontrados en secuencias de prosimios, a
saber (K/Q)9, V11, (A/H)13, Q25, (Y/L)26, H30, 131, L37, Y40, R56, S60, F61, L64, G66,
T73, S82, R84 y (V/G)86 (figura 43).

Posteriormente, entre 37 y 85 millones de afios, aparecerian ciertos aminoacidos no
presentes en prosimios pero si, de manera comin en catarrinos, platirinos y hominidos: P37 y
D38.

Tiempo después de producirse la escision entre monos del Nuevo y del Viejo Mundo
(hace unos 55 millones de afios), un antepasado comun al mono verde y al mono rhesus adquiriria
los aminoacidos Q11 y A67, los cuales no serian transmitidos, con posterioridad, a los hominidos,
los cuales si presentan, por el contrario, $74 (visto en gorila ademas de en los cercopitécidos
mono verde, mono thesus y babuino), por lo que es dable pensar que este aminoacido es,
evolutivamente, algo mas moderno que los dos resefiados anteriormente y, a su vez, esta serina
puede ser algo mas antigua que K14 y N43, los cuales si han sido vistos en dos hominidos tales
como Pan paniscus y Pan troglodytes, ademas de en mono verde pero, sorprendentemente, no
estan presentes en ninguna de las extensas recopilaciones alélicas del exon 2 de genes Mhc-DRB

de Macaca mulatta.
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37 m.a.
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¥ i :F
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Figura 42 - Diagrama esquemitico &n el que s8 muestra la presunta relacion cronolégica y evolutiva existente
entre los residuos amincaciticos de las secuencias descritas en este trabajo. Las fiechas rojas representan la transmision
de los aminoacidos considerados hacia ef siguiente nivel evolutive. El que a un deteminado grupo taxonbmico se le hayan
asignado ciertos aminoacidos no significa necasariamente que £510s hayan sido vistos en todas las especies de ese taxa.
Nétese la situacion particular de los aminoacidos K14 y N43 (flechas grises), que han sido encontrados por igual en pongidos
y en Cercopithecus asthiops, pero no en una especie tan emparentada con ésta como as Maceca mufalfa nien ninguna ofra
de |a familia Cercopithecidae.
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5.~ Ausencia de alelos recombinantes

Para la generacién de la diversidad en los loci del MHC se han postulado varios
mecanismos moleculares, entre los que se encuentran:

a) las mutaciones puntuales;

b) Mutaciones complejas;

c) el intercambio de secuencias cortas 0 motivos (denOminado por algunos autores

conversiones o microconversiones génicas); y

d) mecanismos recombinatorios que combinan la porcidn codificante de la lamina B de un

alelo con la hélice o de otro alelo (Gyllensten et al., 1.991a, b; Bergstrom y Gyllensten,

1.995).

Los alelos de mono verde de este trabajo apuntan a la existencia de las mutaciones
puntuales y al intercambio de secuencias cortas; por ejemplo: la unica diferencia observada entre
los alelos Ceae-DRBI1*0301 y Ceae-DRBI*0303 (N cambia por S en el residuo 120,
AAC—AGC) podria deberse a una mutacion puntual; y otro subgrupo de secuencias muestra un
patron caracteristico de motivos compartidos, como ERH en las posiciones 28, 29 y 30 de Ceae-
DRB*w601, -1*0701, -1*0702 y -1*0703; o YLEQARAA en las posiciones 67 4 74 de Ceae-
DRB*w601, -1*0701 y -1-0702, consistente con un aparente intercambio de pequefios segmentos
intra- o interfocus.

