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Summary

Introduction

The HLA system is the most polymorphic genetic system described in humans. It
consists of several closely linked loci encoding cell surface glycoproteins whose best
known function is activating immune system response through antigenic presentation.
New loci and new alleles have been described since the discovery of this genetic system
and the presently available DNA typing and sequencing of these new alleles have
increased the variety of HLA allelism. Due to the fact that HLA gene frequencies have a
large degree of variability and a remarkable geographical correlation, HLA genes are an
important and useful tool to infer genetic background and ethnical composition of
modern human populations and also for tracing migration of ancient ones. In addition,
certain combinations of contiguous alleles due to the strong linkage disequilibrium
between HLA neighbouring loci show a characteristic frequency or are distinctive in
many present day populations. Thus, HLA genetic system is a unique tool for studying
the origin of relatively isolated groups, like Turkmen, Azeri and Kurd people, the
populations under study, living in North Iran, in the surrounding area of Caspian Sea.
Finally, HLA polymorphism is crucial for the compatibility between donor and receptor
in organ transplantation and several HLA alleles have been linked to diseases and to
response to drug treatments, which accomplishes relationships of certain variants with
different pathologies treatment including AIDS. This is important in personalized
treatments design.

Turkmen could be descendants of Oghuz tribes from Seljug branch coming from
Transoxiana region (Central Asia) contemporarily to the foundation of the Seljuk
Empire in 10" century AD. Conversely, this people could belong to another group
within the Oghuz, arriving to Iran five centuries later. Migrations of this people were
initially developed peacefully, being vassals of the Safavid Empire, and later by violent
raids. They speak a language belonging to the Turkish-Oghuz group. In Iran, Turkmen
live in Golestan province, mainly in Tirkmensahra (“Turkmen plain”) area and amount
1.5 million people (2% of Iranian population). Most of this people are Sunni Muslims.

Azeri people, living nowadays in Republic of Azerbaijan and Iran, are believed to
be of mixed origin, whose more ancient element come from transcaucasian indigenous
populations, like Mannai, who lived in northwest of modern Iran during the 1%
millennium BC and underwent an assimilation cultural process and also gene input by
people of Andronovo culture coming from Central Asia (Indo-lranians). Historic,
linguistic, archaeological and cultural data support the presence of an Iranian substratum
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in this ethnic group, mainly because of the existence of Old Azeri language (Adari)
belonging to Iranian language family that persists in some Azeri dialects. The arrival of
Oghuz Turkic tribes mentioned previously since 10™ century AD that conquered
Southwest Asia till Anatolia Peninsula led to an uninterrupted “turkification” process in
next centuries that caused the substitution of Iranian Old Azeri language for the modern
Azeri Turkish, belonging to Altaic language family. In Iran, Azeris live mainly in
Iranian Azerbaijan and amount between 15 and 16 million people, being the biggest
Azeri community in the World. Most of Azeri people are Shia Muslims.

Kurdistan (“land of Kurds”) is a geographical and cultural region located South of
Caucasus and North of the former Mesopotamia, in which Kurd people is the main
ethnic group mostly living in highlands. The origin of Kurds is believed to stem from
the Neolithic Euro Asiatic aboriginal tribes settled in North of Mesopotamia, like
Lullubi or Gutians, in 5™ millennium BC. This population probably also underwent the
influence of Andronovo culture. These migrations could influence in the multiethnic
origin of the Kurds forefathers and caused the substitution of proto-non-Iranian
languages spoken in the region for the Iranian languages. In Iran, Kurds live mainly in
Iranian Kurdistan (Northeast part of the Country) and amount between 4 and 6.5 million
people. Kurds have historically been living in a nomadic fashion. Nowadays in Iran,
they form both urban and rural communities, but there are also a few groups that still

practice nomadism. Most of this people are Sunni Muslims.

Aims

We have undertaken the present study in order to: 1) Determine the HLA class |
(A and B) and class 1l (DRB1 and DQB1) polymorphism in Turkmen, Azeri and Kurd
people from Iran, 2) Calculate genetic distances from HLA class Il allele frequencies,
between these populations and worldwide populations, with greater emphasis in closer
populations (from Mediterranean and Central Asia), 3) Construct Neighbour-Joining
dendrograms from genetic distances so as to determine the degree of relatedness
between the studied populations, 4) Carry out correspondence analyses with all studied
populations for the purpose of determining the existence of a correlation between
geography and HLA genetics, 5) Estimate frequencies and linkage disequilibria of both
HLA bi-locus and HLA extended haplotypes characteristic of populations of study in
order to compare with haplotypes defined in other worldwide population and assign the

geographic provenance if possible, 6) Discuss the HLA genetic relationship between the
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populations of study through the comparison of allele and haplotype frequencies, and 7)
Infer the possible migratory waves and groups movements that originated the peopling
of Southwest Asia. HLA genes study in these populations enables to obtain a virtual

transplant waiting list and HLA profiles to pharmacogenomics and therapeutics.

Results

Thirty different HLA-A and fifty-five different HLA-B alleles were found in total.
The more frequent HLA class | alleles found are: A*02:01, A*03:01, A*11:01,
A*24:02, B*35:01, B*51:01, B*13:01 and B*08:01 (only in Turkmen), B*52:01 (only
in Azeris) and, B*18:01 and B*50:01 (only in Kurds). Thirty-three different HLA-
DRB1 and nineteen different HLA-DQBL1 alleles were found. In this case, the more
frequent HLA class Il alleles found are: DRB1*01:01, DRB1*03:01, DRB1*04:01,
DRB1*07:01, DRB1*11:01, DRB1*14:01, DRB1*15:01, DQB1*02:01, DQB1*03:01
and DQB1*05:01.

Three types of analyses were done in order to compare the studied populations
HLA frequencies with other World population frequencies: 1) by using DRB1, 2) DRB1
and DQB1 allele frequencies data, and 3) DRB1-DQB1 haplotype frequencies. It was
not possible to carry out a study comparing HLA class | allele frequencies or HLA class
I and Il conjointly due to the lack of class I studies in many worldwide. Genetic
distances based on these data between Turkmen, Azeri and Kurd people and populations
included in the analysis have been calculated. It is shown that the three sampled
populations present the closest values followed by Caucasoid European Mediterraneans,
such as French, Russians, Croatians, Macedonians, Italians and Turks, populations from
Caucasus, like Georgians and Svan, and western Siberians, such as Tuvinians, Chuvash,
Todja and Tofalar. The NJ relatedness dendrogram based on both DRB1, and DRB1
and DQBL1 allele frequencies separates populations in two well-differentiated clusters.
One of them groups North and South Mediterranean, Middle Eastern, Negroid,
Caucasian and Siberian populations. The second cluster grouped Orientals and Pacific
Islanders. The studied populations are integrated in the first cluster, in intermediate
position between Iranian populations and western Siberians (Chuvash, Mansi, Buryat)
and central Siberians (Tuvinians, Todja, Tofalar). Correspondence analyses based on
previous data show similar results. Also, two groups are clearly defined according to
first dimension that explains most of the variability among populations. The first one is

divided according to the second dimension into two subgroups. The first one includes
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Siberians and the second one Orientals and Pacific Islanders. The second main group is
also divided into two subgroups. First subgroup clusters Europeans, northern
Mediterranean, Caucasus, Iranian populations (near to Kurds and Chuvash), while
second subgroup clusters southern and eastern Mediterraneans. Turkmen and Azeris are
located in an intermediate situation between these two major groups in this analysis but
closer to the first one.

HLA class Il haplotype frequencies were used to develop NJ dendrogram and
correspondence analysis too. The NJ relatedness analysis also groups the three Caspian
populations with Mediterranean, Middle Eastern, and Caucasian peoples, and separated
from Siberians (second cluster), except Chuvash and Aleuts. Correspondence analysis
gives identical results, since our sample is located in the cluster that groups Europeans,
Mediterraneans and Caucasians, defined according to first dimension, close to the other
Iranian populations, although Azeris tends to be in an intermediate situation between
this main group and Siberian cluster.

The most probable two loci haplotypes (A-B, B-DRB1 and DRB1-DQB1) were
calculated. These two-loci linkage disequilibrium data show that the most frequent
combinations are characteristic of Siberian or Central Asian populations and they have
found in several Siberian populations (A*24:02-B*35:01, DRB1*01:01-DQB1*05:01,
DRB1*11:01-DQB1*03:01, DRB1*13:01-DQB1*06:03, DRB1*15:01-DQB1*06:01,
DRB1*15:01-DQB1*06:02). However, several two-loci combinations found in this
population in a considerable high frequency are characteristic of Middle East and
Mediterranean populations (A*02:01-B*50:01, A*30:01-B*13:01, A*33:01-B*14.01,
DRB1*03:01-DQB1*02:01, DRB1*16:01-DQB1*05:01). Most of HLA extended
haplotypes obtained has been described as new. But eight of these more frequent
haplotypes were found in populations from Mediterranean, Caucasus and Central Asia.

Finally, admixture proportions of studied populations have been also estimated. It
is observed a Mediterranean substratum both in Turkmen, Kurds and Azeris. However,
Centro Asiatic component is higher in Turkmen and Azeris, and practically absent in

Kurds, whereas Caucasian component is predominant in this population.

Conclusions
1) Comparative population studies through dendrograms and correspondence analyses

strongly suggest that the three studied populations have a common genetic
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

substratum which related them with western Mediterranean and Caucasian
population, especially Kurds and Azeris.

These studies, together with admixture estimations, suggest that ancestral
populations genetically close to current Altaic peoples from Central Asia could
contribute to the Turkmen and slightly to the Azeri HLA genetic background.

HLA bi-locus and HLA extended haplotype analysis also place these populations in
the HLA context of western Mediterranean and Caucasian populations, due to the
presence of these frequent haplotypes: A*01:01-B*35:01-DRB1*03:01-
DQB1*02:01, A*02:01-B*50:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01, A*01:02-B*08.01-
DRB1*03:01-DQB1*02:01 and A*24:02-B*58:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01.

The presence of HLA extended haplotypes such as A*24:02-B*35:01-DRB1*15:01-
DQB1*06:02, A*03:01-B*44:02-DRB1*04:01-DQB1*03:02 and A*03:01-
B*07:02-DRB1*15:01-DQB1*06:02 in Turkmen and Azeris could demonstrate the
Central Asia populations genetic contribution through migrations happened in
different times, supported by other genetic and archaeological data.

It is observed a strong correlation between geography and HLA Genetics but not
between these aspects and linguistics. The three studied populations, geographically
close, show a close HLA relatedness, especially Kurds and Azeris. However they
speak languages belonging to different families.

The hypothesis of “elite dominance” is supported by the fact that the studied
populations are genetically close but they show different linguistic and cultural
traits. According to this, a cultural imposition was carried out by invader peoples of
Southwest Asia. This originates an “iranization” process in Kurds and a
“turkification” process in Azeris, which could carry a genetic contribution in the last
case.

HLA profiles obtained have a direct application in organ transplantation since
enable the enforcement of a virtual transplant waiting list for the purpose of future
therapeutics.

HLA profiles obtained also present therapeutic applications in pathologies linked to
HLA with high incidence in these populations, such as AIDS with B*57 and B*58
alleles (supertipic HLA-B17 serotype) or Behget’s disease, arthritis rheumatoid and
malaria caused by Plasmodium vivax, and in pharmacogenomics, due to the
presence of certain frequent alleles, like A*24:02 and DRB1*15:01, associated to

adverse drug reactions.
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Introduccion

I. EL COMPLEJO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD HUMANO

1. DEFINICION Y GENERALIDADES

El Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH, en inglés MHC, Major
Histocompatibility Complex) es un grupo de genes que codifica para una serie de
glicoproteinas de superficie. La funcion principal de estas glicoproteinas es la de unir
fragmentos peptidicos de origen intracelular o extracelular y presentarlo a las células
efectoras del sistema inmune.

Este sistema, se encuentra en un gran numero de especies, considerandose que esta
presente en todos los vertebrados (Klein, 1986; Humphreys & Reinherz, 1994) y se
denomina Sistema HLA (del inglés, Human Leukocyte Antigen) en humanos, teniendo
un papel fundamental en la presentacion antigénica que inicia la respuesta inmunoldgica
ante la presencia de elementos ajenos al organismo (Dausset, 1958; Payne & Rolfs,
1958; van Rood et al., 1959).

Los genes de histocompatibilidad fueron identificados por primera vez en la
década de los 40, gracias al estudio del cancer mediante el transplante de tejidos
tumorales en ratones. Ya en los inicios del siglo XX se habia constatado que los
tumores transplantados en ratones pertenecientes a cepas diferentes eran rechazados por
el receptor (Jensen, 1903; Loeb, 1908) ocurriendo lo mismo cuando se trasplantaba
tejido sano (Little & Johnson, 1922). En la década de los 30, J. B. Haldane sugirié que
la destruccién de los tejidos trasplantados por parte del receptor podia tratarse de un
proceso similar al de la lisis eritrocitaria y al de la hemaglutinacion, cuando se pone en
contacto eritrocitos de un individuo con suero de otro individuo previamente
inmunizado con esos eritrocitos (caso de la lisis) o sin inmunizar (caso de la
hemaglutinacion). Afios més tarde se identificaron varios antigenos eritrocitarios en
ratones receptores de trasplante, relacionandose uno de ellos (el antigeno II) con la
supervivencia del tumor trasplantado, ya que en las cepas de raton donde este antigeno
no estaba presente se correlacionaba con el rechazo al trasplante, lo que permitid
elaborar una teoria inmunoldgica del trasplante (Gorer, 1936). Ya en los afios 40, G.
Snell identificé la region génica responsable de este rechazo, siendo denominados genes
de histocompatibilidad, y en el caso concreto del raton, genes H-2, en referencia al
antigeno 1l (Snell, 1948). En lo que respecta a los genes de histocompatibilidad en
humanos, fueron descubiertos por J. Dausset cuando detect6 la presencia de anticuerpos

capaces de provocar la aglutinacion de los leucocitos del donante pero no de los del
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receptor, al reconocer los antigenos en la superficie de estas células, en personas que
habian recibido multiples transfusiones sanguineas (Dausset, 1958). Esta observacion
inicial, llevé a denominar a este conjunto de moléculas con las siglas HLA. En la
década de los 60 se comprobé que estos antigenos leucocitarios representaban el sistema
principal de histocompatibilidad (Dausset et al., 1965; Ceppelini et al., 1967). Sin
embargo, actualmente se conoce que el papel biolégico fundamental de las moléculas
HLA consiste en la presentacion antigénica mediante su interaccion con los linfocitos T
(Stern et al., 1994; Madden, 1995).

Este papel fundamental de las moléculas HLA involucradas en la respuesta
inmune frente a antigenos fue propuesto en 1970 cuando se demostro que los linfocitos
T no eran capaces de reconocer antigenos libres en la circulacion, sino que necesitaban
de estas moléculas para poder reconocerlos y procesarlos. La asociacion necesaria entre
moléculas HLA vy linfocitos T puede ser de dos tipos respondiendo a dos vias distintas
de procesamiento antigénico, en funcion del origen del antigeno presente, habiendo dos
clases de moléculas HLA:

e Los antigenos de origen intracelular (péptidos producidos por degradacion
citosolica, procedentes fundamentalmente de virus, bacterias intracelulares y células
tumorales) son presentados por las moléculas HLA de clase | y estimulan a los
linfocitos T citotoxicos que expresan el marcador CD8+.

* Los antigenos de origen extracelular (bacterianos o parasitarios, introducidos en
endosomas o lisosomas), son presentados por las moléculas HLA de clase 1l y estimulan
a los linfocitos T que expresan el marcador CD4+ (Dausset et al., 1965; Bjorkman et al.,
1987Db; Klein, 1990; Stern et al., 1994; Madden, 1995).

Por otra parte, el estudio de la funcion de las moléculas HLA ha permitido conocer
que su papel biolégico esta definido por un alto polimorfismo, que permite el
reconocimiento de un gran nimero de elementos extrafios y, a su vez, dirigido por los
patogenos presentes en el medio ambiente. Ademas, requiere de un proceso de
aprendizaje durante la embriogénesis, que ayuda al sistema inmune a diferenciar lo
“propio” de lo “no propio” e inclusive elementos “propios” alterados como es el caso de
los antigenos tumorales y/o los fendmenos de autoinmunidad.

Las caracteristicas principales del sistema HLA son las siguientes:

* Es poligénico: esta constituido por varios genes organizados en tres regiones.
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* Es dialélico: cada gen que forma parte de este sistema presenta dos variantes en
el individuo y su expresion es codominante. La mayor parte de los individuos de
una poblacion son heterocigotos para cada gen de este sistema.

» Es muy polimorfico: existen multiples variantes alélicas para cada locus. Los
distintos alelos difieren entre si en la habilidad para unir y presentar con mayor
eficacia diferentes antigenos proteicos a los linfocitos T.

» Presenta desequilibrio de ligamiento: diferentes alelos de loci situados de
manera adyacente en el mismo cromosoma aparecen asociados con una

frecuencia mayor a la esperada por una combinacion aleatoria.

2. LOCALIZACION Y ESTRUCTURA

El sistema HLA se localiza fisicamente en el brazo corto del cromosoma 6, en la
parte distal de la banda 6p21.1-21.3. Este sistema se considera una de las regiones con
mayor densidad génica dentro del genoma humano, ya que presenta un elevado nimero
de loci distribuidos en una extension de casi 4 centimorgan, aproximadamente
4.000.000 de pares de bases (pb) (Berger et al., 1979).

2.1 Mapa genético del sistema HLA. Regiéon MHC.

El primer mapa genético de esta region gendmica se completd en 1991 (Trowsdale
et al., 1991). Afios mas tarde se elabord otro mapa mas completo a partir de secuencias
parciales en individuos diferentes, segun el cual la region HLA ocupa 3.6 Mb y esta
compuesta por 224 genes de los cuales 128 podrian expresarse y aproximadamente el
40% tendrian funcién inmunoldgica, que se reparten en tres regiones bien definidas:
region HLA de clase I, region HLA de clase Il y region HLA de clase Il (The MHC
sequencing consortium, 1999). Este mapa fue sustituido por una secuencia de referencia
de una haplotipo homocigoto obtenida de la secuenciacion de una linea celular
consanguinea denominada PGF (Stewart et al., 2004). La secuenciacion completa del
cromosoma 6 (Mungall et al., 2003) revelo la existencia de otros genes relacionados con
MHC mas alla de las 3.6 Mb descritas en 1999, por lo que se elaboré un nuevo mapa
genético, denominado mapa MHC extendido (XMHC) (Horton et al., 2004) para
diferenciarlo del mapa constituido anteriormente, denominado mapa MHC clasico (The
MHC sequencing consortium, 1999). EI “MHC Haplotype Project” ha confirmado la
existencia de mas de 44.000 variaciones, tanto sustituciones como indels (inserciones y

deleciones) y la presencia de méas de 300 loci en este sistema, de los cuales al menos
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160 codifican para proteinas. Dentro de este grupo, 122 genes codificarian sustituciones,
de las cuelas 97 son no sinénimas (Horton et al., 2008).