E! cuarto mecanismo de los mencionados anteriormente (recombinaciones extensas) no
se ha comprobado en las secuencias obtenidas en los monos verdes. Esto concuerda con las
observaciones de otros autores en chimpancés (Kenter et al., 1.992), platirrinos (Trtkova et al.,
1.993) y macacos rhesus (Slierendregt et al., 1.994) y sugieren que las recombinaciones extensas
contribuyen de una forma muy limitada o nula a la generacidn de la variabilidad de DRB. No
obstante, un nimero superior de alelos Ceae-DRB podria ayudar a identificar y distinguir los
mecanismos genéticos particulares implicados en la generacion de la diversidad de DRB en los

monos verdes.
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1.- Se han obtenidoe, por primera vez, once secuencias de genes DRB de la especie
Cercopithecus aethiops (mono verde africano), con una longitud de 516 nucledtidos, que

comprenden los exones de mayor polimorfismo (2 y 3).

2.- La comparacion de motivos especificos y 1a construccion de dendrogramas
permiten la asignacién inequivoca de las once secuencias a los linajes DRB*w6 (una
secuencia) y DRB*w?7 (dos secuencias) y a los loci DRBS (una secuencia) y DRB1 (tres al

linaje *07 y cuatro al linaje *03).

3.- El niimero de alelos DRB encontrado en la especie es pequefio, limitindose a
pocos genes o linajes DRB de todos los conocidos en primates hasta el momento actual.
Esto podria reflejar que, descartando errores de muestreo, la especie ha sufrido en su
evoluciéon un "cuello de botella” genético, 0 que tiene un alto grado de endogamia, o que

la seleccion ha favorecido a determinadas familias de alelos,

4.- Se han obtenide Arboles filogenéticos con 56 secuencias de DRB de primates
de distintas especies (prosimios, monos del Nuevo Mundo, mones del Viejo Mundo y
pongidos), que incluyen las once secuencias obtenidas en el presente trabajo. La
topologia de dichos dendrogramas no reproduce las relaciones filogenéticas de primates
aceptadas en la actualidad, sino que apoya el modelo de evolucion transespecifica del
MHC. No obstante, no se puede descartar que la mayor similitud entre alelos de

distintas especies pueda deberse a fendmenos de convergencia.

S.- Las secuencias obtenidas sugieren que la diversidad de los genes DRB en la
especie C. aethiops puede generarse por, al menos, des mecanismos: mutaciones
puntuales e intercambio de motivos 0 secuencias cortas o conversion génica; y no ponen

de manifiesto mecanismos de recombinacion de fragmentos extensos entre alelos.

6.- Las proteinas deducidas de las secuencias obtenidas cumplen criterios de
funcionalidad como moléculas presentadoras de antigenos puesto que:
a) Las secuencias se han obtenido a partir de ADNc y no presentan deleciones,

inserciones o codones de paro que supongan la inactivacion de la proteina.
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b)

7.-

El nimero de suvstituciones sinénimas es inferior al de sustituciones no-

sinonimas en los lngares de union al péptido, mientras que fuera de dichos
sitios ocurre lo contrario.

Las posiciones 15 y 79 del dominio 81 Hevan el aminedcido cisteina,
permitiendo que las proteinas adopten 1a adecuada conformacion espacial.
L.as proteinas presentan los aminoaicidos glicina o valina en {a posicion 86 del
dominio B1, que son fundamentales para )a estabilidad del heterodimero o/p.
Presentan los aminodacidos alanina, valina, treonina/serina, acido glutimico y
arginina en las posiciones 49, 50, 51, 52 y 55 del dominio p1 respectivamente,
y lisina, histidina, histidina/arginina, leucina, valina, valina y icido glutimico
en las posiciones 105, 111, 112, 114, 142, 143 y 162 del dominio [2
respectivamente, que posibilitan la formacion de dimeros DR/DR.

Presentan los aminoacidos glutamina, aAcido glutamico, alanina, glicina y
valina en las posiciones 110, 137, 140, 141 y 142 del dominio P2
respectivamente, que forman la interfase de contacto de DR con la molécula

CD4.

El alelo Ceae-DRB1*0701 podria codificar para una molécula sin capacidad

funcional para la presentacion antigénica, ya que lleva el aminoicido serina en la

posicion 82 (S82) que impide el transporte intracelular y la expresion en superficie de

las moléculas DRB murinas, y que los inicos alelos humanos con S82 son las moléculas

DRB6, cuya funcién, probablemente, no sea la de presentar péptidos.