El mapa clasico esta conformado por las tres regiones mencionadas anteriormente,
dispuestas en el siguiente orden de telémero a centrdmero: HLA de clase |, HLA de
clase 111 y HLA de clase Il. El mapa extendido completa el anterior al afiadir dos nuevas
regiones: una en el extremo telomérico (region de clase | extendida) y otra en el
extremo centromérico (region de clase 1l extendida), amplidndose asi las dimensiones
de la region HLA hasta las 7.6 Mb (Figura 11). Segun el mapa extendido, la region HLA
se sitla entre las posiciones cromosémicas 6p22.2-6p21.3 y contiene 421 genes, de los
cuales el 60% expresan proteinas funcionales, el 33% son pseudogenes (expresan
proteinas aberrantes o bien no se expresan) y el 7% restante se transcriben dando lugar a
moléculas de ARN transferente (ARNLt), que participan en el proceso de traduccion del
ARN mensajero (ARNm) en el ribosoma (Figura 11 y Tabla I1). La mayor
concentracion de genes se observa en la region de clase Ill, que contiene 58 genes
funcionales (23%) en 0.7 Mb, lo que la convierte ademas en la region de mayor
densidad génica de todo el genoma humano (Horton et al., 2004), mientras que la region
de clase | extendida recoge el mayor numero de genes funcionales (109, 43% del total

de estos genes) del sistema.
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TELOMERO

BTN1AL C10R28B8P forioc1 HcG18 [m alE) fceorflo

HcG11 CH1OR1F12 i oR2H1 o TrRIM39 CHIRPL1594 CHIHNRPA1P2
CJ1SCGN jhHMGN4 pznF1es cjuebpr1 cpreP21 pBATL cfHcG23
CJIHISTIH2AA CHABT1 CH1ZNF305P1 CHMASIL CHHLA-N CJOATP6V1G2| CfiHLA-DRBS |1 BTNL2
CJIHISTIH2BA cjvNiR14pP CK1ZNF601P CHIRPS17P1 CEIHCG19P CJANFKBILL a-ore7 [HAHLA-DRA
Cf0 HIST1H2BPS1 CH HCG12 C¥1ZNF602P CJ1 GPR53P CJJ UBQLN1P aLTA [ HLA-DRB9
CJ0 HIST1H2APS1 CH ZNF322A CJ1 ZNF435 CH1 OR211P 1 micc CHITNF LA-DRBS T HLA-DRB3
[J1SLC17A4 O Céorfa2 CJ1ZNF192 fusp C§1 TMPOP1 gaLte LA-DRBS5 Cf1HLA-DRB2
[ sLci7a1 1 ceorfa3 1 zNF389 1 orR2H5P o sucLazp pusm a-ored [JAHLA-DRB1
[ sLc17A3 O GusBL1 CJ7 ZNFe03P CJJ RPL13AP CJ1 RANP1 A NCR3 CDHLA-DQA1
CJ0 HIST1H2APS2 C§1 POM121L6P C¥1 ZNF604P 1 OR2H2 CH HLA-E 1 UQCRHP1 OHLA-DQB1
[J1sLC17A2 O céorfal 1 TOB2P 1 GABBR1 pGnL O AIFL omTccspl
O TRIM38 O VN1R12P O ZNF193 O suMo2pP 1 PRR3 1 BAT2 CHHLA-DQB3
[ HISTIH1A O vN1R13P 1 ZNF307 o moG O ABCF1 1 BAT3 CHHLA-DQA2
CJ1 HIST1H1PS2 O vN1R11P O céorf194 | ceorfao jpppP1R10 a1 APOM CHHLA-DQB2
CJ1 HISTIH3A CH HIST1H2B) 41 ZNF187P1 C¥I HCP5P15 1 MRPs18B [ céorfa7 joHLA-DOB
CJ1 HISTIH4A 1 HIST1H2AG 1 PG8D1 O HLA-F o ceorf13a J1BAT4 phrar2
CJ1 HIST1H4B Cjp HIST1HAI CJ1ZNF323 [} RPL23AP1 1 PTMAP1 CJ1 CSNK2B forsmes
CJ1 HIST1H3B CH HISTIH2BK CJ1ZNF306 I MICE o céorf136 I LY6G5B arar1
(J1 HISTIH2AB O HISTIH2AH CJ1ZNF305 1 HCG9PS 1 bHX16 I LY6G5C prsmB9
[J1 HISTIH2BB CH1RPL10P2 1 ZNF390 CH IFITM4P I KIAA1949 1 BATS CPpP1R2P1
CJ1 HIST1H2APS5! jp PRss16 1 cox119 I HCP5P14 O NRM 1LY6G6D OHLA-Z
CJ1 HISTIH3C promi2112 [} OR2E1P K HCG4 i RrpL7P4 1 LY6G6E jHLA-DMB
[ HISTIH1C O vN1R10P 1 GPXP3 CH HLA-V g mbc1 1 LY6G6C P HLA-DMA
CJ1 HFE C¥1 ZNF315P 1 GPX5 C¥I HCP5P13 o Tues 3 céorf25 joBRD2
CJ1 HIST1H4C znF391 0 ZNFa52 CHI HLA-P prot1 CJJ DDAH2 OHLA-DOA
CJ1 HISTIHAT o mcr2pL O C6orf138 |1 RPL7AP7 I IER3 0 cuica pHLA-DPA1
|1 HISTIH2BC 1 zNF184 O LAMR1P2 00 MICG O HCG20 1 MSH5 pHLA-DPB1
CH HISTIH2AC CHTHNRPA1P1 CHINOL5BP CHHCP5P12 CH céorf214 ceorf26 CARPL32P1
CH HISTIH1E cps3p CHIRPL13P pHLA-G CHTIGD1L CAceorf27 CHHLA-DPA2
CH HISTIH2BD CHIRPL8P1 CH1ZNF463P O MICF fopbRr1 CJIVARS2 coLi1A2p
Cf1HCG10P CY1GPR89P CF1HCG14 CHHLA-H i GTF2Ha aLsm2 COHLA-DPB2
CJIHIST1H2BE CY1RPL30BP CHIRFP CHHLA-T vars2L CJIHSPA1LL CjHLA-DPA3
CJI HIST1H4D CIHIST1H4PS1 J1c6orf100 CHHCG2P7 CHISFTPG CJIHSPA1A [ HcG24
CEIHISTIH1PS1 cjaHIST1H2BL C1KRT18P1 CYIHCP5P6 I HCG21 CJIHSPA1B fjacoL11A2
CHHISTIH3D CHIST1H2A1 CHHCG15 K HCG4P6 fppcr1 Jceorfas CjaRrxRB
CJIHISTIH2AD CHHIST1H3H CF1HCG16 CHHLA-K CHHCG22 ANEUL jasLc39a7
(JIHIST1H2BF CHIHIST1H2A) ozNF311 OO HLA-U CHic6orf205 A ceorf29 CJ1HSD17B8
CJIRPS10P1 CHHIST1H2BM CF10RAD1P O HLA-A i ceorfis J1BAT8 pRING1
CJ1 HIST1H4E CpHIST1HA) oor2w1 CJIHCPS5P3 jacosn J1zBTB12 CJ1zNF314p
CJIHIST1H2BG P HIST1HAK CH10oR2P1P O HLA-W P psoRrsic1 [ nfer] CHHTATSF1P
CJIHISTIH2AE CjHIST1H2AK CY1SARAP CHIMmIcD cjapPsorsic2 BF Cf1HCG25
(P HISTIH3E CPHIST1H2BN CJ10R28B3 HcGs CH1POLR2LP CJIRDBP vess2
CEIHIST1H2APS3 CYIHIST1H2BPS2 oR21 CHIHCP5P2 iceorf18 CasKivaL cvpaiarp JIRPS18
[JIHISTIH1D I HIST1H2AL O oR23 CEIHLA-) aTcr19 Apom3z B3GALT4
CHHIST1HAF CHHIST1H1B COR2NP1 I HCGS 1 POUSF1 asTK19 TNXA | Miceorf11
CIHIST1H4G CHIHIST1H3I CJ10R2)2 CHETF1P1 CH1PSORS1C3 jcas STK19P | M HKE2
(P HIST1H3F I HIST1HAL CF10R2J4P CHcéorf12 I HCG27 dcyp21A2 [CflicaA ORrGL2
CJIHISTIH2BH CF1HCG13P C¥10R2H4P i znNRDL P HLA-C CJITNXB atapeP
CH HISTIH3G CPHIST1H3) CH10R2G1P fprppPiR11 K usPsp CHICREBL1 aznF297
CRHIST1H2APS4 chHIST1H2AM CH10R2U1P chRrRNF39 CEIRPL3P2 CHIFKBPL hoaxx
CJIHIST1H2BI I HIST1H2BO CJ10R2U2P o TrRIM31 CH] WASFSP Jc6orf31 omyLsp
[T HISTIHAH J0oR2B2 1 or284pP CHITRIM40 O HLA-B porepT2 CILYPLA2P1
CEIHIST1H3PS1 CK10R2W6P JJoRsu1 fpTrRIM10 C¥1DHFRP2 JOEGFL8 okiFcy
[J1BTN3A2 jor286 CH1DDX6P o TrRIM15 CYIFGFR3P CJJAGPAT1L CRrPL12P1
[J1BTN2A2 cjareLP2P1 O 0R5V1 o TrRIM26 O HLA-S CJIRNF5 CHIPHF1
[J1BTN3A1 CH10R2W4P J10R12D3 CHPAIP1P1 bmica CJJAGER P ceorfs2
[J1BTN2A3 m n]Tolel:51:31 J10R12D2 CHHCG17 | Hers arex2 J1sYNGAP1
[J1BTN3A3 CE10R2W2P C¥10R12D1P CHITRIM26P CJOHCG26 joepsm3
[J1BTN2A1 CY10R2B7P J10R11A1 CHHLA-L pomics CJINOTCH4

CENTROMERO
Region de clase | extendida Transportadores de solutos I HLA de clase | [] Genes expresados (60%)

Region de clase |

Region de clase 111

Region de clase 11
[ |Regi6n de clase Il extendida

Histonas
Butirofilinas

Il Receptores vomeronasales

Dedos de Zinc
Il Receptores olfatorios

I Factores de necrosis tumoral
Antigeno linfocitario 6

[ Pseudogenes (33%)

[ Transcritos (7%)

Proteinas de choque térmico
Proteinas del complemento

Il HLA declase Il

Figura I1. Mapa genético de la region MHC extendida (7.6 Mb). EI codigo de colores sirve
para identificar las diferentes subregiones asi como los distintos grupos de genes MHC, v si
se trata de genes expresados, pseudogenes o transcritos (véase leyenda). Con letra de mayor
tamano se identifican los genes HLA de clase | y clase Il clasicos (basado en el mapa
genético original de Horton et al., 2004).
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TABLA 11. Principales grupos de genes del sistema MHC extendido en humanos. Se
indica la distribucion de los genes en las distintas regiones (A: clase | extendida, B:
clase I, C: clase Ill, D: clase Il, E: clase Il extendida), asi como el numero de loci
codificantes (dan lugar a proteinas funcionales) y no codificantes (pseudogenes y genes
ARNL) de cada grupo (Horton et al., 2004).

Grupos de genes MHC Region MHC coglicl)‘iltg);c;os C';'; ilﬁgélcrj]gs
Histonas A 55 11
ARN transferente (ARN) A 151 6
Transportadores de solutos (SLC) A E 4 0
Butirofilinas (BTN) A, D 8 0
Receptores vomeronasales (VNR) A 0 5
Receptores olfatorios A 14 20
Dedos de Zinc (Zinc-finger) A, B 26 10
HLA-I B 9 17
Factores de necrosis tumoral (TNF) C 3 0
Antigeno linfocitario 6 C 5 0
Proteinas de choque térmico (HSP) C 3 0
HLA-II D 15 9

2.2 Grupos de genes MHC

Los genes de las histonas codifican proteinas involucradas en la formacion del
nucleo proteico del nucleosoma, alrededor del cual se pliega el ADN para conformar la
cromatina. La mayor concentracion de estos genes en el genoma humano se encuentra
en la region HLA de clase | extendida, que contiene 55 genes que expresan histonas de
las 5 clases existentes (6 H1, 12 H2A, 15 H2B, 10 H3 y 12 H4) y 11 pseudogenes
distintos.

Los genes de ARNt son muy cortos (75-90 nucleotidos) y codifican moléculas de
ARN implicadas en la sintesis proteica, ya que reconocen especificamente los tripletes
del ARNm y aportan el aminoéacido correspondiente. Son 157 genes (6 de ellos no
funcionales) que incluyen todo los tipos existentes salvo Asn- y Cys-ARNt. Estan
distribuidos a lo largo de la region de clase | extendida y representan el mayor

agrupamiento de este tipo de genes de todo el genoma humano.
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Los genes transportadores de solutos (SLC, del inglés Solute Carrier), que
aparecen tanto en la region de clase | extendida como en la region de clase Il extendida,
dan lugar a proteinas transportadoras de nutrientes cuyo papel fisiologico se desconoce.

Los genes de las butirofilinas (BTN), presentes mayoritariamente en la regién de
clase | extendida, son miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas. Son 8
genes cuya funcidon es desconocida, aunque se cree que estan involucrados en el
metabolismo de los lipidos (BTN2AZ2) y en la secrecion de estos en la leche (BTN1AL).
Son muy similares a los genes MOG de los mamiferos (situado entre las regiones de
clase I y clase Ill en humanos) y a los genes B-G del sistema principal de
histocompatibilidad del pollo (complejo B).

Los genes de los receptores vomeronasales (VNR) se encuentran también en la
region de clase | extendida y pertenecen a la familia de genes que codifican receptores
de feromonas. Los Unicos representantes de esta familia en humanos son pseudogenes.

Los genes de los receptores olfatorios son 34 (al menos 14 funcionales) y se
encuentran en la region de clase | extendida. Presentan polimorfismo y se les atribuye
una funcidn relacionada con la supervivencia en los procesos del comportamiento.

Los genes dedos de zinc (del inglés zinc-finger) codifican proteinas muy diversas
que se agrupan por la presencia de dominios capaces de unir iones de zinc, mas que por
la similitud de las secuencias completas. Por esto, los productos de estos genes
presentan funciones muy diversas, pudiendo actuar como enzimas, factores de
trascripcion y proteinas de replicacion. En la region de clase | existen 36 de estos genes,
divididos en 3 grupos: los que tienen un dominio SCAN (13 genes), los que tienen un
dominio triple denominado TRIM (8 genes) y el resto (15 genes). Diez de ellos no se
expresan.

Los genes HLA-I se caracterizan por expresar proteinas estructuralmente muy
similares, aunque diferentes desde el punto de vista funcional. Segun esto, se clasifican
en genes de clase I clasicos (HLA-A, HLA-B y HLA-C, también denominados HLA-
la), genes de clase | no clasicos (HLA-E, HLA-F, HLA-G y 12 pseudogenes también
conocidos como HLA-Ib), genes tipo HLA-1 (MIC-A, MIC-B y 5 pseudogenes) y gen
de la hemocromatosis (HFE). Excepto éste ultimo, que se encuentra en el extremo
telomérico de la region de clase | extendida, muy alejado del resto, todos estan

localizados en la regién de clase I.

Diego Rey Medrano 17



Introduccion

Los genes de los factores de necrosis tumoral (TNF) codifican 3 tipos de
citoquinas (TNF, LTA y LTB) pertenecientes a la superfamilia TNF y que participan en
procesos inflamatorios. Se encuentran situados en la region de clase lI.

Los genes del antigeno 6 linfocitario (LY®6), que codifican proteinas de membrana
asociadas a glicosil-fosfatidil-inositol y pueden tener una funcién inmunoldgica. Estan
localizados en la regién de clase I11.

Los genes de las proteinas de choque térmico (HSP, del inglés Heat Shock
Proteins) aumentan su expresion en situaciones de estrés celular, como un choque
térmico, colaborando en los procesos de sintesis, plegamiento, ensamblaje, transporte y
degradacion de proteinas. Concretamente este grupo que se encuentra en la region de
clase 111 esta involucrado en la sefializacion inducida por estrés del sistema inmune para
la eliminacidn de células dafiadas, infectadas o tumorales.

Algunos genes de complemento de la via clasica (C2, C4A, C4B) y de la via
alternativa (Bf) también estan presentes en la region de clase IlI.

Los genes HLA-II estan ubicados en la region de clase Il y dan lugar proteinas
polimorficas implicadas en la presentacion antigénica que se denominan HLA-DM,
HLA-DO (conocidos también como genes de clase Il no clasicos), HLA-DP, HLA-DQ
y HLA-DR (conocidos como genes de clase Il clasicos). Se han descrito numerosos
genes funcionales y también pseudogenes (Figura 11). Los genes clasicos se expresan en
células presentadoras de antigenos (APC, del inglés Antigen-Presenting Cells),
fundamentalmente células dendriticas (DC, del inglés Dendritic Cells), macréfagos y
linfocitos B. Su funcion es unir péptidos de origen extracelular (generalmente
procedentes de bacterias) y presentarlos a linfocitos T cooperadores (Th, CD4+) para
poner en marcha una respuesta inmunologica de tipo humoral, mediada por anticuerpos.
Los genes no clasicos no se expresan en la superficie celular, pero forman complejos
que estan involucrados en el intercambio y carga de péptidos en las moléculas de clase
Il clasicas.

Una caracteristica fundamental de la region HLA es que los genes que contiene
estan muy préximos entre si, generando desequilibrios de ligamiento muy acentuados
(la recombinacion entre ellos es altamente improbable) que provocan la existencia de
haplotipos (combinaciones de alelos concretos situados en loci contiguos) que se

transmiten como unidades genéticas a lo largo de muchas generaciones.
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3. REGION MHC DE CLASE |

Esta region, junto con la region de clase | extendida, se encuentra en la parte méas
telomérica del MHC en el cromosoma 6, y comprende aproximadamente 1.9 Mb, donde
se localizan los genes HLA de clase | (Figura 12) (Horton et al., 2004).