8.-

En tres de los individuos analizados se han encontrado tres secuencias (en

cada uno) del gen DRB1, lo que significa que dicho gen estid duplicado en algunos

haplotipos MHC de la especie estudiada. Los tres individuos con genes DRBI

duplicados llevan el alelo Ceae-DRBI1*0701, probablemente no funcional. Se discute el

significado del hallazgo como modelo de generacion de polimorfismo a partir de

pseudogenes.
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Polymorphism of Mhc-DRB alleles in
Cercopithecus aethiops (green monkey):

generation and functionality

Abstract: DES genes have been studied for the first time in green monkeys
{Cercopithecus acifitops). Eleven new DRB alleles {(exon 2, exon 3) have been
obtained and sequenced from cDNA. A limited number of tineages have
been identified: DRB1#03 (4 alleles), DRBI*07 (3 alleles), DRBA (1 allele),
DREB*e6 (1 allele), and DRB*w7 (2 alleles). The existence of Ceae-DRBI
duplications is supported by the finding of 3 DRB] alleles in 3 different
incividuals. Ceae-DRBI*170! may be nen-functional because it bears serine
at position 82, which hinders molecule surface expression in mice; the allele
is only found in Cene-DRE duplicated haplotvpes. Base changes in eDNA
Ceae-DRB alleles are consistent with the generation of potymorphism by
point mutations or short segment exchanges between alleles, ‘The eleven
green monkey DRE alleles meet the requirements for functionality as anti-
gen-presenting molecules (perhaps, excluding DRBI*0701), since:

1) they have been isolated froam ¢cDINA and do not present deletions, inser-
tions or stop codons: 2) structural motifs necessary for a correct folding of
the molecule, for the formation of DR/DR dimers and for CIM interactions
are conserved, and 3) the rumber of non-synonymous substitutions is higher
than the number of synonymous substitutions in the peptide binding region
(PBR), white the contrary holds wrue {or the non-PBR region.

The major histocompatibility complex DRB genes code for the B
chains of proteins that present antigenic peptides to CD4 T lymphe-
cytes. DREB gene polymorphism has been extensively studied in
humans and in several nonhuman primate species; the last pub-
lished compilation contains 244 exon 2 sequences corresponding 1o

The nucleotide sequence data reported in this paper have been submitted 1o Gen-
Bank or to the Genome Sequence Data Base and the following accession numbers
have been assigned: LA1537 (Crac-DRB*w601), U19283 (Ceae-DRBS* 0N,
U19284  (Ceae-DRBIMOZ0N,  U19285  (Ceas-DRRI*O301), 147989  (Cear-
DRBI*0702), LAT988 (Ceac-DKBI*)302), 119286 (Ceae- [RB1*0303). L47987
(Ceae-DREBMe701), 141538 (Ceae-TREYe 702), 141539 (Ceae- DREI*304), L4150
(Ceae-DRBI*0703).

' The contribution by Manuel Rosal-Sanchez and Estela Paz-Artal is equal and
the order of authurship is arbitrary.
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14 Pongidee, catarrhini and platyrrini species (1). Subsequently, new
DR alleles have been reported from DNA sequencing studies in
macaques (2-6), bahoons (3, 4), New World monkeys (7, 8) and pro-
simians (4, 9). The genetic haplotype structure has also been studied
in many apes; the number of DRE genes per haplotype is not con-
stant and shows duplications and deletions during evolution {10).

Assignation of a new primate DRB sequence to a well-defined
orthologous DR gene from other species is not always a straight-
forward task; however, the frequent sharing of motifs among alleles
corresponding to different primate species has led to their classifi-
cation in lineages: sequences from the same lineage cluster together
within an evolutive tree clade. An allelic lineage is composed of
sequences coming from different primate species that share a degree
of homology higher than that found for DREB alleles belonging to
the same species. This ts a characteristic of class I and class 11 M
polymorphism and supports the trans-species model of evolution
(11}, This has been further demonstrated by the finding of the same
Miic-E alleles in two pairs of different monkey species (12, 13). Some
DRBE lineages were established more than 85 million years ago (9).