Cromosoma 6
q centromero p telémero

Region HLA
6p21.1-21.3
CLASE Il CLASE Il CLASE |
DP DQ DR |.z|. B C A

(7]
1.9 Mb \

0BT ¥
o (7]
ENL JWAUKTHGPVF

MICA
MICB

M Gen HLA-la Gen HLA-Ib
Gen no HLA Pseudogen HLA-I

Figura 12. Genes de la region MHC de clase I.

3.1 Genes HLA de clase |
Estos genes codifican un grupo de proteinas estructuralmente muy similares pero
con diferencias significativas a varios niveles, entre ellas la funcién, expresion tisular o

el grado de polimorfismo

3.1.1. Genes HLA de clase I clasicos 0 HLA-la
A este grupo pertenecen los genes HLA-A, -B y -C. Son los primeros descritos
dentro del sistema HLA. Codifican para glicoproteinas de membrana que se expresan en

todas las células nucleadas del organismo, si bien su nivel de expresion varia desde un
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maximo en células pertenecientes al sistema inmune (linfocitos T, B y macr6fagos)
hasta un minimo en células musculares, del sistema nervioso y fibroblastos (Wu et al.,
2013). Los genes HLA-Ia son muy polimorficos y expresan proteinas que asociadas con
B2-microglobulina (B2M) estdn implicadas en el reconocimiento de péptidos antigénicos
de origen intracelular (por degradacion de proteinas citosélicas derivadas de virus y
tumores), que son presentados a los linfocitos T citotoxicos (Tc, CD8+) para poner en
marcha una respuesta inmunoldgica de tipo celular (citotoxica) mediada por linfocitos

Tc y celulas NK (del inglés, Natural Killer).

3.1.2. Genes HLA de clase I no clasicos o HLA-Ib

En este grupo se incluyen los genes HLA-E, -F y -G. Codifican para proteinas
estructuralmente similares a las de los genes clasicos. Se diferencian basicamente de los
anteriores por:

 Su limitada expresion tisular (HLA-F y -G): todas se expresan en las células del
trofoblasto. HLA-G se expresa también en las células epiteliales del timo en
adultos, en la cornea y en la matriz de las ufias; HLA-F limita su expresion a las
células B y a los tejidos linfoides (Gomez-Prieto et al., 2010).

* Su bajo polimorfismo: el locus mas polimorfico de este grupo de genes presenta
50 alelos distintos descritos hasta la fecha, un nimero mucho menor si lo
comparamos con los 2553 alelos descritos para el locus menos polimérfico de
los genes clésicos la, HLA-C (Robinson et al., 2015).

e Su funcidon: aungue poco conocida, se postula que tienen una funcion
tolerogénica al tratarse de moléculas inmunosupresoras a varios niveles de la
respuesta inmune, y que atendiendo a su expresion tisular, tendrian un papel
relevante en evitar el rechazo del feto durante el embarazo (Gomez-Prieto et al.,
2010).

3.1.3. Pseudogenes HLA de clase |

Ademas en esta regién se han descubierto toda una serie de secuencias de ADN
gue mantienen cierta homologia estructural con los genes HLA de clase | no clasicos
(grupo de genes HLA-I). Estas secuencias reciben el nombre de pseudogenes, ya que
presentan deleciones que conllevan desplazamientos del marco de lectura ocasionando
codones de terminacion prematuros y por ello no codifican para proteinas funcionales.
También se considera a algunos como genes truncados o fragmentos génicos que

podrian haber sido procesados.
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Se han descrito doce que se encuentran localizados distribuidos a lo largo de toda
la region de clase I, éstos se denominan segun la dltima nomenclatura y dispuestos en
orden desde telomero a centromero HLA-V, -P, -H, -T, -K, -U, -W, -J, -L, -N, -S, y -X
(Horton et al., 2004; Shiina et al., 2009; Gray et al., 2013).

3.1.4. Genes del grupo HLA de clase | no HLA

Otros genes pertenecientes a este grupo pero que no comparten ninguna funcion
relacionada con la presentacion antigénica son los genes relacionados con la cadena de
MHC de clase I (MIC-A y MIC-B) y el gen HFE. Este Gltimo se encuentra fuera de la
region de clase I, y aunque su producto se asemeja en muchos aspectos a las proteinas
de HLA de clase I clasicas, incluido en su asociacion con la cadena f2M, esta implicado
en el transporte del hierro.

Por su parte, los productos de los genes MIC-A y MIC-B no se asocian a f2M y se
expresan en varios tipos celulares incluyendo células endoteliales y monocitos (Zwirner
et al., 1999). Los genes MIC expresan proteinas que son reconocidas por los receptores
activadores NKG2D de las células NK y que pueden tener una funcion en el sistema
inmune de la mucosa intestinal. La posibilidad de que MIC-A pueda ser una diana
durante las respuestas inmunes anti-injerto en pacientes trasplantados de rifion fue
demostrado por el trabajo de Stastny et al. (Zwirner et al., 2000). También ha sido
demostrada la importancia de estos anticuerpos en trasplantes de corazon (Suarez-
Alvarez et al., 2007). Se han descrito cinco pseudogenes que mantienen cierta
homologia estructural con los genes MIC: MIC-E, -G, -F, -D, y -C (Horton et al., 2004).

3.2 Estructura génica de los genes HLA de clase |

Los genes HLA de clase | estan constituidos por 7 intrones y 8 exones (Malissen
et al., 1982; Jordan et al., 1985; Figura 13). Estos Gltimos codifican para diferentes
regiones (dominios) de la molécula, de tal manera que: el exon 1 codifica para la region
5’UT (del inglés UnTranslated) y para un péptido lider de 24 aa (aminoacidos, 21 para
HLA-E y -F) que contiene un nucleo hidrofobo caracteristico de las proteinas que
migran desde el reticulo endoplasmatico (RE). Los exones 2 y 3 son los mas
polimorficos y codifican respectivamente para los dominios al y a2 de la molécula a los
que se une el péptido antigénico, mientras que el exén 4 es menos polimdrfico y
codifica para el dominio a3. En cuanto a los genes HLA Ia, el polimorfismo de los

exones 2 y 3 es el responsable de la especificidad de unidn al repertorio de péptidos
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antigénicos para la clase I. Asi mismo, el exdn 5 codifica para el dominio

transmembrana hidrofébico.

GEN HLA DE CLASE I (3.5 Kb)

E1 . B2 E3 B4 E5 . E6 __ E7 _ E8
il i2 i3 i4 i5 i6 i7
—21/24— 90 ]— 92 |—{NNNSENNN—{"39/40 |—{ 11 |—{16 ]—1 -
' !
5'UTR 3'UTR
LIDER ALFA 1 ALFA 2 ALFA 3 TRANSMEMBRANA COLA CITOPLASMICA

mARN (1.6 Kb)
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w
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Figura 13. Estructura de los genes HLA de clase I. Se indica el nimero de
tripletes traducidos en cada exén (E). Intrén (i).

Por altimo, el dominio citoplasmatico en los genes HLA la esta codificado por los
exones 6 y 7 més parte del 8 (para las moléculas HLA-A y HLA-C). El exdn 8 codifica
ademas para la regién 3’UT. La diferencia en el tamafio del dominio citoplasmatico se
debe a la situacion que ocupa el codon de terminacion, estando en el exén 8 para HLA-
Ay HLA-C yen el exon 7 para HLA-B.

En cuanto a HLA-E, el dominio citoplasmatico esta codificado por lo exones 6 y
7, aunque este presenta una delecion de cinco nucledtidos que origina un codon de
terminacion por lo que este dominio es mas corto en comparacion con el de HLA-B (un
aminoacido menos). En HLA-F, este dominio esta codificado por el exdn 6 y parte del
8, ya que elimina el ex6n 7 por "splicing” (maduracion del ARNm) debido a una
mutacién puntual en la sefial de splicing en sentido 3’ del intron 6. HLA-G presenta un
dominio citoplasmatico corto formado por 6 aa, cinco codificados por el exén 5 y uno

codificado por el exon 6, ya que el segundo triplete del exén 6 es un codon stop.
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3.3 Estructura proteica de las moléculas de HLA de clase |

Moléculas HLA de clase I cléasicas

Las moléculas HLA de clase | clasicas (HLA-A, HLA-B y HLA-C) son
glicoproteinas heterodiméricas de superficie pertenecientes a la superfamilia de las
inmunoglobulinas, compuestas por dos cadenas polipeptidicas: la cadena pesada (o) de
44 kilodalton (Kd) codificada en el sistema HLA y la cadena ligera () de 12 Kd p2M
(Grey et al., 1973; Peterson et al., 1974), cuyo gen se encuentra fuera del sistema HLA,
en el cromosoma 15 (Ploegh et al., 1981). La cadena pesada, es el Unico miembro del
heterodimero que atraviesa la membrana celular. El extremo aminoterminal de esta
cadena esta orientado hacia el exterior de la célula. Ambas cadenas se unen no
covalentemente en su porcion extracelular (Figura 14).

La cadena o estd formada por 338 aa para el locus HLA-B y 341 aa para los loci
HLA-A y HLA-C. La porcidn extracelular de esta cadena, se divide en tres dominios
globulares bien diferenciados de unos 90 aa cada uno, que pueden escindirse de la
superficie celular bajo la accion proteolitica de la enzima papaina. Estos dominios son:
al (aa 1-90, porcion N-terminal de la cadena a), 02 (aa 91-182) y a3 (aa 183-247),
codificados cada uno por los exones 2, 3 y 4 respectivamente (Malissen et al., 1982). La
porcion transmembrana, forma una estructura en a-hélice, de unos 25 aa, que continla

con un pequefio tallo citoplasmico de unos 30 aa rico en tirosinas y serinas.

a hélices

B2M a3

<«——Dom. Citoplasmatico
COOH

--------- Puente Disulfuro
| Dominio tipo Ig

Figura 14. Estructura proteica de HLA de clase I.
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En 1987, Bjorkman y sus colaboradores determinaron mediante cristalografia por
rayos X, la primera estructura tridimensional de una proteina HLA, concretamente al
antigeno HLA-A2 (Bjorkman et al., 1987a; Saper et al., 1991). Posteriormente, se ha
conseguido cristalizar otros antigenos como HLA-A3, HLA-A68, HLA-B27, HLA-B35,
HLA-B53, HLA-B62 y HLA-Cw4 (Garrett et al., 1989; Madden et al., 1991; Fan &
Wiley, 1999; Roder et al., 2006; McMahon et al., 2011). Todos los cristales obtenidos
presentaban una region distal formada por los dominios al y o2 de la cadena pesada y
una region proximal a la que pertenecen los dominios a3 y f2m, que presentan alta
homologia de secuencia y de estructura entre ellas y con las regiones constantes de las
inmunoglobulinas. Los dominios distales (al y a2) presentan una estructura compuesta
por dos laminas B formadas cada una por cuatro hebras antiparalelas y una region de a-
hélice localizada en el extremo carboxi-terminal de las l&minas B (Figura 14). Las
laminas B de ambos dominios, forman la base de una valva flanqueadas por las a-
hélices orientadas hacia el exterior. Esta valva, formada por los dominios ol y a2 de las
moléculas HLA de clase I, constituye la estructura para la union de los péptidos
procesados y para la interaccion con los receptores de las células T (TCR, del inglés T
Cell Receptors) (Bjorkman et al., 1987a; Bjorkman et al., 1987b). Este espacio es lo
suficientemente grande para que quepan péptidos de 8 a 11 aa (Rammensee et al.,
1993). Ademas, el dominio a2 contiene una hélice corta adicional en posicion carboxi-
terminal para unirse con el dominio a3.

La region proximal a la membrana esta formada por el dominio a3 y la p2M y
cada uno de ellos, al igual que los dominios constantes de las inmunoglobulinas, estan
estructurados en dos laminas  antiparalelas, una formada por cuatro hebras y la otra por
tres. Las hebras de cada lamina se conectan entre si por puentes de disulfuro internos
formando una estructura similar a un “sandwich”. La B2M se sitia por la parte de
debajo de la valva formada por los dominios al y a2, de tal manera que existe un
minimo contacto entre estos dos dominios y el dominio a.3.

El gran polimorfismo que muestran estas moléculas, se encuentra concentrado en
la valva (dominios al y a2) y la variabilidad de los residuos sirve para interaccionar con
los distintos péptidos y/o con el TCR. De los 20 residuos aminoacidicos de alta
variabilidad identificados en las moléculas de HLA (Parham et al., 1988), 16
constituyen residuos de contacto con el péptido (posiciones 9, 24, 45, 62, 66, 67, 70, 74,
77,80, 95, 97, 114, 116, 156 y 163) y tres de posible contacto con el TCR (residuos 65,
69 y 76) (Parham et al., 1988; Li & Bouvier, 2004; Figura 15). Los residuos

Diego Rey Medrano 24



Introduccion

polimérficos relacionados con la union al antigeno, se encuentran principalmente en el
dominio al mientras que en el dominio a2 se encuentran mayoritariamente los residuos
polimérficos relacionados con la union al TCR (Parham et al., 1988).

El dominio o3 interacciona con el correceptor de la célula T, CD8. Esta
interaccion requiere la presencia de aminoacidos &cidos, que se encuentran en las
posiciones 223, 227 y 229, ocupando una zona localizada en un lazo del dominio a3 en
una cavidad justo debajo de la valva (Connolly et al., 1990; Salter et al., 1990). Por otra
parte, se ha demostrado que el dominio a3 no es imprescindible para el mantenimiento
de la conformacién nativa de la valva, al menos en lo que se refiere a su union con el

péptido a presentar (Collins et al., 1995).

i
o

[ 3

s

L} - q
. .m\

Bolsillos de unién al péptido: ®A ®B @C D ©®E @OF

Figura I5. Estructura del sitio de union al péptido (valva) de HLA de clase I.

La variabilidad que presentan las moléculas HLA de clase | se traduce en cambios
topolodgicos en los sitios de union al péptido. Las caracteristicas quimicas y la exclusiva
configuracién de la estructura de cada valva (o Peptide-Binding Groove), explican cdmo
pueden unir gran variedad de péptidos (Garrett et al., 1989; Madden et al., 1992). Saper
et al. identificaron una serie de depresiones a lo largo de la valva, que son los llamados
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“Peptide-binding Pockets” o bolsillos de union a péptidos (Saper et al., 1991). Los
péptidos unidos a la valva, pueden acomodar una o mas de sus cadenas laterales
aminoacidicas en estos bolsillos. Se han identificado seis bolsillos denominados con
letras (de la A a la F), los cuales se encuentran localizados en las uniones de las laminas
B con las dos a-hélices (bolsillos B, C, D y E) o en los extremos de las dos a-hélices
(bolsillos Ay F). Los dos ultimos bolsillos, contienen aminoacidos mas conservados

que los otros cuatro (Barber & Parham, 1993).

Moléculas HLA de clase | no clésicas
Estas moléculas presentan la misma composicion polipeptidica que las moléculas
HLA la (cadena o dividida en tres dominios y cadena B2M), aunque con una

variabilidad en la regidn distal (valva) muchisimo menor.

HLA-E

La estructura cristalografica de la molécula de HLA-E ha sido determinada
formando complejo con un ligando (O'Callaghan et al., 1998). Presenta dos posiciones
variables, 107 y 157, ambas en el dominio a2 (Gomez-Prieto et al., 2010). Su valva
interacciona con peptidos derivados de secuencias lider de otros HLA de clase | con un
repertorio restringido (Lee et al., 1998). Sorprendentemente, a pesar de que estos
péptidos lider estan en el RE, lugar donde ocurre el ensamblaje de las moléculas de
HLA vy la union del péptido antigénico, se ha demostrado que la expresion en superficie
de HLA-E es dependiente de la presencia en la célula de proteinas TAP y tapasina
(Braud et al., 1998). Tanto TAP como tapasina son unas proteinas implicadas en el
procesamiento antigénico, se encargan de introducir los péptidos a presentar al interior
del RE (vease apartado 6.2). Esto implicaria que es necesario que los péptidos lideres,
sustrato para HLA-E, deben abandonar el RE y sufrir una fragmentacion en el
citoplasma celular que origine péptidos de tamafio adecuado, y posteriormente deben ser
introducidos de nuevo. Esta es la via normal del procesamiento antigénico para todas las

moléculas HLA de clase |I.

HLA-F

La molécula HLA-F es mas corta que las moléculas HLA la debido a la ausencia
del exdn 7 en el ARNm, lo que resulta en una proteina con un dominio citoplasmatico
corto. Presenta cuatro posiciones variables: -9, 50, 118 y 251, localizados en la region

5’UT, dominio al, 02 y a3 respectivamente (Gomez-Prieto et al., 2010). No se han
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encontrado péptidos de unién especificos para esta molécula, y solamente se ha

obtenido la estructura terciaria para la cadena pesada y la 2M, sin ligando.

HLA-G

La molécula HLA-G presenta 13 posiciones variables repartidas en los tres
dominios a, lo que contrasta con las moléculas HLA la, que concentran su mayor
variabilidad en la regién distal (dominios al y o2). Esta molécula une un repertorio
limitado de péptidos procedentes de un nimero restringido de proteinas, principalmente
derivados de citoquinas. HLA-G presenta 7 isoformas generadas mediante splicing
alternativo del transcrito primario, cuatro de ellas unidas a membrana y tres solubles
(Donadi et al., 2011). HLA-G1 es la isoforma completa con una estructura similar a la
de una molecula de HLA I clésica, asociada a p2M. Mediante un ARNm maés corto (900
pb) se originaria la isoforma HLA-G2, con la ausencia del dominio o2 al carecer del
exon 3 (Ishitani & Geraghty, 1992). Un ARNm aun mas corto (600 pb) daria lugar a la
isoforma HLA-G3 que se caracteriza por la ausencia de los dominios a2 y a3 (exones 3
y 4). Una cuarta forma de splicing alternativo daria lugar a la isoforma HLA-G4 que
carece de dominio a3 (exon 4) (Kirszenbaum et al., 1994). Las isoformas solubles
HLA-G5 y HLA-G6 presentan los mismos dominios extraglobulares que HLA-G1 y
HLA-G2 respectivamente, en las que el marco de lectura se extiende hasta parte del
intron 4 donde un codon stop eliminaria la porcion transmembrana, originando un
extremo carboxi-terminal de 21 (Fujii et al., 1994). Por ultimo la isoforma HLA-G7
presenta unicamente el dominio al unido a dos amino&cidos codificados por el intron 2
(Paul et al., 2000).

Recientemente se ha determinado la estructura cristalografica del dimero de HLA-
G (Shiroishi et al., 2006). La presencia de un residuo de cisteina (Cys) en la posicion 42
del dominio al es una caracteristica Unica de la molécula HLA-G que le permite formar
dimeros mediante puentes de disulfuro Cys42-Cys42, de tal forma expone dos sitios de
unién para los receptores con los que interactua: CD8 y LILR (del inglés Leukocyte Ig-

like Receptor).

4. REGION MHC DE CLASE Il

Esta region, junto con la de clase Il extendida, se encuentra en la parte mas
centromerica de MHC en el cromosoma 6, y comprende aproximadamente 0.9 Mb

(Horton et al., 2004), donde se localizan los genes HLA de clase Il clasicos, que
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nombradas por la posicién que ocupan en el cromosoma desde el centromero son: HLA-
DP, -DQ vy -DR (Figura 16).

Estos genes codifican para proteinas heterodiméricas (a/p) que estan implicadas en
fendmenos de restriccion del reconocimiento antigénico mediado por linfocitos T
cooperadores CD4+. La distribucion tisular de estas moléculas queda restringida
fundamentalmente a células del sistema inmune presentadoras de antigenos:
macrofagos, células DC, Linfocitos B, y cuando estan activados también linfocitos T y
células NK. Igualmente se expresan en alta densidad en otras células que actGan como

presentadoras, tales como células endoteliales (Wu et al., 2013).

Cromosoma 6
q centromero p teléomero
Region HLA
6p21.1-21.3
CLASE Il CLASE Il CLASE |
R L Y e
DP DQ DR <-oaNw O » WL B C A
JEI0IF = E
[®]
/ 0.9 Mb
ggg&' <<m gﬁgngNggﬁ Egg .............. g<
a aaa O 22 E%E&Odddé ocee o -
0 0ono 0O ooN Y-Y~-0 000 oa onAa [~ =)
Gen A HLA-Il [ Gen B HLA-II Gen HLA-II no clasico
M Gen no HLA Pseudogen HLA-I
Figura 16. Genes de la region MHC de clase II.

Las cadenas a estan codificadas en genes denominados ‘A’ (HLA-DPA, HLA-
DQA, etc.) y las cadenas B estan codificadas en genes denominados ‘B’ (HLA-DPB,
HLA-DQB, etc.). Se han descrito en algunos casos varios genes ‘A’ y también varios
genes ‘B’ codificantes para la misma proteina de clase II.
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Dentro esta region, se encuentran también genes que codifican para proteinas
estructuralmente similares a los genes de las subregiones mencionadas previamente, los
genes HLA de clase Il no clasicos: HLA-DM (HLA-DMA y -DMB) y HLA-DO (HLA-
DOA -previamente denominado DNA- y -DOB) (Trowsdale & Kelly, 1985; Tonnelle et
al., 1985). Al igual que los genes HLA 11 cl&sicos presentan genes A y B que codifican
para las cadenas a y P respectivamente. Los genes HLA-DM codifican para una
proteina heterodimérica implicada en la union de los péptidos del endosoma a las
moléculas HLA de clase Il clasicas (véase apartado 4.3; Sloan et al., 1995), mientras
que los genes HLA-DO codifican para heterodimeros que posiblemente actien como
moduladores negativos de la presentacion antigénica por parte de las moléculas HLA de
clase 1l clasicas, mediante la interaccion con HLA-DM (Denzin et al., 1997; Figura 16).

Ademas de los anteriores, se localizan en esta region genes implicados en la
presentacion antigénica de las moléculas HLA de clase I: los genes TAP1 y TAP2 que
codifican para proteinas transportadoras de peptidos citosolicos degradados (vease
apartado 5.1; Trowsdale et al., 1990; Spies et al., 1990) y los genes anteriormente
conocidos como LMP, PSMB8 y PSMB9, que codifican para subunidades del
inmunoproteosoma que interviene en el procesamiento y degradacion de los péptidos
antigénicos (véase apartado 5.1; Glynne et al., 1991; Schmidt et al., 1999). También se
localiza en esta region un pseudogen homologo a los genes HLA de clase I, HLA-Z
(Beck et al., 1996; Figura 16).

4.1 Genes HLA de clase 11 clasicos

Existen 5 genes HLA-DP, tres genes A (HLA-DPAL, HLA-DPA2 y HLA-DPA3)
y dos genes B (HLA-DPB1 y HLA-DPB2). Los genes HLA-DPA1 y -DPBL1 codifican
para cadenas a Yy [ respectivamente, conformando un heterodimero de clase Il
funcional. Sin embargo, los genes HLA-DPA2, -DPA3 y -DPB2, a pesar de tener una
secuencia genética intacta, no se expresan, considerdndose pseudogenes.

En relacion a los genes HLA-DQ, se han identificado dos genes A (HLA-DQAly
HLA-DQAZ2) y tres genes B (HLA-DQB1, HLA-DQB2 y HLA-DQB3). Todos se
expresan menos HLA-DQB3, que es considerado un pseudogen. El gen HLA-DQAL1
presenta la estructura tipica de los genes A de clase Il mientras que el gen DQBL tiene
un dominio citoplasméatico mas corto al eliminarse el exén 5 durante la maduracion de
su ARNm (Radley et al., 1994).
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Los genes HLA-DR se caracterizan por presentar un tnico gen A (HLA-DRA) y 9
genes B (de DRB1 a DRB9), que pueden ser funcionales y altamente polimorficos
(DRB1), funcionales y con menor polimorfismo (DRB3, DRB4 y DRB5) o
pseudogenes (DRB2, DRB6, DRB7, DRB8 y DRB9; Figura 16). En relacion a los
distintos genes B se observa un fendmeno denominado polimorfismo de dosis génica.
Significa que no todos los individuos poseen todas las copias descritas de genes
codificantes de cadenas beta de las moléculas HLA-DR ni de pseudogenes. Si bien
todos los individuos poseen el gen HLA-DRA (que es de copia Unica) y el gen HLA-
DRB1, la presencia o no de los otros depende del alelo expresado por el gen HLA-
DRB1, constituyendo asi distintos grupos de haplotipos: unos con un unico gen DRB
funcional (DRBL1), los grupos DR1 y DRS8, y otros con dos genes DRB funcionales
(DRB1 més otro), grupos DR51, DR52, y DR53, ambos asociados 0 no a los distintos
pseudogenes (Klein et al., 1991; Tabla 12).

TABLA 12. Grupos de haplotipos y haplotipos HLA-DR. Entre paréntesis se indica el
tipo de cadena B codificada por el gen funcional que forma parte del haplotipo. Todos
los haplotipos presentan el gen HLA-DRB1. Los que presentan otros genes funcionales
distintos a este pueden formar moléculas de clase Il con la cadena o del gen HLA-DRA.
De esta manera, los individuos que poseen el haplotipo HLA-DR?2 tienen y expresan el
gen HLA-DRBS5, por lo que ademas de proteinas HLA-DR2 (a. + BL]) tienen proteinas
HLA-DR51 (o + Bs). También son portadores de los pseudogenes HLA-DRB6 y HLA-
DRB9.

Grupo de Haplotipos  Haplotipo Gen DRB funcional Pseudogen DRB
DR1 DR1, DR10 DRB1 (B,) DRB6, DRB9

DR8 DR8 DRBL1 (By)

DR51 DR2 DRBL1 (B,), DRB5 (fs) DRB6, DRB9

DR52 DR3,DR5, DR6 DRBL1 (B;), DRB3 (B;) DRB2, DRB9

DR53 DR4, DR7,DR9 DRB1 (B1), DRB4 (B,) DRB7, DRB8, DRB9

4.2 Estructura génica de los genes HLA de clase |1

Las moléculas HLA de clase Il estan formadas por la union de dos cadenas
proteicas, cada una de ellas codificadas por un gen diferente. Estos genes son de dos
tipos, un gen A y un gen B (véase apartado 4). Los productos de estos genes se

denominan cadena pesada a y cadena ligera 3 de la molécula HLA de clase II.
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Las cadenas o se sintetizan a partir de genes de tipo A formados de 5 exones que
incluyen la regiéon 5’UT, el exdn 1 que codifica para el péptido lider, los exones 2 y 3
que lo hacen para los dominios al y a2 respectivamente, el exon 4 que da lugar al
péptido conector, la region transmembrana y el dominio citoplasmatico. La regién 3°UT
estd codificada en parte por el exon 4 y el resto por el exon 5. Las cadenas B se
sintetizan a partir de los genes B formados de 6 exones. El péptido lider esta codificado
por el exon 1, los exones 2 y 3 lo hacen para los dominios B1 y B2 respectivamente, el
exon 4 codifica para el péptido conector, el dominio transmembrana y parte del dominio
citoplasmatico, y el resto de este dominio esta originado por al menos un exén mas que
puede variar en los diferentes genes de esta region (Figura 17).

Los genes HLA de clase Il son altamente polimorficos, pero este polimorfismo se
restringe de forma casi exclusiva al exén 2 de los genes de tipo B (HLA-DRB1, HLA-
DOBl1 y HLA-DPB1), mientras que los genes del tipo A apenas presentan
polimorfismo, en especial HLA-DRA

GEN HLA DE CLASE Il
GEN ‘A’ GEN ‘B’
El E2 E3 E4 ES El E2 E3 E4 ES

il i2 i3 i4 il i2 i3 i4
e AR e e e e =R

|| ] [ ] ][ [ e

LIDER ALFA1 ALFA2 TM CITOPLASMICA LIDER BETA1 BETA2 TM COLA CITOPLASMICA

*H,;N-_ALFA1 | ALFA2 | TM | CC_}coo Cadena a

MOLECULA HLA DE CLASE II

*H,N-_ BETA1 | BETA2 | TM | CC | cC |cOO- Cadena

Figura 17. Estructura de los genes HLA de clase Il. Exon: E; intron: i.

4.3 Estructura proteica de las moléculas HLA de clase |1

Las moléculas HLA de clase 1l (HLA-DP, HLA-DQ y HLA-DR) son
heterodimeros transmembrana formados por dos cadenas, una cadena o de 33-35 Kd y
una cadena B de 26-28 Kd asociadas no covalentemente y ancladas a la membrana
plasmatica. Estas cadenas se orientan de forma que sus extremos amino-terminal
aparecen en el exterior celular y sus extremos carboxi-terminales se sitan en la porcion

citoplasmatica de cada cadena (Figura 18).
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Ambas cadenas presentan dos dominios extracelulares de 90 a 100 aa
denominados al, a2 (en el caso de la cadena pesada) y B1, B2 (en el caso de la cadena
ligera). Los dominios B1 son todos polimorficos y en algan caso los al también (HLA-
DQA, HLA-DPA). Los dominios a2 y 2 son homdlogos a las regiones constantes de
las inmunoglobulinas.

Un péptido conectivo hidrofébico de 10 a 12 aa une los dominios extracelulares de
ambas cadenas a las respectivas porciones transmembrana (20 a 25 aa) y a los

segmentos citoplasmaticos (8 a 15 aa) (Kaufman et al., 1984).

Las proteinas HLA de
clase Il se asocian en el
interior de la célula con un
tercer elemento proteico no
polimérfico de 31 Kd,
denominado Cadena
Invariante (li, proteina de

membrana de tipo Il invertida)

ifi fuer | sistem
Dom. Transmembrana | Y cCdificado fuera del sistema

HLA. El complejo li-dimero

a/f se forma en el RE y su
funcion es  permitir el
transporte de las moléculas de

clase Il a los compartimentos

.......... Puente Disulfuro

‘ - endociticos para unirse a los
. Dominio tipo Ig

péptidos antigenicos. En estos
Figura 18. Estructura proteica de HLA de clase II.

compartimentos li es

degradada en un conjunto de aminoécidos denominado CLIP (del inglés Class II-
associated Invariant Chain Peptides) que ocupan la valva de union al antigeno (Ghosh
et al., 1995). Sin embargo, este complejo se disocia antes de su expresion en la
superficie celular (Brocke et al., 2002) mediado por moléculas HLA-DM (Sloan et al.,
1995; Taxman et al., 2000).

Stern y sus colaboradores (Stern et al., 1994), usando técnicas de difraccion de
rayos X, consiguieron determinar la estructura tridimensional de las moléculas de clase
Il concretamente de HLA-DR1. Descubrieron que ésta era muy similar a la de clase |
descrita anteriormente, y eran casi superponibles. Los dominios al y a2 de HLA-DR1
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se asemejaban al dominio al y 2M de las moléculas de clase | y los dominios Bl y B2
de HLA-DR1 eran superponibles respectivamente a los dominios a2 y a3. Los cristales
obtenidos de la molécula HLA-DR1 también evidenciaron la tendencia que presentan a
formar dimeros (a/B),, 10 que parece tener importancia en la cascada fisioldgica de
transduccion de sefiales al interior celular. El punto de interaccion con CD4 se ubica en
el dominio B2 de la molécula de clase Il (Konig et al., 1992; Cammarota et al., 1992).

Los dominios distales de la proteina, al/B1, forman la valva de unién del péptido
que consiste en una lamina p formada por ocho hebras antiparalelas y flanqueadas por
dos regiones en a-hélice, de la misma manera que sucede en las moléculas HLA de
clase | entre los dominios al y a2. La region helicoidal del dominio al presenta un
extremo amino-terminal en cadena extendida y su extremo carboxi-terminal se pliega
hacia la base de la valva. Esta peculiaridad hace que la zona de unidn al péptido muestre
los extremos abiertos. En esta valva abierta por los extremos se puede acomodar un
péptido grande de entre 12 y 24 aa. Este péptido puede permanecer en la valva con una
conformacién extendida permitiendo que sus extremos amino y carboxi-terminales
sobresalgan por fuera de la molécula (Rudensky et al., 1992; Chicz et al., 1992; Stern et
al., 1994; Rammensee, 1995).

5. REGION MHC DE CLASE 11I

Esta region se sitUa entre las regiones de clase 1y de clase I, y comprende 0.7 Mb
(Horton et al., 2004). Se trata de la region con mayor densidad génica del genoma
humano, de ahi el altisimo desequilibrio de ligamento que sufren los genes de esta
region.

Los principales genes que se localizan en esta region son genes que expresan
proteinas con funcion inmunoldgica como los genes TNF (TNF-A y -B), los genes de
complemento de la via clasica, C4A, C4B y C2; y de la via alternativa, gen del factor B
del complemento, y genes del LY6. También se localizan los genes HSP, que expresan
proteinas que intervienen en procesos de sintesis, plegamiento, ensamblaje, transporte y
degradacion de proteinas, aumentando su expresion en condiciones de estrés celular
(véase apartado 2.2) y el gen CYP21A2 que codifica para la esteroide 21-hidroxilasa,
miembro de la superfamilia de enzimas del citocromo P450 que catalizan reacciones
involucradas en la sintesis del colesterol, esteroides, incluyendo el cortisol, y otro

lipidos.
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6. FUNCION DE LAS MOLECULAS HLA

6.1 Presentacion antigénica de las moléculas HLA de clase |

Las moléculas HLA de clase | actuan tanto como receptores de péptidos
enddgenos propios, normales y/o alterados (tumorales), como también de péptidos
virales, para hacerlos accesibles a la deteccion por parte de las células T que llevan en
su superficie celular el marcador CD8 (mayoritariamente linfocitos citotoxicos).

Las funciones de union y presentacion peptidica, implican que cada molécula de
clase | pueda formar complejos con un amplio espectro de péptidos. Sin embargo, cada
una de ellas une un grupo determinado, lo cual indica que estas moléculas presentan
selectividad alelo-especifica (Falk et al., 1991). La estructura cristalina de la molécula
HLA con el péptido unido, ha demostrado que un Unico producto alélico puede unir un
extenso abanico de péptidos con alta afinidad (Madden, 1995).

El Unico requerimiento imprescindible para que el péptido se adapte bien a la
valva es que el aminoacido carboxi-terminal de éste sea hidrofobico o cargado (todos
excepto la prolina y la glicina). Las cadenas laterales de los residuos aminoacidicos P1,
P2, P3, P6, P7 y P9 interactlan con los “bolsillos” A, B, D, C, E y F respectivamente
(Figura 15). Para peptidos de 10 u 11 aminoacidos, los extremos se adaptan a los
“bolsillos” A'y F y los demas se curvan hacia fuera de la valva. Estos aminoacidos se
unen a los “bolsillos” mediante puentes de hidrogeno y la configuracion de la valva
permite que sus propios residuos interaccionen con el péptido y puedan adoptar
variedad de conformaciones para mejorar la union. Ademas, la mayor parte de estas
interacciones confieren estabilidad tanto a la molécula como al péptido y los hacen mas
accesibles al contacto con el TCR (Falk et al., 1991; Rammensee et al., 1993; Madden,
1995).

Los péptidos proceden principalmente, como se ha explicado anteriormente, de
proteinas del interior celular degradadas en el proteosoma (organulo consistente en un
complejo proteico dependiente de ATP; Koopmann et al., 1997). En este organulo
participan dos subunidades LMP, actualmente denominadas PSMB8 y PSMB9, cuyos
genes se localizan en la region HLA de clase Il. Estas, tras ser inducidas por el
interferon gamma (INF-vy), reemplazan a dos subunidades constitutivas del proteosoma,
de manera que orientan el procesamiento hacia un patron distinto y, probablemente
especifico de los requerimientos de las moléculas HLA de clase | (Fruh et al., 1994;
Belich et al., 1994).
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Figura 19. Ensamblaje de las moléculas HLA de clase I.

Los peptidos resultantes pasan al citoplasma, donde son transportados a traves de
la membrana del RE por los transportadores de péptidos TAP1 y TAP2, cuyos genes
también se localizan en la region HLA de clase Il. Esta introduccién en el RE es
dependiente de ATP (Abele & Tampe, 2004). En este mismo orgéanulo, la cadena pesada
a se asocia a la proteina BiP (del inglés, Binding Immunoglobulin Protein) y a la
calnexina. Posteriormente se ensambla con la f2M, lo que supone la liberacion de las
dos proteinas anteriores. A continuacion, al complejo a/p2M recién formado se le unen
dos proteinas chaperonas (proteinas que intervienen en el plegamiento de otras proteinas
recién formadas): la calreticulina y la tapasina. Posteriormente se les une el
heterodimero TAP1/TAP2. Una vez formado este complejo, la molécula de clase | es
cargada con el péptido proporcionado por TAP1/TAP2, asi, adquiere la conformacion
madura, se libera, y es transportado hacia la membrana celular a traves del cis- y trans-

Golgi siguiendo la ruta secretora (Koopmann et al., 1997; Figura 19).