Several mechanisms have been postulated in order to explain
Mhe polymorphism generation (point or complex mutations, recoms-
binations, gene conversions or segmental exchanges) (14) and for
maintaining this polymorphism (xenobiotic-driven selection, disas-
sortative mating, maternal-fetal incompatibility, high mutation rate,
ancient neutral polymorphistn) (15, 16), but their degree of contri-
bution to the observed variahility is controversial.

The description of the DR molecule crystallographic structure
(17) allowed the identification of the putative amino acid residues
which interact with the CD4 molecule and with the antigenic pep-
tide. Hughes and Nei demonstrated that the rates of non-synony-
mous substitution exceed that of synonymous substitution in the
antigen-recognition site, whereas out of that region, the former was
significantly lower than the latter (18). These results suggest that
the high degree of polymorphism at class II Mhc loci is mainly
caused by microorganism-driven overdominant selection (hetero-
zygote advantage) working at the antigen-recognition site.

The contribution of the present paper to the knowledge of the
M polymorphism in primates consists of the description of 11
DRB exon 2 plus exon 3 sequences in Cercopitiiccus aethiops. Exon
2 sequencing allows the identification of most DRB polymorphic
variants. Exon 3 codes for several essential amino acid residues,
and plays an important role in DR/DR dimer formation and in inter-
actions with the T-cell coreceptor melecule CD4. DR/DR dimer for-
mation niight provide the initial signaling for T lymphocytes and
antigen-presenting cells to trigger cellular activation (17); CD4-class
[I MHC interactions modulate T-cell signai transduction (19-21) and
have a major rele in intrathymic T-cell selection {22}, The putative
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structure of the obtained sequences is analyzed and functional con-
clusions are drawn. Duplications, point mutations and short seg-
mental exchanges are probably present in the evolution of the green

monkey DRI3 genes.

Material and methods
Ape cell lines

Fifteen kidney cell lines from the species Cercopithecus acthiops
(green monkey) were analyzed (Whitaker, Walkersville, MD). They
correspond to fifteen individuals without family links,

RNA isolation, cDNA synthesis and PCR

Total RNA was extracted as pubiished elsewhere (23). cDNA was
synthesized with the Reverse Transcription System (Promega, Ma-
dison, W) following the manufacturer’s recommendations. DRE ex-
ons 2 and 3 were PCR-amplified with the primer DRB-Amp A from
exon 2 {24) and the primer DRBE-3 from exon 3 5'-
TGGCAGGTGTAAACCTCTC-3'. Primer DRBE-3 was designed
taking into account the consensus human DRE sequence (25); it
does not amplify a particular allele or group of alleles, but all tested
DR alleles (unpublished observations).

Cloning and sequencing

PCR products were purified (Wizard PCR-Preps DNA Purification
System, Promega, Madison, WD and inserted in the pGEM-T
plasmid vector (pGEM-T Vector Systems. Promega, Madison, WI).
After cloning, recombinant plasmids were isolated from positive
colonies and purified by vacuum-propelled minicolumns {QlAwell-8
Plasmid Purification Kit, Hilden, Germany). Double-stranded DNA
templates were sequenced in both directions with the primers corre-
sponding to the M13 sequences contained in the pGEM-T vector.
Electrophoresis and analysis of the sequenced samples were done
in a Perkin Elmer automated DNA sequencer (Foster City, CA) as

previously described (23},

Dendrograms and synonymous,/non-synonymous
substitution calculations

The eleven sequences reported in this work were used for the con-
struction of two dendrograms. The first one contained also primate
DREB, DQB, and DPB consensus sequences and was obtained by
the UPGMA-CLUSTAL method (PC Gene: Intelligenetics, Mountain
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View, CA). The second dendrogram was constructed by the neigh-
bor-joiming method {26) (Fig. 1), and it also contains 45 exon 2 DRE
sequences from the compilation of O’hUigin and coworkers (1) or