6.2 Presentacion antigenica de las moléculas HLA de clase 11

Las moléculas HLA de clase Il unen un grupo heterogéneo de péptidos
procedentes en su mayor parte del exterior celular (bacterianos y/o parasitarios) y se
encargan de “exponerlos” en la superficie de las células presentadoras de antigenos para

ser “analizados” y reconocidos por el TCR de los linfocitos T con marcador CD4
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(CD4+, generalmente cooperadores). La mayor parte de los péptidos presentados por las
moléculas de clase Il provienen de la degradacion endocitica de proteinas exdgenas o
bien, en menor medida, de proteinas enddgenas que acceden a los endosomas mediante
la accion de proteasas como la catepsina B (Katunuma et al., 1994).

El ensamblaje de la molécula de clase Il con el péptido ocurre en unos
compartimentos especiales llamados MIIC (del inglés, MHC Class Il Compartment)
(Tulp et al., 1994; Pieters, 1997). Mientras los péptidos se forman, las cadenas a y B de
los antigenos HLA de clase Il son sintetizados en el RE e inmediatamente el
heterodimero naciente se asocia a la cadena invariante .

Esta cadena, ademas de intervenir en el ensamblaje de las cadenas o/, también
bloquea la hendidura del heterodimero impidiendo la union en el RE. li interacciona con
el complejo o/p gracias a la accién de la proteina BiP y la calnexina (Marks et al.,
1995). De esta forma se forman complejos nonaméricos (a/p/1i)3 (Roche et al., 1991).
Estos complejos son rapidamente exportados hacia los compartimentos endociticos a

través del aparato de Golgi guiados por las sefiales de la cola citoplasmatica de la

Corf

cadena invariante (Pieters, 1997).
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Figura 110. Via de la presentacion antigénica para las moléculas HLA de clase I1I.

Cuando el complejo nonamérico entra en el MIIC, la cadena invariante sufre una
protedlisis secuencial, mediada por proteasas y catepsinas entre otras, que la reducira a
un pequefio péptido de unos 20 aminoécidos denominado CLIP y que ocupard la
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hendidura. En este proceso es cuando los complejos nonaméricos se disocian en
dimeros o/B. En este punto, interviene otro heterodimero de clase Il, HLA-DM
(DMA/DMB), que actia como catalizador, ya que: promueve la separacion del CLIP,
estabiliza la molécula de clase Il libre de péptido y favorece la union del péptido
antigénico, reaccion que se ve favorecida por el pH acido del compartimento MIIC
(Sloan et al., 1995; Taxman et al., 2000; Figura 110).

7. CARACTERISTICAS DEL SISTEMA HLA

Como ya se menciond en el primer apartado de esta introduccién, el sistema HLA
se caracteriza por ser poligénico y dialélico con expresién codominante. Pero las
caracteristicas mas importantes de este sistema que lo hacen destacar con respecto a
otros sistemas génicos son su elevado nivel de polimorfismo y su alto grado de

desequilibrio de ligamento.

7.1 Polimorfismo del Sistema HLA

La gran cantidad de variantes alélicas que presenta el sistema HLA hacen de este
sistema el mas polimorfico de los sistemas genéticos conocidos en la actualidad en el
ser humano. Esta caracteristica implica que dos individuos, sin ser parientes, van a tener
muy pocas probabilidades de ser HLA idénticos. No todos los loci son igualmente
polimorficos, concentrandose su mayor grado en aquellos cuya funcion principal es la
presentacion antigénica, HLA de clase I y clase 1l clasicos. Actualmente, estan descritos
3760 alelos del locus més polimérfico, HLA-B (Robinson et al., 2015).

Existen varios mecanismos genéticos que pueden contribuir a la generacion del
polimorfismo HLA como son las mutaciones puntuales y los eventos de conversion
génica asociados a fendmenos de recombinacién entre regiones de secuencias

homologas.

7.1.1 Polimorfismo seroldgico del sistema HLA

El polimorfismo a nivel seroldgico consiste en el nimero de tipos seroldgicos
(especificidades seroldgicas) distintos asociados a cada una de las variantes alélicas de
los loci que conforman el sistema HLA. En varios casos, especificidades seroldgicas
que se pensaba que eran individuales han resultado ser grupos de antigenos

estrechamente relacionados, con una especificidad mas estricta, que proceden del tipo
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serolégico original (Hegland, 1997). A estos se les conoce como especificidades
subtipicas, y a los originales, especificidades supertipicas.

Los distintos equivalentes seroldgicos se detecta mediante técnicas seroldgicas
como son los test de microlinfocitotoxicidad. Esta técnica consiste en enfrentar
poblaciones de linfocitos (antigeno) con una bateria de anticuerpos monoclonales
especificos para cada uno de los antigenos posibles y afiadir complemento que produce
lisis celular cuando hay reconocimiento entre el antigeno HLA y el anticuerpo
respectivo (Terasaki & McClelland, 1964; Danilovs et al., 1980). El uso de anticuerpos
monoclonales se debe a que permiten una mayor rapidez y exactitud para la
determinacion del subtipo HLA serologico.

Los comités de Nomenclatura HLA de la Organizacion Mundial de la Salud,
reunidos en los Talleres Internacionales de Histocompatibilidad, han definido las
especificidades serolégicas para los diferentes loci HLA. En la actualidad, se reconocen
28 especificidades para los genes HLA-A, 62 especificidades para HLA-B, 10
especificidades para HLA-C, 24 especificidades para los genes HLA-DR, 9
especificidades para HLA-DQ y finalmente 6 especificidades para los genes HLA-DP
(Marsh et al., 2010).

7.1.2 Polimorfismo genético del sistema HLA

El desarrollo de las técnicas de amplificacion y secuenciacion permitié demostrar
que el polimorfismo a nivel seroldgico es solo una parte del que encontramos a nivel
gendémico. El polimorfismo genético viene determinado por la secuencia de ADN
presente en cada grupo de alelos o en cada variante alélica en particular. Se detecta
mediante el uso de varias técnicas de biologia molecular como la Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR), la hibridacion con cebadores especificos de alelos y/o grupos
de alelos (SSP) o de sondas (fluoroforos) especificas de alelo (SSO o SSOP) vy la
secuenciacion de ADN (directo o por clonaje). Todo esto ha permitido caracterizar con
mayor detalle los genes del sistema HLA, lo que ha incrementado el conocimiento del
polimorfismo de estos genes. Asi, tenemos que para los genes HLA de clase I, el
polimorfismo mayoritariamente reside en los exones 2 y 3 que codifican para las
cadenas al y a2 de la molécula respectivamente (véanse apartados 3.2 y 3.3). Mientras
que para el caso de los genes HLA de clase Il, la variabilidad alélica, reside

mayoritariamente en el exon 2, ya sea de la cadena a (en el caso de los genes DQAL y
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DPAL1) como de la cadena B (para los genes DRB1, DQB1 y DPBL1), siendo éstos
ultimos mucho maés polimorficos (véase apartado 4.2).

Con el conocimiento de este nuevo polimorfismo genético, el nimero de alelos
HLA se ha incrementado en cada uno de los loci, de tal forma que desde 1998 (afio de
publicacion de la base de datos de inmunopolimorfismo IMGT/HLA) hasta la
actualidad el numero de variantes descritas ha aumentado en 11578 alelos, siendo el
aumento mas significativo el encontrado en los loci de clase I con mas de 2400 alelos
cada uno (Robinson et al., 2015). Actualmente las cifras oficiales incluidas en la ultima
publicacion de IMGT/HLA (3.19, enero 2015) sobre el polimorfismo genético HLA

ascienden a 12542 alelos, de los cuales 12494 son de genes funcionales (Tabla I3).

TABLA 13. Nimero de alelos descritos para cada locus funcional HLA (IMGT/HLA v.

3.19, enero 2015). En cursiva los loci no clasicos, mucho menos polimérficos.

HLA de clase | HLA de clase Il
Locus N° de alelos Locus N° de alelos
HLA-A 2995 HLA-DPA1 38
HLA-B 3760 HLA-DPB1 489
HLA-C 2553 HLA-DQA1 52
HLA-E 17 HLA-DQB1 734
HLA-F 22 HLA-DRA 7
HLA-G 50 HLA-DRB1 1638
HLA-DRB3 58
HLA-DRB4 15
HLA-DRB5 21
HLA-DMA 7
HLA-DMB 13
HLA-DOA 12
HLA-DOB 13

7.1.3 Evolucion del polimorfismo del sistema HLA

Los mecanismos moleculares involucrados en la generacion del polimorfismo en
este sistema, son debidos de una forma general a varias fuerzas que actian en la
naturaleza:

1. Variabilidad genética. Genera diferentes variantes en el material genético a

través de mecanismos como:
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» Mutaciones puntuales: modificaciones en la secuencia de ADN por sustituciones
(cambio de un nucleotido por otro) o por cambio en el nimero de nucleétidos,
tales como deleciones (perdida de uno o varios nucle6tidos) o inserciones
(introduccion de nucledtidos adicionales en la cadena).

 Conversion génica: se produce por la sustitucion de un segmento de la secuencia
por otro segmento homologo, sucediendo durante la meiosis 0 como mecanismo
de reparacion de ADN dafiado. Estos procesos de recombinacion son
frecuentemente entre alelos del mismo locus (conversién interalélica) y con
menos frecuencia entre alelos de diferentes genes homdlogos HLA (conversion
intergénica) (Parham & Ohta, 1996; Figura 111).

2. Seleccidn natural: las variantes naturales mas ventajosas se seleccionan frente a

las que peor cumplen su funcién.

3. Deriva genética: cambio de las frecuencias alélicas en una poblacién como

consecuencia de la aleatoriedad en la reproduccion, lo que conlleva a la pérdida de

alelos por azar.

El gran nimero de alelos HLA formados mediante procesos de conversion hace
pensar a algunos autores que este fendmeno es el factor principal de la variabilidad de
este sistema (Parham et al., 1995). Sin embargo, para otros investigadores, la
acumulacion de mutaciones puntuales durante millones de afios de evolucion entre
especies seria la principal causa del elevado polimorfismo (hipdtesis trans-especies)
(Klein, 1987; Klein et al., 1993; Ayala, 1995). Consideran que los mecanismos de
recombinacion no generan diversidad genética por si mismos, pero una vez que se ha
acumulado un gran numero de sustituciones, la conversion genica puede aumentar
sustancialmente el nivel de polimorfismo (Walsh, 1987; Ohta, 1990; Ohta, 1991).

La existencia de este elevado polimorfismo en los genes HLA de clase | y de
clase Il clasicos, se encuentra en estrecha relacion con la funcion inmune de las
proteinas que codifican, ya que esta variabilidad se acumula principalmente en la region
de union al péptido, y por lo tanto una mayor heterocigosidad permitiria acumular un
mayor repertorio para la presentacion. La seleccion disruptiva o equilibradora (aquella
gue mantiene la variabilidad alélica en el conjunto de genes con frecuencias distribuidas
de manera mas uniforme de lo que cabria esperar en un modelo de evolucién neutral)
podria ser la responsable del origen y mantenimiento del polimorfismo en este sistema.
Estudios recientes confirman el papel de esta fuerza selectiva de forma muy
significativa para los loci HLA-C y HLA DQB1 (Solberg et al., 2008).Esto seria debido
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a la ventaja de la heterocigosis o sobredominancia, ya que para llevar a cabo una
respuesta inmunologica efectiva contra un amplio abanico de patogenos, los
heterocigotos pueden presentar el doble de péptidos que los homocigotos. Esta
diferencia deberia resultar en una respuesta més eficaz por parte de los linfocitos T. Por
lo tanto el mantenimiento de la heterocigosidad favoreceria la formacion de distintos
conjuntos de especificidades de unidon a péptidos a través de la acumulacion de
mutaciones puntuales y fendmenos de conversion génica (Klein et al., 1993; Parham &
Ohta, 1996). Ademas, la recombinacion intergénica da lugar a nuevas combinaciones de
alelos de los distintos loci (haplotipos) favoreciendo una mayor variabilidad, que se
podria traducir en una mejor respuesta inmunologica. De hecho las frecuencias de los
haplotipos HLA muestran una mayor variacion entre grupos étnicos que las frecuencias
de alelos individualmente debido a la variacion en cuanto al desequilibrio de ligamento
entre poblaciones (Bodmer & Bodmer, 1978).

Ademas de la ventaja de la heterocigosis, podria existir una seleccion dirigida por
el patégeno (PDBS, del inglés Pathogen-Driven Balancing Selection), también
conocida como seleccién dependiente de la frecuencia, en poblaciones sometidas a
enfermedades epidémicas bajo una gran presion selectiva por un o varios patdégenos.
Bajo estas condiciones cualquier alelo que conlleve una mayor inmunidad contra ese
patogeno deberia aumentar su frecuencia, pudiendo incluso dominar el locus. Sin
embargo, los patdgenos pueden mutar las secuencias de sus péptidos antigenicos, y de
esta manera adaptarse al alelo o alelos mas frecuentes que confieren inmunidad, lo que
supondria una ventaja adaptativa para los alelos mas raros (Takahata & Nei, 1990;
Parham & Ohta, 1996). En este modelo de seleccion los alelos raros no tienen por qué
desaparecer de la poblacion por seleccion natural o por deriva genética ya que las
frecuencias alélicas fluctuarian en funcién de los péptidos antigénicos de los patdgenos.
Por todo esto, esta seleccion seria transitoria generando un polimorfismo mas dinamico,
a diferencia de la seleccion disruptiva, mas estable (Slade & McCallum, 1992). Un
estudio reciente muestra como las poblaciones que estan expuestas a una mayor riqueza
patogénica presentan una mayor diversidad HLA de clase I, de forma muy significativa
para el locus HLA-B (Prugnolle et al., 2005), para el que ya se habia demostrado el
efecto considerable que la seleccion disruptiva tiene sobre él (Satta et al., 1994). La
conjuncidn de estas fuerzas selectivas podria ser la responsable de que se trate del locus
mas polimorfico (Takahata & Nei, 1990).
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Figura 111. A. Esquema del modelo SDSA (Synthesis Dependent Strand Annealling) de
conversion génica B. Tipos de conversion génica para los loci HLA.

7.1.4 Nomenclatura del sistema HLA

El comité de nomenclatura para los factores del sistema HLA coordinado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mediante los Talleres Internacionales de
Histocompatibilidad y a traves de sus informes periddicos desde su primera publicacién
en 1968 (WHO Nomenclature Committee, 1968) ha creado un sistema de identificacion
y enumeracion de los diferentes alelos HLA, mediante el uso de caracteres
alfanumericos asignados a aquellos patrones de reaccion seroldgica que correlacionan
con secuencias de ADN, previo andlisis de los patrones que presentan reaccion cruzada
entre diferentes antigenos que comparten algunos epitopos (Bodmer et al., 1997).

El dltimo informe de 2010 (Marsh et al., 2010) supuso un cambio en la
designacion de los alelos HLA como se describe a continuacion. En primer lugar los
alelos se identifican por las letras correspondientes a su locus (A, B, C, DRA,
DRBL1,...). A continuacion, cada alelo recibe un ndmero Unico que corresponde a un
maximo de cuatro grupos de pares de digitos separados por dos puntos. Todos los alelos
reciben al menos un nombre de cuatro digitos, correspondientes a los dos primeros

grupos (Figura 112).
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Los dos primeros numeros indican la especificidad seroldgica definida mediante
anticuerpos o bien identifican una secuencia homdloga a la que codifica para ese tipo
serologico. El segundo grupo de dos digitos indica el nimero correspondiente dentro del
grupo de alelos del locus al que se refiere y se asigna en orden cronolégico y
consecutivo de acuerdo a su descripcion. Estas moléculas son proteinas diferentes. Para
aquellos alelos que presentan un cambio en la region codificante sin producir cambios
en la proteina resultante (mutaciones sinGnimas), se agregan un tercer conjunto de dos
nameros. Ademas, para los alelos que presenten un cambio en la secuencia del ADN en
el intron o las regiones 5° 0 3’UT (regiones no codificantes), se distinguen con un
cuarto conjunto de dos digitos. Ademas del nimero de alelo se pueden afadir sufijos a
continuacion que dan informacion sobre su expresion (Figura 112). De tal forma que la
letra ‘N’ (del inglés Null) identifica a los alelos con expresion nula, la letra ‘L’ (del
inglés Low) a los alelos con una baja expresion celular, la letra ‘S’ (del inglés Secreted)
a los alelos que codifican para proteinas solubles secretadas, la letra ‘C’ (del inglés
Cytoplasm) a alelos que codifican para proteinas citoplasmaticas no presentes en la
superficie celular, la letra ‘A’ (del inglés Aberrant) a los alelos aberrantes de los que se
duda si expresan o no proteinas, y por ultimo la letra ‘Q’ (del inglés Questionable) a los
alelos cuya expresion se cuestiona ya que se ha comprobado que su mutacion afectaria a

su normal expresion.

Separador entre
prefijoy gen

Separadores .. . gr
Separador de grupos <« Sufijo que identifica
r camblos en expresion

HLA- A*Ol 01: 01 OZN
Prefuo Gen Grupo Deflne cambios en la
HLA de alelos region no codificante
Proteina
especifica HLA

Define sustituciones de ADN
sindnimas dentro de la region
codificante

Figura 112. Esquema de la nomenclatura de los genes HLA (Robinson et al., 2015).
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En cuanto a la nomenclatura de los antigenos HLA (tipos seroldgicos), el primer
comité de nomenclatura para los factores HLA formado en el segundo Taller
Internacional de Histocompatibilidad establecié las primeras pautas para estandarizar
dicha nomenclatura, utilizando el termino HL-A para indicar el sistema de antigenos
leucocitarios en humanos (Varios Autores, 1968). El nombre HLA sustituy6 a HL-A en
1975 cuando se constatd la presencia de mas de un gen en este sistema (WHO
Nomenclature Committee, 1975). Para designar los distintos tipos seroldgicos se
identifican con la letra correspondiente a la molécula o gen (A, B, C,...) seguido de un
namero asignado por orden cronoldgico y consecutivo de acuerdo a su descripcion. Las
relaciones entre las especificidades subtipicas con su tipo seroldgico original se
identifican mediante un paréntesis en las primeras. Por ejemplo, A25(10) y A26(10) son

subtipos del original A10.

7.2 Desequilibrio de ligamento de los genes HLA

Definicion de haplotipo

Es la combinacion de determinantes antigenicos individuales que son controlados
positivamente por un alelo. Este término lo expresé por vez primera Cepelini y sus
colaboradores (Ceppelini et al., 1967). Aplicado para los genes HLA se puede derivar
en “una combinacion de alelos de varios loci en un unico cromosoma de un determinado
individuo™.