Rosal-Sanchez et al : Mhc polymorphism in Cercopithecus aethiops

Fig. 1. Exon 2 dendrogram depicting phylogenetic relationships
of the eleven Ceac-DRB alleles reported in this work. The tree was
constructed by the NJBOOT method {see Material and methods) with se-
quences from the compilation of O'hUigin and coworkers (1) together with
Mamu-DRB*w2101, Mamu-DRB*2102, Mamu-DRB%02001, and Mamu-
DRBI*0701 (2). Bold type characters correspond to the new Ceae-DRE
sequences. Bootstrapping values are shown on the branches corresponding
w Ceae-DREB alleles. Papa="lun paniscus, Palr= Pan troglodyies, Gogo=
Gorilla gorilia, Fopy=FPongo pygmacus, Mamu=Macaca mulaita, Mane=
Macaca nemestring, Ceae=Cercopithecus aethiops, Camo="Callicebus moloch,
Aotr=~Aotus trivirgatus, Caja=Callithrix jacchus, Ceap="Cebus apella,
Sasc=Saimir! sciurcus, Save=Saguinus ocdipus.

published by Slierendregt and coworkers (2). The genetic distances
were calculaled by the Kimura two-parameter method {27).

Synonymous and non-synonymous substitutions were calculated
by the NAG program (28) based on the Jukes and Cantor method
{29).

Results and discussion
Assignation of DRB loci or lineages

Confirmation that the eleven different sequences {Table 1) corre--
spond to DRE genes was obtained because they clustered together
with a DRB consensus sequence in a dendrogram construcied with
DRB, DGB, and DFPE exon 2 consensus sequences (data not shown).
The assignment of alleles to particular DRB loci or lineages was
done by two different methodologies. The first one consists of the
sequence comparison with sequences already published and the de-
tection of locus- or lineage-specific motifs. These assignations were
corroborated by a second method, which consisted of the construc-
tion of a genetic distance dendrogram; in this tree, the obtained
‘Ceae- exon 2 sequences clustered together with alleles of the corre-
sponding locus or lineage (Fig. 1), Another tree was constructed by
using the parsimony program DNAPARS (PHYLIP, 30) and it
showed essentially the same branch topology as the ‘neighbor” den-
drogram {data not shown). The new eleven alleles were named ac-
cording to the nomenciature proposal of Klein and coworkers (31},
Seven alleles corresponded to DRRI (four to the *03 lineage and
three 1o the *07 lineage);, one to DRBS; one to the DRB*wo lineage,
and two to the DRE*w7 lineage (Table 1).

Limited variability and genetic duplications

Table 2 shows two significant findings. First, the spectrum of DKB
alleles obtained in Cercopithecus aethiops is relatively limited. All
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Alteles obtained and number of clones sequenced

DRR alleles found in each green monkey Individual

Number of clenes

Seguence Alletic assignation {from two or more PCR)
Ceage-l Ceae-DRB*wE01 7
Ceae-2 Ceae-DRB5*0Q101 30
Ceae-3 Cege-DRB1*0701 12
Ceae-4 Ceae-DRB1*0301 18
Ceae-5 Ceae-DRB1*0702 4
Ceae-6 Ceae-DRB1*0302 6
Ceae-? Ceae-DRB1*0303 11
Ceae-9 Ceae-DRBw*701 6
Ceae-10 Ceae-DRBw*702 24
Ceae-13 Ceae-DRB1+0304 14
Ceae-17 Ceae-DRB1*0703 5
Table 1

the ohtained sequences from the DRBI gene correspond only to the
*03 ar the *07 lineages, although the last compilation of primate
DEB sequences contains five DRBI lineages (1). The finding of four
DRBI*03 alleles in green monkeys supports the fact that DRBI*03
is a very extended lineage among apes, since several representatives
have been found in all the studied primate groups (FPongidae, Old
and New World monkeys) and prosimians. In contrast, the
DRBI*07 lineage was only reported in two chimpanzee alleles
(Patr-DRB1*0701 and Patr-DRBI*0702 {14)) and one rhesus ma-
caque allele (Mamu-DREBI*0701 (2)); in green monkey we have ob-
tained three additional alleles: Ceae-DRBI*0701, *0702, and
*¥)703. Only one allele has been obtained (Ceae-DRB5*0101) from
the remaining DRE genes which are postulated to be expressed. No
DRB3 or DRB4 alleles have been found in the green monkeys ana-
lyzed for the present work. The primate DRE compilation also con-
tains more than fifteen DRB*w lineages and new ‘u' lineages have
subsequently been described (2-6); the Cercopithecus aetiuops indi-
viduals studied by us show alleles from only DRB*w6 (M¢601) and
*07 (w701 and %6 702) lineages. McAdam and coworkers (32) also
reported a restricted number of lineages both in chimpanzee and
honobo: these species express Mhe-A alleles related to only one
(HLA-AL, -A3, -A1l) of the six human HLA-A aliele families. This
limited allelic repertoire could reflect a genetic bottleneck in the
evolution of the concerned species, inbreeding, or that selection may
have favored a particular family of alleles along the evolution.

The second remarkable finding is the identification of three indi-
viduals bearing three DRBI alleles each (Table 2 this means that
two copies of the DRB] gene may be present in some green monkey
Mhc hapiotypes. Duplications of Mhe-B and -DEB3 in orangutans,
-DRBG m chimpanzees, -DRBG and -DRBw6 i rhesus macaques,
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Individual Alleles (Ceae-DRB}

Ve-1 10302, 1*0702, *w601, *w701, *w702
Ve-2 5+0101

Ve-3 5+0101, *w601

Ve-4 5*0101

Ve.5 5+0101

Ve-6 5*0101

ve-7 1+0301, 1*0701

Ve-8 1+0301, 1+0302, 10701, *w601, *w701
Ve-10 1+0301, 1*0303, 1*0701, *w702

Ve-11 *wiG2

ve-12 1*0703, *w702

Ve-13 w702

Ve-14 1+0301, 1*0303

Ve-15 10304, 170701, 1*0703, w601

Ve-16 10301

Individuals with DRE gene duplications are underlined.

Table 2

and -DRBJ in a prosimian have also been reported (summarized in
reference 10). DREI gene duplications have been reported in rhesus
macaque (2, 6), dusky titi (33) and the prosimian Galago senegalensis
(9 and in three green monkeys studied in this work. In conclusion,
the Mhe-DRB1 Tocus seems to be expanding in haplotypes from
0Old and New World monkeys and prosimians; this is probably due
to a frequent occurrence of unequal cressing-overs. [n contrast,
DRE] may have reached genetic stability in the lineage leading to
Pongidae (orangutan, gorilla, and chimpanzee) and humans, since
no more than one DRBI gene per haplotype has been described in

these species.

Evolutionary mechanisms

Several molecular mechanisms have been postulated for the gener-
ation of genetic diversity at the Mhc Joci including: 1) peint muta-
tions, 2) complex mutations, 3) exchange of short sequence motifs
across the gene, and d4) extensive recombination events, combining
variants of the B-sheet of one allele with that of variants of the o
helix of another allele (34, 35). The Ceae- DRB alleles found in this
work provide evidence for the occurrence of the first and the third
mechanisms, but a microgene conversion may not be discarded; a
point mutation could be responsible for the unique difference ob-
served among Ceae-DRBI*0301 and Ceae-DRBI*0303 alleles: as-
paragine and serine respectively appear at restdue 120 {AAC—AGO)
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Fig. 2. Exon 2 and 3 Ceae-DRB nucleotide sequences obtained in
the present work. Exon 2 sequences are aligned to the DRE consensus
sequence from the nonhuman primate DRB compilation (1), Exon 3 se-