Supongamos que tenemos dos loci (A y B) cercanos en el mismo cromosoma,
cada uno de ellos con dos alelos (A1, A2, B1 y B2). En el doble heterocigoto resultante
Al1B1/A2B2, la combinacion A1B1 es el haplotipo 1 y la combinacion A2B2 es el
haplotipo 2, este seria el ejemplo mas sencillo de haplotipo. Lo que ocurre es que el
sistema HLA no es tan sencillo, donde un haplotipo llamado “extendido” consta de

varios loci, cada uno de ellos con multitud de posibilidades alélicas.

Desequilibrio de ligamiento

El desequilibrio de ligamiento presente en el sistema HLA esta representado por la
presencia de haplotipos con una frecuencia mayor a la esperada por el azar. En
condiciones de equilibrio, el total de haplotipos esperados para una combinacién de dos
loci seria el producto de las frecuencias génicas de los alelos de esos loci, lo cual no se
ha encontrado cuando se realizan estudios de poblacion (Imanishi et al., 1992b; Clayton
& Lonjou, 1997).
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Este fendbmeno se denomina “desequilibrio de ligamiento” y representa la
diferencia entre las frecuencias haplotipicas esperadas y las observadas (Mattiuz et al.,
1971). El conocimiento de los haplotipos HLA, se puede obtener a partir de estudios en
familias o genealdgicos (Hiller et al., 1978; Martinez-Laso et al., 2011), o también a
partir de estudios de poblaciones (Cavalli-Sforza et al., 1994) y son Utiles para estudios
de genética de poblaciones, programas de transplante de 6rganos y tejidos, asociacion a

enfermedades y estudios epidemioldgicos.

Parametros que miden el desequilibrio de ligamiento

* D 0 A - desequilibrio de ligamiento

* D’ 0 A’ - desequilibrio de ligamiento relativo, es el cociente de D entre la D
maxima teorica para las frecuencias alélicas observadas (Dmax)-

* DPA (del inglés, Disequilibrium Pattern Analysis), proporciona el patrén de
todos los haplotipos bi-locus (de dos loci) que comparten un alelo determinado.

Origen del desequilibrio de ligamiento

Se desconoce la razén por la que se deriva la existencia de haplotipos y su

desequilibrio de ligamiento, pero se podria explicar por dos causas distintas:

1.- La presion selectiva: ya que se ha sugerido que ciertas combinaciones de
alelos HLA de diferentes loci podrian ser necesarias para el desarrollo de una
respuesta inmune correcta a patégenos concretos encontrados en un area
geografica determinada, especialmente en épocas con frecuentes epidemias
(véase apartado 7.1.3).

2.- El efecto fundador por el que una determinada poblacion procedente de un
lugar y poblacion especificos se establece en otro, modificando la base

genetica de la poblacidn existente en ese lugar.

8. APLICACIONES DEL SISTEMA HLA

El conjunto de genes y moléculas que conforman el sistema HLA tiene
importantes aplicaciones a varios niveles. Debido a que este sistema fue inicialmente
identificado como “antigenos de histocompatibilidad”, su aplicacion clinica mas
extendida ha sido en programas de trasplante de dérganos y tejidos. Sin embargo, el
posterior descubrimiento de su funcion biolégica en la presentacion de antigenos
aumento los campos de estudio y sus aplicaciones clinicas, investigando su posible

papel como genes de susceptibilidad y/o resistencia a enfermedades, su participacion en
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el desarrollo de patologia autoinmunes o su relacion con reacciones de hipersensibilidad
ante determinados farmacos (Nepom & Erlich, 1991; Erlich et al., 1993; Horton et al.,
2004; Becquemont, 2010; Profaizer & Eckels, 2012). Su alto grado de polimorfismo y
la elevada correlacion a nivel geografico de las frecuencias alélicas poblacionales
también hacen de este sistema un buen marcador genético poblacional (Imanishi et al.,
1992¢).

8.1 HLA y trasplantes

Se ha comprobado con estudios realizados tras seguimiento de pacientes con
organos trasplantados, que la compatibilidad entre donante y receptor en las moléculas
HLA es necesaria para la supervivencia del injerto en los casos de rifién, pancreas,
pulmon, corazon, cdrnea, higado e intestino. Esta compatibilidad, debe ser al menos con
los antigenos pertenecientes a los loci HLA-B y -DR. La compatibilidad debe ser
méaxima cuando hablamos de trasplante de médula 6sea para evitar que se produzca el
Ilamada “enfermedad de injerto contra huésped” (GVHD, del inglés Graft Versus Host
Disease), que surge debida a que las células linfocitarias del tejido trasplantado
reconocen como extrafias las moléculas HLA (u otros antigenos menores de
histocompatibilidad) de las células del donante atacandolas y causando la enfermedad;

un unico cambio en un aminodcido es suficiente para que se produzca este rechazo.

8.2 HLA y enfermedad

La primera vez que se establecio relacion entre el sistema HLA y una enfermedad
fue en pacientes con linfoma de Hodgkin, que presentaban una frecuencia de
determinados antigenos HLA-B por encima de la media (Aimel, 1967). Desde entonces,
numerosas variantes alélicas de genes HLA han sido asociadas con enfermedades
autoinmunes (principalmente), inflamatorias e infecciosas. Sin embargo, el caracter
multifactorial de muchas de estas enfermedades sumado al elevado polimorfismo de
algunos de estos genes y el fuerte desequilibrio de ligamiento existente entre ellos
dificulta en la mayoria de los casos la determinacion de la variante alélica implicada asi
como su grado de participacion en la enfermedad (Horton et al., 2004). Ademas, el
estudio de estas enfermedades en grupos antropoldgicamente distintos muestra con

frecuencia asociaciones diferentes.
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HLA vy autoinmunidad

Muchas enfermedades autoinmunes estan asociadas a factores HLA, aunque los
mecanismos responsables de esta asociacion no estan claros. La idea méas extendida es
gue se rompe la tolerancia inmunoldgica hacia proteinas propias cuando determinadas
moléculas HLA de clase Il (fundamentalmente) activan linfocitos T auto-reactivos al
presentarles péptidos propios o extrafios. Una de las asociaciones mas fuerte es la que
relaciona la espondilitis anquilosante (inflamacion crénica que afecta principalmente a
la columna vertebral) con el grupo de alelos B*27. Sin embargo no todos los alelos de
este grupo presentan asociacién a esta enfermedad, como HLA-B*27:06 y B*27:09, y el
estudio de esta enfermedad en distintos grupo étnicos muestra diferencias en la
distribucion de los alelos asociados (HLA-B*27:05 es el principal subtipo asociado en

caucasoides, mientras que en chinos es el HLA-B*27:04) (Khan, 2013).

TABLA 14. Algunos ejemplos de enfermedades asociadas a antigenos HLA. Entre

parentesis figuran los alelos supuestos de predisposicion.

Antigeno HLA Enfermedad Antigeno HLA Enfermedad
A29 Coriorretinopatia CW6 (C*06:02) Psoriasis
en perdigonada
B27 DQ6 .
(B*27:05,B*27:04) AS (DQAT*01:02-DOB1*06:02) Narcolepsia
. DR3/DR4
B27 Uveitis (DRB1*03:01/DRB1*04:01) DML
. . DR4 (DRB1*04:02)
Acrtritis reactiva DQ8(3) (DQB1*03:02) PV
B51(5) (B*51) Smg;(r)]rgei d | Q2 (DQA1*05-DQBI*02)  Celiaguia

AS: espondilitis anquilosante (del inglés Ankylosing Spondylitis); DM1: diabetes mellitus tipo
1; PV: penfigo vulgar.

Otras enfermedades que tienen el sistema HLA como principal factor asociado son
la esclerosis multiple (inflamacion crénica del sistema nervioso central asociada a
variantes alélicas del antigeno HLA-DR?2), el lupus eritematoso sistémico (proceso
autoinmune generalizado asociado a variantes alélicas de los antigenos HLA-DR2 y
HLA-DR3), la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn (procesos inflamatorios
intestinales asociados a diversos alelos y haplotipos HLA de clase 1) y la artritis
reumatoide (proceso inflamatorio que afecta a las articulaciones de forma generalizada

asociado a las variantes alélicas del locus HLA-DRB1). La Tabla 14 recoge mas
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ejemplos de enfermedades asociadas a factores HLA. Sin embargo, la mayoria de estas
asociaciones se han establecido casi exclusivamente en poblaciones de origen europeo y
el nimero de genes analizados dentro del sistema HLA no supera la veintena (Hill,
2001; Fernando et al., 2008).

HLA v patbgenos

La asociacion entre el sistema HLA y enfermedades infecciosas se debe a la
distinta capacidad que tienen los alelos de los genes implicados en la presentacion
antigénica para activar respuestas eficaces contra los patogenos. De ahi se deriva que
unos alelos (o haplotipos) confieran resistencia y otros sean factores de susceptibilidad.
Nuevamente, el elevado polimorfismo de estos genes y los desequilibrios de ligamiento
entre alelos hacen muy dificil atribuir estas cualidades de resistencia o susceptibilidad a
variantes concretas. Ademas, la eficacia de unas proteinas de histocompatibilidad puede
estar condicionada por otras que coexpresan con ellas.

Los casos més estudiados de asociacion estan relacionados con la malaria, la
hepatitis B y el SIDA. Los individuos afectados de malaria por Plasmodium falciparum
(enfermedad producida por este protozoo parésito que invade los eritrocitos causando
fiebre y anemia) son mas resistentes a la enfermedad cuando poseen las variantes
alélicas HLA-B*53:01, DRB1*13:02 (Hill et al., 1991) y B*35 (Gilbert et al., 1998;
Young et al., 2005). La hepatitis B (causada por una infeccion viral que, una vez
establecida de forma crénica, puede derivar en cirrosis y carcinoma hepatocelular) es
prevenida por los antigenos HLA-DR13, mientras que los alelos HLA-DRB1*11,
DRB1*12 y DQB1*03:01 actian como factores de susceptibilidad (Singh et al., 2007).

En el caso del SIDA (inmunodeficiencia provocada por la invasion del virus VIH
de células T CD4+) esta comprobado que los individuos con mayor probabilidad de
supervivencia frente a la infeccion por el virus VIH-1 son, en general, los que presentan
mayor grado de heterocigosidad en los genes HLA, la presencia de los alelos HLA-
B*57:01 y B*27 (Trachtenberg & Erlich, 2001) y ausencia de los antigenos HLA-B35 y
HLA-Cw4 (Carrington et al., 1999); tambien se ha constatado la importancia del papel
que desempafian los factores HLA de clase | no clasicos en la resistencia al virus, ya
gue la presencia, tanto en homocigosis como en heterocigosis, de los alelos HLA-
E*01:03 y HLA-G*01:05N se ha asociado con un menor riesgo a infeccion por VIH-1
(Lajoie et al., 2006; Tripathi & Agrawal, 2007); en cualquier caso, se han identificado

numerosos alelos y haplotipos de clase | y de clase Il que confieren resistencia o
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susceptibilidad frente a la transmision del virus y frente a la progresion de la
enfermedad en individuos infectados tanto por VIH-1 (variante mas virulenta) como por
VIH-2 (variante menos virulenta) en distintos grupos humanos de estudio (Trachtenberg
& Erlich, 2001). Un estudio reciente ha identificado mas de 300 polimorfismo de una
sola base (SNP, del inglés Single Nucleotide Polymorphism) en la region MHC
asociados a la accion del virus VIH-1, sosteniendo que son determinados cambios en
aminoéacidos en la valva de union al antigeno de la molécula HLA-B los que dan a los
alelos implicados caracter protectivo o de riesgo (International HIV Controllers Study,
2010).

8.3 HLA y farmacogenética

La farmacogenética estudia el efecto que tiene la variabilidad genética de un
individuo sobre la respuesta (adversa 0 no) a un determinado farmaco. Debido a que un
porcentaje considerable de las reacciones adversas a los farmacos (ADRs, del inglés
Adverse Drug Reactions) estan relacionados con reacciones inmunoalérgicas, ya desde
los afios 1970 se propuso que algunas de estas ADRs podrian estar asociadas a
determinadas variantes HLA. Pero fue a partir del afio 2002, momento en el cual dos
grupos independientes observaron que la hipersensibilidad causada por el farmaco
abacavir (inhibidor de la transcriptasa inversa) se restringia a los portadores del alelo
HLA-B*57:01 (Hetherington et al., 2002; Mallal et al., 2002), cuando esta area de
investigacion comenzd a dar resultados prometedores. A partir de entonces se
describieron otras asociaciones entre alelos o antigenos HLA vy el desarrollo de ADRs
por farmacos, permitiendo asi la prediccion precoz de estas manifestaciones en funcion
de que los individuos sean portadores o no de ciertas variantes alélicas.

La hipotesis méas aceptada para explicar las reacciones inmunoalérgicas mediadas
por HLA es la teoria del hapteno/prohapteno (hapteno es una molécula de pequefio
tamafio que al unirse con otra mas grande puede resultar inmunogénica). Segun esta
teoria, el farmaco (o un metabolito del mismo) seria procesado por una APC y se
comportaria como un hapteno que al conjugarse con una molécula HLA de clase | o de
clase 1l desencadenaria una respuesta inmune mediante su presentacién como antigeno,
siguiendo las vias ya explicadas. Segun esta teoria solamente determinadas variantes

HLA reconocerian estos farmacos como haptenos (Becquemont, 2010).
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TABLA 15. Factores de riesgo HLA para efectos adversos a farmacos.

Farmaco

Uso

Efecto adverso

Antigeno o alelo HLA

asociado
Inhibidor de la
Abacavir Transcriptasa SHs®¢ B*57:01
(VIH-1)
Alopurinol _Gotae SJs*be B*58:01
Hiperuricemia
Aminopenicilina Antibiotico SHS retardada® A2, DR52
DRB1*13:02-
Aspirina Analgésico Urticaria® DQB1*06:09-
DPB1*02:01
Asma® DPB1*03:01
A*24:02°/A*31:01*¢
Carbamazepina  Anticonvulsivo SJS B*15:02*"/B*15:11°

Clozapina

Co-amoxiclav

Efavirenz

Fenitoina

Feprazona

Flucloxacilina

Hidralazina

Lamotrigina

Antipsicético

Combinacién de
antibioticos
Inhibidor de la

Transcriptasa
(VIH-1)

Antiepiléptico
AINE

Antibidtico
betalactamico

Antihipertensivo

Antiepiléptico

Rush cuténeo
SHS
Neutropenia®

Agranulocitosis®

Dafio hepatico®

Rush cutaneo®

SJS?

Erupcién por
farmaco®

Dafio hepatico®
LEIF®

SJS/NET®

B*15:18%/B*59:01°
A*31:01%¢

A*31:01%°
Al1? B51°

DRB5*02:01

B38, DR4, DQ3

A*02:01/DRB1*15:01
DRB1*15:01-
DQB1*06:02

DR1

B*15:02/B13:01
C*08:01/DRB1*16:02

B22
B*57:01
DRB1*01:07-
DQB1*01:03
DR4

B*38:01
DRB1*13:01/DQB1*06:09
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TABLA 15. Continuacion.

Lapatinib

Levamisol

Metazolamida

Nevirapina

Oxcarbazepina

Oxicam

D-penicilamina

Procainamida

Sulfametoxazol

Sulfamidas

Ticlopidina

Ximelagatran

Quimioterapia

Antihelmintico

Glaucoma

Inhibidor de la
Transcriptasa
(VIH-1)

Antiepiléptico

AINE

Artritis

reumatoide

Antiarritmico

Antibiético

Antibidtico
Antiplaquetario

Anticoagulante

Dafio hepatico

Agranulocitosis

SJS?

Rush cutaneo

SHS

SJS?
Rush cutaneo®
SJS/NET®

Proteinuria®

Miastenia
gravis®

LEIF®

SJS/NET®

Erupcion por
farmaco®

SJS¢
Dafio hepatico®

Dafio hepatico®

DRB1*07:01-
DQA2*02:01-
DQB1*02:02

B27

B*59:01/C*01:02
A*24:02-B*59:01-
C*01:02

B*35:05"/Cw4/DR15°

B*35:05 *°/B*58:01
DRB1*01:01/02%°
Cw8-B14%°

B*15:02/B*15:18
B*15:02
B*73:01
B8, DR3

DR1

DR4

B*38:02

A30-B13-Cwb6

A29, B12, DRY

A*33:03/B*44:03

DRB1*13:02/DQB1*06:04

DRB1*07:01

SJS: sindrome de Stevens-Johnson (consistente en erupciones eritematosas maltiples); SHS:
sindrome de hipersensibilidad (consistente en fiebre, lesiones cutaneas como rash cutaneo y
dafios en o6rganos tales como hepatitis); NET: necrolisis epidérmica toxica (consistente en
ampollas y lesiones exofoliativas de la piel); AINE: antiinflamatorio no esteroideo; LEIF: lupus
eritematoso inducido por farmacos. (2) en orientales, (b) en sudasiaticos, (c) en caucasoides, (d)
en africanos (Becquemont, 2010; Gonzalez-Galarza et al., 2011; Pavlos et al., 2012).
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Una de las asociaciones mas estudiadas es la que relaciona las reacciones cutaneas
secundarias a la toma de carbamazepina (anticonvulsivo) con la presencia del alelo
HLA-B*15:02 en poblacion asiatica, pero no asi en poblacion europea. Esto puede
deberse a que otro alelo en desequilibrio de ligamento con HLA-B*15:02 en asiaticos
seria el verdadero responsable (Profaizer & Eckels, 2012). Otra asociacion muy
estudiada es la del alelo HLA-B*58:01 como posible cofactor de los efectos adversos
secundarios a alopurinol. Sin embargo, estos estudios, tanto en poblacion asiatica como
en europea, no han dado resultados lo suficientemente consistentes como para que la
Agencia Europea del Medicamento haga una recomendacion formal en relacion a
analisis prospectivos de este alelo (Profaizer & Eckels, 2012). En la Tabla I5 se detallan
mas casos de marcadores HLA que actuarian como factores de riesgo a padecer efectos

adversos a determinados farmacos en funcion del grupo étnico al que pertenecen.

8.4 HLA y genética de poblaciones

La variacion genética es un requisito fundamental para la diferenciacion de las
poblaciones y la evolucion. Esta variacion es el resultado de la mutacidn génica, que da
lugar a nuevos alelos, y de la asociacion aleatoria de estos alelos. El estudio de esta
diversidad genética nos ayuda a conocer el lugar y el tiempo de origen de las
poblaciones humanas, asi como su patréon de dispersion por las regiones del mundo.
Este estudio requiere el conocimiento de determinados marcadores genéticos de alta
variabilidad, utilizando tanto datos de frecuencia de sus variantes como datos de
secuencias directas. De esta forma se pueden medir las diferencias interpoblacionales e
intrapoblacionales, determinar genealogias basadas en genes mediante analisis
filogenéticos y extraer conclusiones sobre patrones de dispersion de esos marcadores.
Entre los marcadores geneéticos empleados, tales como el ADN mitocondrial (ADNmt)
o el cromosoma Y, ambos marcadores de linaje, se encuentran el sistema HLA.