(Figs. 2 and 3). Other subgroups of sequences show a characteristic
pattern of shared motifs: for example ERH at positions 28, 29, and
30 of Ceae-DRE*w601, I*¥0701, 1*0702, and 170703, or YLEQA.
RAA in positions 67-74 of Ceae-DRE*wo01, 1*0701, and 1%0702
{(Fig. 3): this is consistent with apparent inira- or interlocus ex-
changes of short segments. The fourth mechanism (extensive re-
combination events) has not been observed in the sequences ob-
tained from the green monkeys studied for this work; the lack of
this kind of recombination events agrees with others’ abservations
on chimpanzees (14), platyrrhine primates (33) and rhesus ma-
caques (2). suggesting that extensive recombination has a limited
or null coniribution to the generation of DRB variability. Neverthe-
less, a higher number of Ceae-DRB sequences might be necessary
to identify and distinguish the particuiar genetic mechanisms im-
plied in the generation of DRB diversity in green monkeys.

Trans-species and species-specific signals

"The dendrogram in Fig. 1 supports the notion that Cercopithecus ae-
thiops DRI alieles follow the trans-species model of evolution, since
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guences are aligned to Ceae-DRBI*0301. Identity of nucleotides is repre-
sented by a hyphen.

several Ceae-DRB sequences are more similar to different species’ or-
thelogous sequences than to other Ceae-ORB alleles: also, alletes from
different primate species group together in near branches, Iraddition,
DRB alleles from green monkeys share several amino acid residues
with those from other primates. This could be due to the generation
of the DR diversity in common ancestors but also to convergent evol-
ution. However, certain amino acids (underlined, Fig. 3) are exclus-
ively found in green monkeys and none of these (bold face, Fig. 3) are
placed at the peptide binding region (PBR) positions; thus they do not
seem to exert any influence in the selection of peptides presented by
the Cercopithecus aetiiops DRB molecules, Also, the species-specific
residues appear in green monkey PRB molecule positions which do
not correspond to the T-cell receptor contact region or to regions
stabihizing DR/DR contacts (17).

Ceae-DRB alleles show a functional-presenting molecule
structure

The Ceae-DRB alieles sequenced for this work have been character-
ized from ¢DNA and they do not present deletions, insertions or
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Fig. 3. Predicted amino acid sequences of the 11 Ceae-DRB al-
leles identified in this work. [dentity to the consensus is represenied by
a hyphen, differences are represented by single-letter substitutions. Species-
specific residues are underlined. PBR residues are in bold face.

stop codons that could prevent the translation into normal proteins.
Also, the Ceae-DRB allele non-synonymous/synonymous substitution
ratio (dy/ds) is bigger than 1 for the PBR codons, while the contrary
holds true for the non-PBR residues (Table 3). High dy/ds ratios at
PBR sites suggest that positive selection 1s working at these sites to
promote variability (18}, and are consistent with normally expressed
genes and proteins with antigen-presenting function (36).

Certain DR-f3 chain residues are important for the correct struc-
ture and function of the DR molecule (17); some of these have been
revised in order to further strengthen the fact that the new Ceae-
DRE alleles reported in this work code for proteins capable of pre-
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senting antigenic peptides, [t has been cbserved that all the Ceae-
DRB sequences present cysteines at both residue 15 and 79, which
are needed for the correct folding of the molecule (37). Residue 86
influences the nature and length of the presented peptides and con-
trols the stability of the o/pf dimer (38, 39). HLA-DRB bears in-
variably either giycine or valine at residue 86 and, according to
some authors, this strict duality is exclusive for Homo sepiens and
is not found in other primates studied (10). Surprisingly, this dichot-
omy has been observed also in the Ceae-DRB alleles presented in
this work. Nevertheless, many other primate species show different
amino acids or more extensive variability at that position in spite
of the small sample of alleles characterized: at position 86, 9 Cano-
DRE alleles present glycine, valine, serine or leucine; 8 Popv-DRE
alleles and 6 Aoir-DRE alleles present valine, glycine or phenylala-
ning; 6 Ceap-DRB alleles present glycine or sering; 11 Sase-DRE
alleles present phenylalanine, leucine, arginine and serine. In con-
clusion, the duality glycine/valine seems 1o provide ‘short’ and ‘long’
peptide binding sites to green monkeys also (1); the human speci-
ficity of that mechanism {10) may be questioned according to the
data obtained from Cercopithecus actiivps, aithough more alleles
need to be sequenced to confirm this observation.