En el sistema HLA, la tasa y el nimero de sustituciones de nucledtidos que
generan nuevos alelos, tanto para la clase | como para la clase 11, es bastante elevada si
la comparamos con la del ADNmt y del cromosoma Y. Ademas, los loci HLA de clase |
y clase Il presentan una elevada heterocigosidad (80-90%) (Panneerchelvam &
Norazmi, 2012), lo que los convierte en unos marcadores optimos para los estudios
filogenéticos. Algunos de los linajes del sistema HLA, especialmente de HLA-DRB1,
se retrotraen a 35 millones de afios, el tiempo de divergencia entre los hominidos y el

resto de primates. La diversidad haplotipica, las frecuencias alélicas y los analisis de
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desequilibrio de ligamiento entre los loci HLA permiten descifrar la relacion entre las
poblaciones, asi como conocer la cantidad de variacion acumulada entre dos
poblaciones relacionadas. El analisis de la variacion de los loci HLA de clase 1 y de
clase Il aumenta la capacidad de analizar la estructura genética y la historia de las
poblaciones ya que cada locus puede tener una trayectoria independiete segin los
eventos de mutacion, deriva genética y migracion ocurridos.

Las investigaciones relacionadas con el estudio del perfil genético HLA de las
poblaciones se llevan desarrollando durante los 40 ultimos afios, desde los trabajos de
Degos y Dausset sobre el desequilibrio de ligamento entre genes HLA en procesos
migratorios con mezcla de poblaciones (Degos & Dausset, 1974). Los resultados
obtenidos son de vital importancia puesto que son aplicados al desarrollo de programas
nacionales de transplante (compatibilidad HLA) y al estudio de enfermedades
infecciosas en las poblaciones de estudio, ya que como hemos dicho anteriormente, el
sistema HLA, debido a su elevado grado de polimorfismo y desequilibrio de ligamento,
es una herramienta muy util para poder diferenciar poblaciones o grupos étnicos.
Mediante el conocimiento de los perfiles genéticos HLA se pueden establecer relaciones
genéticas entre poblaciones e inferir en el origen y en los movimientos migratorios de
estas mediante el apoyo de otras disciplinas cientificas, como la antropologia, la
linglistica, la arqueologia o la historia.

Desde el 5° Taller Internacional de Histocompatibilidad, en el que se analizaron
los perfiles genéticos HLA de 49 poblaciones del mundo, estos encuentros de expertos
han servido para avanzar en el analisis antropol6gico de las poblaciones humanas
mediante este marcador, en especial en los talleres del 11° al 15° gracias a la
comparacion de los datos de mas de 100 poblaciones de todo el mundo cubriendo todas
las regiones geograficas procedentes de los laboratorios de inmunogenética
participantes; para la estandarizacion de los métodos de obtencion de perfiles genéticos
HLA de clase Il y posteriormente de clase I; y para estandarizar los andlisis estadisticos
para el estudio de las relaciones. Gracias a esta estandarizacion y al interés creciente en
esta disciplina promovido por estos talleres, se han desarrollado gran cantidad de
estudios poblacionales, aunque no todos rinden resultados con el mismo nivel de
caracterizacion (serologico y genético) y son, por tanto, dificiles de comparar.

Las frecuencias de los alelos HLA correlacionan con la existencia o ausencia de
flujo genético entre poblaciones y este puede ser “medido”, puesto que sus
caracteristicas HLA no se han diluido con el tiempo (si tenemos en cuenta la seleccion
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equilibradora como generadora de su polimorfismo) mediante el estudio de sus
correspondientes distancias genéticas y la presencia de haplotipos HLA con fuerte
desequilibrio de ligamiento (Imanishi et al., 1992a; Imanishi et al., 1992c; Clayton &
Lonjou, 1997), aunque cuanto mas lejana sea la relacion en el tiempo entre las
poblaciones se acumula mayor variacion en las frecuencias de haplotipos, debido a las
variaciones en el desequilibrio de ligamento y la formacién de nuevas combinaciones
alélicas (Bodmer & Bodmer, 1978). Las poblaciones orientales, caucasoides y negroides
muestran alelos HLA y diferencias en sus frecuencias que sirven como marcadores
genéticos poblacionales.

Otro ejemplo, son las poblaciones nativas americanas (Amerindios) que poseen un
restringido espectro de alelos HLA (v. g.: HLA-A*24, -A*68, -B*15, -B*35, -B*39, -
B*40) respecto a las otras poblaciones del mundo, con frecuencias alélicas muy
diferentes a las otras poblaciones del mundo, y con determinados subtipos de alelos
especificos o cuasi-especificos de estos grupos, principalmente para HLA-B (Gomez-
Casado et al., 1997; Gomez-Casado et al., 1999). Esto sugiere una evolucién diferencial
del sistema HLA, que podria estar asociada a su aislamiento geografico desde la
colonizacién del continente americano, a su estructura poblacional y/o a una fuerte
seleccion por exposicion a nuevos patdgenos encontrados durante las migraciones o
Ilevados por los nuevos colonizadores después de 1492 (Parham et al., 1995; Gomez-
Casado et al., 1997; Fernandez-Vina et al., 1997; Erlich et al., 1997).

Por otra parte, el estudio genético HLA de los diferentes grupos étnicos permite
analizar aquellos genes que en las diferentes poblaciones estdn participando en la
fisiopatologia de los procesos infecciosos y de enfermedades autoinmunes, lo cual
favorece la insercion de programas de medicina preventiva y programas de vigilancia
epidemioldgica para el control de estas patologias.

El elevado polimorfismo, el estrecho ligamiento, la asociacidn aleatoria de alelos y
la perpetuacion de linajes aléelicos a lo largo del tiempo hacen del sistema HLA una
herramienta de gran valor para deducir el pasado de los humanos. La cantidad y la
distribucion de la variacion de este sistema en las diferentes poblaciones del mundo nos
permiten correlacionar los perfiles genéticos de estas con la geografia y el posible

patrén de migraciones humanas con el objetivo de determinar su origen.
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Il. POBLAMIENTO Y POBLACIONES DE LA REGION DEL MAR CASPIO

9. LA REGION DEL MAR CASPIO

El Mar Caspio es la masa de agua interior mas grande sobre la superficie terrestre,
situandose entre la regidn sur oriental del continente europeo y la region sur occidental
del continente asiatico, entre las latitudes 47.07° y 36.33°N y las longitudes 45.43° y
54.20°E. Aproximadamente tiene una longitud de 1030 km, unas dimensiones este a
oeste que van desde los 196 Km. en su parte mas estrecha a los 435 km en su parte mas
ancha y una profundidad maxima de 1025 m. Al tratarse de un lago no tiene conexién
con aguas oceanicas, esta alimentado por 130 rios, entre los que se encuentra el VVolga
(el més importante y que aporta el mayor volumen de agua), el Ural y el Kura, y se
encuentra a 26.5 m por debajo del nivel del mar.

Las aguas del Mar Caspio son ligeramente saladas (tres veces menos salinas que
las de los océanos), debido a que es un remanente del océano Tetis de la Era Mesozoica,
que conectaba los océanos Atlantico y Pacifico hace 60-50 millones de afios. Desde
hace 5.5 millones de afios, cuando Tetis desaparecié por la deriva continental, este mar
interior no tiene salida al oceano.

El nombre de este lago salado deriva del nombre del pueblo Caspio, que habitaba
en la orilla suroeste junto a la desembocadura del rio Kurd, mencionado por Herodoto
como una de las provincias del Imperio Aqueménida del rey Dario | el Grande
(Herodoto, 1989). Estrabdn también los menciona en su Geografia como una tribu
desaparecida que poblaba el territorio al que dio nombre, Caspiane, perteneciente a la
Albania Caucasica (Estrabon, 1991c). Fueron los romanos los que extendieron el uso de
este término para nombrarlo.

Sin embargo, en el periodo clasico, este mar interior recibié el nombre de océano
Hircanio, en referencia a Hircania, la region historica, parte del Imperio Aqueménida,
situada en la costa sur oriental del lago (parte de las actuales Irdn y Turkmenistan). No
obstante, a lo largo de la historia, ha recibido multitud de nombres dependiendo de las
lenguas o dialectos de las numerosos grupos poblacionales que habitaron y habitan sus
orillas: los turcos se refieren a este mar como Khazar, los turcomanos como Hazar, los
arabes como Bahr-e (mar) Qazvin, los iranies farsi, tanto en la antigiiedad como ahora,
como Mazandaran o Fars Bahr or Hoz (Mar Persa), los habitantes del Golestan como
Jorjan (Gorgan), los rusos como Khavilinsk, y en avéstico (antigua lengua persa) como
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Farakhkart (el gran mar), asi hasta mas de 35 nombres diferentes registrados (Ajam,
2013).

Desde la disolucion de la Union Soviética, las orillas del Mar Caspio son frontera
natural de los paises de Azerbaiyan, Iran (provincias de Guilan, Mazandardn y
Golestan), Turkmenistdn (provincia de Balcan), Kazajstan y Rusia (Republicas de

Daguestan y Kalmukia, y Oblast de Astrajan, Figura 113).
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Figura 113. Mapa de la region del Mar Caspio. Incluye las
poblaciones iranies donde se han tomado las muestras.

10. ANTROPOLOGIA Y MOVIMIENTOS POBLACIONALES

Los primeros restos de hominidos encontrados en las proximidades del Mar
Caspio proceden del yacimiento arqueoldgico de Dmanisi, en Georgia, y corresponden a
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la subespecie que hoy se conoce como Homo erectus georgicus (anteriormente Homo
georgicus), descubiertos entre 1991 y 2005. Estos restos estan datados en 1.8 millones
de afios de antigiiedad, siendo hasta la fecha los primeros representantes de esta especie
hallados fuera de Africa (Gabunia et al., 2000).

Se han encontrado restos pertenecientes a un individuo pre-Neandertal en la cueva
de Azykh, en el territorio de Nagorno Karabaj, en Azerbaiyan. Se trata de un hueso
maxilar del que se conoce como Hombre de Azykh, datado en 300.000 afios de
antigliedad, y que por tanto seria uno de los restos més antiguos de esta especie en esta
region (Kasimova, 2001).

Existen evidencias de la presencia de poblaciones humanas en la region del Mar
Caspio ya en el paleolitico inferior (desde 700.000 afios de antigiiedad), basadas en el
hallazgo de Utiles liticos pertenecientes a la cultura pre-achelense (en la cueva de Azikh)
y achelense (cueva de Darband, en la provincia de Guilan, Iran). Sin embargo, el
hallazgo mas significativo es el descubrimiento de restos 0seos pertenecientes a tres
hombres en la cueva de Huto, proxima a la ciudad de Behshahr, en la provincia de
Mazandaran, Iran, que datan de hace mas de 11.000 afios, de los que se supone que eran
cazadores de focas, ya que se hallaron junto con hojas de pedernal y huesos de estos
animales (Coon, 1952). La presencia de restos 0seos de perro (Canis lupus familiaris)
datados en el mismo periodo suponen una de las primeras evidencias de la

domesticacion de este animal por el hombre (Reed, 1959).

10.1 Movimientos prehistoricos: Culturas de los Kurganes

En 1956, la arquedloga Marija Gimbutas elabord la hipétesis de los kurganes,
combinando estudios arqueologicos y linguisticos basandose en el conjunto de culturas
prehistoricas Kurgan, para dilucidar el origen de los pueblos protoindoeuropeos, en la
que tiene especial relevancia la region del Mar Caspio. Esta cultura recibe su nombre
del término ruso, tomado del turco, que sirve para denominar timulos funerarios,
método de enterramiento comun a los pueblos que se supone pertenecen a esta cultura
(Gimbutas, 1977; Gimbutas, 1980).

Esta hipdtesis, con sucesivas variaciones, sugiere una expansion gradual de los
pueblos que desarrollaban los kurganes como principal motivo cultural, desde la region
entre el Dnieper (actual Ucrania) y el medio y bajo Volga, hasta abarcar todas las

estepas del Mar Negro, Balcanes y Europa Central hacia el este y Mar Caspio (estepas

Diego Rey Medrano 57



Introduccion

ponticas), Anatolia, Iran, Asia Central e Indostan hacia el suroeste, en varias y sucesivas
oleadas, desde el V milenio a. C.

La cultura Yamna o lamna (en ruso “hoyo”), que data de la Edad de Cobre tardia 'y
de la Edad de Bronce temprana (3200-2500 a. C.), es la primera cultura conocida en
llevar a cabo estos timulos funerarios, con sepulcros tipo hoyo (de ahi su nombre) en
los que se introducian los cuerpos en posicion de dectbito supino con la rodillas
dobladas. Esta cultura era predominantemente nomada, aunque pudo practicar la
agricultura en las regiones proximas a los cauces de los rios donde llegd a agruparse en
fortificaciones. Un factor importante que evidencia la expansion de esta cultura es la
aparicion de restos de ruedas e incluso de carros enteros en algunos enterramientos,
como el kurgan Storozhova Mohyla (Dnepropetrovsk, Ucrania). El carro se ha visto
tradicionalmente como uno de los requisitos previos para una explotacion de la estepa
abierta, ya que era una propiedad necesaria para una economia movil y némada. Esta
cultura desarrollé principalmente herramientas y armas de piedra, ceramica con
decoracion impresa de cuerdas 0 a peine y objetos de cobre (Mallory, 1997c).

La cultura Yamna daria paso a la cultura de Andrénovo (por la localidad rusa del
mismo nombre donde se hallaron los primeros timulos), cultura inicialmente ndmada y
méas tarde practicante de la agricultura y ganaderia sedentaria y trashumante
(principalmente equina), que data de la Edad de Bronce tardia (2300-1000 a. C.) y que
retine una serie de culturas indo-iranias que se extendieron de este a oeste desde los
Urales hasta los montes Altai y de norte a sur desde las estepas de Asia Central y
Siberia hasta los actuales Kazajstan y Tayikistan (Mallory, 1997a). Estd muy
relacionada con el contemporaneo Complejo Arqueoldgico Bactria-Margiana, que es
como se denomina a las culturas de la Edad de Bronce de Asia Central (actuales
Turkmenistan, Afganistdn y Uzbekistan), predominantemente sedentarias y con una
elaborada cultura material (incluye arquitectura monumental, herramientas de bronce,
cerdmica y joyeria), que podria suponer otra rama indo-irania separada de los
protoindoeuropeos (Mallory, 1997b). La cultura de Andrénovo daria lugar a otras
culturas indo-iranias que seguirian llevando a cabo la practica de los timulos kurganes,
situadas en las orillas del Mar Negro y del Mar Caspio, tales como la Cultura de Srubna
(del ruso srub, madera, ya que de este material construian los tumulos) del 1500 al 800

a. C., y la cultura escita del 700 a. C., ya en la Edad de Hierro.
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10.2 Poblamiento y culturas de la region sur del Mar Caspio

A lo largo de los milenios Il y Il a. C. se desarrollaron dos culturas bien
diferenciadas de pueblos anteriores a los indo-iranios, en la region sur del Mar Caspio
(actual orilla irani de este lago), la cultura de Gorgan, al sureste, y la cultura Yanik, al
suroeste (Bermejo, 2013).

La cultura de Gorgan se extendio por la actual provincia irani del Golestan,
llegando incluso a la meseta central (yacimiento de Tappeh Hesar), desarrollando
principalmente vasijas de arcilla adornadas con lineas en relieve entrecruzadas, objetos
de marmol, herramientas y armas de cobre, y orfebreria. Esta cultura estaba ubicada en
medio de la ruta comercial que unia Oriente con Occidente, por lo que mantenian
contacto con las culturas procedentes del valle del Indo al este, asi como con las de
Anatolia al oeste, como demuestran sus manufacturas. La cultura de Gorgan
desapareci6 a lo largo del 1l milenio a. C. debido a las incursiones de los pueblos indo-
iranios procedentes de Asia Central (posiblemente de la cultura de Andronovo o del
Complejo Arqueoldgico Bactria-Margiana) y desde la parte mas oriental, ya que las
culturas de los yacimientos en esa zona fueron las primeras en desaparecer (Bermejo,
2013).

A mediados del 111 milenio a. C. pueblos procedentes de Anatolia y del Caucaso se
establecieron en la actual Azerbaiyan y la region noroeste de Iran, desarrollando la
cultura Yanik (por el principal yacimiento Yanik Tappeh, préximo a la ciudad de
Tabriz). Los vestigios de esta cultura comprenden vasijas de arcilla mas toscas que las
de la cultura de Gorgan, con adornos geométricos en relieve sustituidos en época
posterior por marcas de fuego, y restos de edificios de planta circular. Algunos autores
sugieren que esta cultura pudo ser antecesora de los pueblos hurritas, que se extendieron
por los actuales Irén, Irak y Turquia (Abdi, 2012).

Estas culturas, principalmente la de Gorgan, desaparecieron con la llegada de los
pueblos iranios, procedentes de las tribus indo-iranias de Asia Central, que colonizaron
la region sur del Mar Caspio, entre otras, y paso a conocerse como Hircania (toponimo
griego, calco de la voz Verkana del persa antiguo, que significa “Tierra de lobos™).
Estos pueblos conformaron los sucesivos imperios persas iranios: el Imperio
Agueménida, Imperio Seléucida, Imperio Parto e Imperio Sasanida (siglo VI a. C —
siglo VII d. C). Hircania formo parte de estos imperios como una satrapia (provincia de

los imperios persas, gobernada por un satrapa), hasta la conquista arabe de Persia en el
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siglo VIII, a partir de la cual se constituydo como un estado zoroastrico independiente,
volviendo a formar parte del Imperio Persa a partir el siglo XV.

Ya en los tiempos de los sasanidas el topdnimo Gorgan o Gurgan ya se utilizaba
para designar tanto la provincia como la ciudad, como se deduce de las series de
monedas encontradas en los yacimientos originarios de este periodo. No obstante,
algunos autores suponen que la capital de la provincia sasanida se ubico originariamente
en el yacimiento arqueoldgico islamico de Gorgan, proximo a la actual ciudad Gonbad-
e Qabus, aunque faltan evidencias directas sobre esto. De ser asi, este toponimo se
habria transferido a la capital actual, a 80 km al sureste, conocida anteriormente como
Astarabad o Asterabad (Kiani, 2002). Sin embargo la capital de la antigua Hircania,
sobre la que marchd Alejandro Magno cuando conquistd Persia a los aqueménidas, era
Zadracarta. Algunos autores la han identificado con la Gorgan actual, sin embargo, es
mucha mas plausible que su localizacion se corresponda con el yacimiento de Qal’a-ye
Kandan, un tepe (“monticulo”, palabra turca que sirve para designar yacimientos
arqueoldgicos en Oriente Proximo y Persia) localizado al sudoeste de la capital (Kiani,
2002).