DRI crystaliizes as a dimer of the o/} heterodimer (17} and cer-
tain P-chain residues are involved in the DR/DR interactions. The
first interface comprises amino acids at positions 49, 50, 51, 52,
and 55, which are extremely conserved in humans (alanine, valine,
threonine, glutamic acid, and arginine respectively); the same amino
acids have been found at the corresponding positions of Ceae-DRE
alleles, except for position 51, which is occupied by serine {instead
of threonine) in several alleles (Ceae-DRE-1%0701, *0702, *0703,
*301, *¥0302, ¥0303, and *0304). Both amino acids, threonine and
serine, are polar neutral and serine is present in several gorilla, dritl,
rhesus macaque, and pigtail macaque DR alleles (1). Also, two salt
bonds from gluamic acid B2 in one DR melecule to arginine p55
in the other molecule are conserved in all the human DR alleles; the
eleven Ceae-DREB alleles invariably present the same amino acids at
the respective positions. The second DR/DR interface of P-chan
residues 15 formed by amino acids at positions 105, 111, 112, 114,
142, 143, and 162. Three of them (histidine-111, histidine-112, and
ghitamic acid-162) interact with residues of the other DR molecuie
o2 domain in order to originate three salt bonds. These seven amino
acids are very conserved mn humans and the only positions with
slight variability are 105, 111, and 112, which are occupied always
by polar positive amino acids: arginine, lysine or histidine. This
amino acid pattern observed in the human DR/DR second interface
1s also found in the green monkey DR alleles.

Another functional role of the DKF molecules is the interaction
with the T-cell coreceptor molecule CD4. Peptide binding studies
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Table 3

PBR (n=48)° Non-PBR (n=195)°

ds dn Uy dy
Ceae-DRB*w6 vs Ceae-DRE 8.20x6.57 52.6x16.5 11.2%5.21 5.93+2.03
Ceae-DRBS vs Ceae-DRB 11.9+11.7 76.2+229 16.0+6.43 6.11+2.09
Ceae-DRB1 vs Ceae-DRB 13.0+10.2 54.8+18B.7 B8.12x4.15 5.29%1.84
Ceae-DRB*w7 vs Ceae-DRB 27.7x19.0 68.8x20.4 B.6Bx4.49 6.71x2.17

Mean numbers and standard errors are expressed as percentages of synonymous substitutions per synonymous site (dg} and non-

SYNONYMOUS Sudstitutions per non-Synenymous site (dul-

#: PBR=peplide binding regians, codons 9, 11, 13, 28, 30, 37, 3B. 57, 61, 67, 70, 71,74, 78, 82, B6

b non-PBR=Codons 9 10 89, excluding the PBR codons

have identified a region at the B2 domain (residues 134-148) that
is responsible for that interaction (40), This agrees with mutation
experiments in mouse, which have shown that the f2-domain resi-
dues involved in the DR/CD4 recognition are 110, 137, 140, 141, and
142 (41). The amino acids found at these five positions are also
conserved in the Ceae-DRE alleles; the same amino acids can be
found in many functional human DRE alleles (40).

In conclusion, the structural residues investigated in Ceage-DRE
alleles seem to be conserved enough to allow putative DR/DR
dimerization and binding to CD4 molecules. These and other
characteristics mentioned above (no deletions, insertions or stop co-
dons and dy/dg>1 in PBR sites) suggest that the DRE alleles ob-
tained from the green monkey in this work are functional. Ceqe-
DRBI*070! might be an exception, since it contains serine (S) at
position 82 instead of asparagine, and it has been described that
the presence of 582 in murine DRB molecules impairs both the in-
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