La Gran Ruta de la Seda originada durante el siglo Il a. C. debido a las relaciones
comerciales establecidas entre la China de la dinastia Han con las civilizaciones de Asia
Central y Oriente Proximo, entre las que se encontraba el Imperio Parto y que seguia
rutas ya utilizadas desde el paleolitico, permitié no solo el comercio de este material y
de muchos otros bienes (piedras y metales preciosos, porcelana, tejidos, vidrio,
especias, etc.) sino también el transporte de personas y el desarrollo de una red de
difusion cultural y religiosa entre los distintos pueblos por los que transitaba hasta su
desintegracion en el siglo XV. Esta ruta supuso el principal eje de conexion Oriente-
Occidente, cuando el Imperio Romano en el siglo I a. C. comenzo a interesarse por la
seda, ademas de otros productos asiaticos, al adquirirla de los partos, con los que ya
habian establecido relaciones comerciales (Estrabon, 1991a). De la misma manera que
durante el florecimiento de la cultura de Gorgéan, la region sur del Mar Caspio se
ubicaba en el centro de esta ruta comercial, y las ciudades que alli se encontraban (como
la antigua Hecatompilos, capital del Imperio Parto proxima al Golestan, o la actual
Tabriz) actuaron como grandes centros de intercambio cultural y de mercancias en
diferentes epocas. Esta region fue arrasada varias veces y su poblacion masacrada por
las incursiones del pueblo mongol durante la conquista por parte de este imperio,

provocando su devastacion y la pérdida de su influencia geopolitica (Bosworth, 2002).
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10.2.1 Poblamiento del Golestan: turcomanos en Iran

Contemporaneamente a la pérdida de influencia de toda esta region en las rutas
comerciales por la desintegracion de la Ruta de la Seda, la region sureste irani del Mar
Caspio (Golestan) comienza a sufrir la migracion de tribus de origen tdrquico. Se trata
de los turcomanos o turkmenos, pueblo que habla una lengua tarquica de la rama oghuz
oriental (el término oghuz deriva del nombre de su ancestro comun, Oghuz Khan), el
turcomano o turkmeno, y que originariamente procedian de la region Transoxiana en
Asia Central (Gonem, 1996). Hay varias teorias sobre el significado de turcomano. De
acuerdo con la etimologia popular esta palabra deriva de “turco” mas el vocablo irani
“manand”, y significaria “que parecen turcos”. Segun esta hipdtesis la palabra originaria
para designar a este pueblo y su lengua seria turkmanand, que derivo en turkmen o
turcomano. Sin embargo, otros autores han propuesto que el elemento “-man/-men”’
actia como un intensificador, por lo que la palabra se traduciria por “mas turco que los
turcos” (Sabery, 2008). Se cree que los turcomanos originariamente practicaban el
shamanismo, como otros pueblos de Asia Central, pero fueron islamizados en el siglo
XVI, y actualmente la mayoria son musulmanes sunies (Askarikhanegha &
Sharifkamali, 1995; Sabery, 2008).

Las primeras migraciones turcomanas tuvieron lugar en el siglo X d. C,,
produciéndose los primeros asentamientos turcomanos en la region con la conquista de
Persia por parte de los selyucidas, dinastia de origen tarquico oghuz procedente del Mar
de Aral (Askarikhanegha & Sharifkamali, 1995; Luther, 2001). Otros autores
argumentan que los turcomanos, descendientes de tribus oghuz no selyucidas, no
tomaron parte en estas migraciones, y fue a partir del siglo XV d. C. cuando se
establecieron en el Jorosan irani (Johanson, 2006). Estas migraciones se desarrollaron
inicialmente de manera pacifica, siendo vasallos del Imperio Safavida, y mas tarde
mediante incursiones violentas. A partir del siglo XVII estos grupos constituyeron la
base del poder de la dinastia Qajar de origen turco asentada en Astarabad (Gorgan), que
goberno Persia desde 1785 hasta 1921 (Bosworth, 2002). La situacion en esta region
durante este periodo estuvo marcada por la inestabilidad debido no solo a las
incursiones de los turcomanos y de uzbecos para hacerse con el potencial econémico de
esta region, sino por las guerras y revueltas de las tribus ya asentadas en épocas
anteriores y los intereses de otras potencias en ampliar sus territorios, como el Imperio
Ruso, desde que Pedro el Grande aprovechara la decadencia de los safavidas para
establecer un puesto comercial por un breve periodo de tiempo. La instauracion de la
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dinastia Pahlavi en el gobierno persa en 1921 conllevé la estabilizacién de la region,
mediante, entre otras cosas, el desarme y la reorganizacion de las tribus turcomanas
(Nejestani and Elr, 2002).

Actualmente un porcentaje considerable de la region del Golestan estd compuesta
por turcomanos, sin embargo no hay datos fiables de su numero total, ni de su
distribucion, aunque se estima que la poblaciéon turcomana en Iran asciende a 1.5
millones (2% de la poblacion irani), encontrdndose la mayoria en esta region
(Askarikhanegha & Sharifkamali, 1995).

Los turcomanos del Golestan se asientan en lo que ellos denominan Tlrkmensahra
(“Nanura de los turcomanos”, zona norte del Golestan, Figura 115) y pertenecen a dos
tribus principalmente: los Yomut y los Goklan, que aun conservan su estructura tribal.
Los primeros constituyen el grupo mayoritario y estdn divididos en dos subgrupos
formados cada uno por doce clanes y su territorio se extiende desde la ciudad de Gorgan
hacia el norte con la frontera de Turkmenistan y hacia el este hasta la ciudad de Bandar
Torkaman, a orillas del Mar Caspio. Los segundos tienen una estructura tribal similar a
los Yomut y su territorio se centra en la ciudad de Gonbad-e Kavus, y se extiende hacia
el norte hasta el rio Atrak en la frontera con Turkmenistan y hacia el oeste hasta el
desierto Yomut (Zanjani, 2002). Existe una tercera tribu turcomana, los Takeh, pero es
minoritaria (solo el 3% de los turcomanos iranies) y se encuentran fundamentalmente en
la vecina provincia de Jorosan del Norte (Sabery, 2008).

Ademas de los turcomanos y de la poblacion de origen persa, que es mayoritaria,
otros grupos étnicos que se ubican en Golestan son:

» Azeries: proceden originariamente de la region noreste de Iran (Azerbaijan
Oriental y Azerbaiyan Occidental), hablan azeri y son de religion musulmana
chiita. La mayoria de los azeries de esta region habitan en la zona sur formando
incluso territorios étnicos (véase apartado 10.2.2; Sabery, 2008).

* Sistanies: grupo étnico procedente de Sistdn en el sudeste de Iran. Hablan
sistani, dialecto del persa, y son de religion musulmana chiita. La mayoria habita
en zonas rurales del sur y del centro de la regién, aunque algunas minorias lo
hacen en las ciudades (Sabery, 2008).

* Baluchis: grupo étnico originario de Baluchistan al sudeste de Iran. Hablan
baluchi, una lengua irania occidental del norte y al igual que los turcomanos son
principalmente musulmanes sunies. La mayoria habita en zonas rurales del sur y

del centro de la region, como los sistanies (Sabery, 2008).
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10.2.2 Poblamiento del Azerbaiyan Irani

El toponimo Azerbaiyan deriva del nombre Atropates, satrapa de la provincia de
Media (region comprendida entre el Mar Caspio y Mesopotamia, donde se localizan el
actual estado de Azerbaijan y la region irani del mismo nombre) al final del Imperio
Agueménida y durante y después del Imperio de Alejandro Magno, mencionado ya por
historiadores clasicos como Diodoro Siculo o Estrabon (Estrabon, 1991b; Diodoro
Siculo, 2001). Atropates es la traduccion en griego clasico del nombre compuesto en
persa antiguo que significaria “protegido por el fuego sagrado” (en relacion al ritual del
fuego de la religion mazdeista o zoroastrismo, religion oficial de los imperios persas
preisldmicos y de la que se supone gque su origen esta en esta region), y que derivo en
persa medio a Aturpatakan, posteriormente a Adurbadagan, y a Adarbaiyan en persa
moderno (Schippman, 1987).

El origen del pueblo azeri o azerbaijano, que habita mayoritariamente en el estado
de Azerbaiyan y en las provincias azerbaijanas de Iran, ha sido profusamente discutido.
Algunos académicos hablan del origen caucésico de este grupo étnico, y proponen
evidencias de que, a pesar de las repetidas invasiones y migraciones, existe un sustrato
de antiguos pueblos del Caucaso, como los Mannai, que habitaban principalmente el
noroeste del actual Iran en el I milenio a. C., y que fueron asimilados por los pueblos
iranios procedentes de Asia Central (medos y persas; Encyclopaedia Britannica, 2014).
Estudios basados en datos historicos, linguisticos, arqueologicos y culturales,
demuestran un sustrato iranio en este grupo étnico, apoyado principalmente por la
existencia de un idioma antiguo azeri de ascendencia irania que subsistiria en algunos
dialectos tati azeries y en la toponimia de la region, por yacimientos arqueologicos y por
la gran cantidad de rasgos culturales comunes (Yarshater, 1988; Paul, 1998; Planhol,
2004; Frey, 2004). La llegada de los turcos oghuz con la dinastia selyucida a partir del
siglo X d. C. conllevd un proceso de “turquificacion” de toda esta region y por
consiguiente del pueblo azeri, que supuso no solo una mezcla poblacional, sino también
la paulatina suplantacion de la antigua lengua azeri por la actual lengua azeri, de origen
tarquico (altaica) y perteneciente a la rama oghuz, como el turcomano (véase apartado
10.2.1). Segun la enciclopedia britanica, los azeries son un pueblo con un origen étnico
mixto, cuyo elemento mas antiguo proviene de las poblaciones indigenas
transcaucasicas (los Mannai), y probablemente de los medas del norte de Persia, siendo
“persianizados” durante la dinastia sasanida (siglos IlI-VIlI d. C.) y mas tarde
“turquificados” después de la conquista de la regién por los turcos selydcidas.
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Con la llegada de la dinastia timarida (siglo XIV d. C.), la region se convirtio en
una provincia importante del imperio, al hacer pasar la Ruta de la Seda por Tabriz,
convertida en capital de la region (actual capital de la provincia irani Azerbaiyan
Oriental), lo que hizo que surgiera de ahi la dinastia safavida, que gobernd Persia
durante el siglo XV1 d. C. (Frey, 2004). Tras las guerras ruso-persas, en el primer cuarto
del siglo XIX, la poblacion azeri quedd dividida en lo que hoy es el estado de
Azerbaiyan y la region del Azerbaiyan irani en el noroeste de Iran.

En la actualidad esta region se divide en cuatro provincias: Azerbaiyan Oriental,
Azerbaiyan Occidental, Ardebil y Zanyan (Figura 114). En todas ellas la comunidad
azeri es mayoritaria, siendo la mas grande del mundo (entre 15 y 16 millones, entre el
16 y el 24 % de la poblacion irani, dependiendo de las fuentes consultadas) La mitad de
la poblacion es urbana residiendo en ciudades de mayoria azeri como Tabriz, Urmia,
Ardebil y Zanyéan (Frey, 2004; International Business Publication, 2009). La poblacién
azeri también se encuentra en otras partes de Iran como las provincias de Hamadan,
Qazvin, Markazi, Kurdistan, y Guilan al noroeste y Golestan al nordeste (véase apartado
10.2.1), ademas existen comunidades en grandes ciudades como Teherdn o Karaj
(International Business Publication, 2009). Son mayoritariamente musulmanes chiitas,
desde que la dinastia safavida impuso esta rama del Islam como religion oficial del
imperio. Otros grupos étnicos principales que habitan en la region son:

» Kurdos: el segundo grupo étnico en numero de habitantes. Se localizan
fundamentalmente en la frontera de Azerbaijan Occidental con Irak, Turquia y el
Kurdistan irani. Hablan la lengua kurda (sorani) y son musulmanes sunies.
Forman comunidades tanto rurales como urbanas en esta region (vease apartado
10.2.3; Tapper, 1988; International Business Publication, 2009).

e Armenios: pueblo de origen caucasico y de lengua armenia (de origen
indoeuropeo) que practican predominantemente el cristianismo gregoriano, y
que a lo largo de su historia se mantuvieron como nacion independiente, 0
formando parte de distintos imperios persas y del Imperio Otomano, entre otros.
En esta region son mayoritariamente una comunidad urbana, siendo la més
grande la de Tabriz (International Business Publication, 2009).

* Asirios: pueblo de origen mesopotamico y de lengua neosiriaca 0 neoaramea
(procedente del antiguo arameo) que practican cristianismo siriaco (iglesia asiria
de oriente). Histéricamente descienden del antiguo Imperio Asirio que fue
absorbido por los distintos imperios persas y por el Imperio Otomano. Se
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localizan principalmente al oeste del lago Urmia (Azerbaijan Occidental), y la
mayor comunidad se encuentra en la ciudad del mismo nombre (International
Business Publication, 2009).

10.2.3 Poblamiento del Kurdistan Irani

El Kurdistan (“tierra de los kurdos™) es una region geografica y cultural localizada
al sur del Caucaso y al norte de la antigua Mesopotamia, en la que el pueblo kurdo es
mayoritario (Figura 114). Para algunos autores el término Kurd que aparece en
documentos del Imperio Persa islamico servia para nombrar las tribus nomadas
dedicadas al pastoreo mas que para designar el grupo étnico concreto (MacKenzie,
1964; Asatrian, 2009). Para otros autores estos documentos si que reconocian el origen
étnico de este término al tratase de una poblacidén reconocida anteriormente (lzady,
1992). Sin embargo, su etimologia es aun discutida, aunque ha sido relacionada con
diferentes toponimos, como la antigua region de Karda o Qarda al sur del lago Van
(este de Turquia) recogida en textos sumerios del 11l milenio a. C. (Wixman, 1984), por
lo que podria proceder del término troncal sumerio kur, que significa “montafia”, de tal
forma que los kurdos serian los “habitantes de la montafia” o simplemente
“montafieros” (Hennerbichler, 2012).

El origen del pueblo kurdo se remonta a las poblaciones neoliticas euroasiaticas
gue se asentaron en el norte de Mesopotamia, como los guties o los lulubies, en el V
milenio a. C (Mallory, 1989). Durante los ultimos milenios a. C. estas poblaciones
sufrieron un proceso de “iranianizacion” por los pueblos indo-iranios procedentes de
Asia Central en varias oleadas distintas: una primera entre el 2200-1600 a. C. desde el
norte por las estepas rusas hasta el norte de Mesopotamia y los montes Zagros, otras
posteriores a través de la meseta irani hacia el noroeste irani dando lugar al reino de
Mitanni (1500-1300 a. C.) y a los Imperios Medo y Persa (800-600 a. C.), y por ultimo
desde las estepas pdnticas (escitas, 700 a. C.). Estas migraciones dieron lugar al origen
multiétnico y multicultural de los poblaciones antepasadas de los kurdos, y supusieron
la suplantacion de las lenguas que se hablaban en la region (lenguas proto-no-iranias)

por las lenguas iranias (lenguas kurdas) (Hennerbichler, 2011; Hay, 2014).
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Figura 114. Mapa de la distribucion actual de la poblacion kurda en el Suroeste
Asidtico. La mancha verde principal corresponde a la region historica del
Kurdistdn. Los puntos negros representan los principales nucleos de esta
poblacién.

El pueblo kurdo ha sufrido un destino similar al de otros pueblos del Caucaso y
Mesopotamia, como el asirio o el azeri, siendo absorbidos por los imperios persas
preislamicos e islamicos, con algunos periodos de semi-independencia (como vasallos
de califatos) de algunos principados kurdos, durante la baja Edad Media. Llega a tener
su maximo esplendor durante la dinastia ayubi iniciada por Salah al-Din Yusuf
(Saladino) en el siglo XII d. C., de origen kurdo, que entre otros muchos territorios
gobernaba el sur del Kurdistadn. En la Edad Moderna, el Kurdistan queda dividido entre
el Imperio Safavida persa y el Imperio Otomano turco, lo que supuso una serie de
rebeliones y levantamientos, primero contra los persas, y mas tarde contra los otomanos,
ya que estos les permitieron conservar su relativa autonomia hasta el siglo XIX d. C.
Actualmente el Kurdistan ocupa la parte este de Turquia, el noreste de Siria, el norte de
Irak y el noroeste de Irdn (Figura 114).

La parte irani del Kurdistan esta formada por las provincias occidentales del norte
de Iran donde la poblacion kurda es mayoritaria: Kurdistan, Kermanshah y partes de las

provincias de Ilam y Azerbaijan Occidental (Figura 115). Hay entre 4 y 6.5 millones de
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kurdos en Iran, siendo el tercer grupo étnico en el pais por nimero de individuos,
después de persas y azeries (9-10 % del total de la poblacion irani). Forman
comunidades tanto urbanas (en ciudades kurdas como Sanandaj, Mahabad, Saqgez o
Baneh) como rurales, quedando algunos grupos que practican el nomadismo. Muchas de
las comunidades rurales mantiene una estructura tribal de organizacion social. La
poblacion kurda irani tambien reside en otras partes del pais como las provincias de
Fars, Kerméan, y Sistdn y Baluchistan, aunque el grupo mas numeroso fuera del
Kurdistan es el que se encuentra en Jorosan del Norte, en la frontera con Turkmenistan.
Se trata de los descendientes de los que fueron trasladados por la fuerza desde el
Kurdistan irani durante el Imperio Safavida para defender la frontera de las incursiones
de uzbecos y kazajos (siglo XVII d. C.). Los kurdos son mayoritariamente musulmanes
sunies, aungue en algunas comunidades hay mas diversidad religiosa que en otras, como
en &rea del sur del Kurdistan, donde practican la rama chiita del Islam (International
Business Publication, 2009). Otros grupos étnicos que habitan en la region son:

* Luros: pueblo procedente de los montes Zagros (Lorestan) que habla una lengua
irania occidental del sur, el lori, relacionada con el kurdo y el persa. Son
musulmanes chiitas. En esta region son generalmente una comunidad urbana,
aunque tradicionalmente eran pastores nomadas (International Business

Publication, 2009). En la region también habitan poblaciones persas y azeries.

10.2.4 Otros grupos étnicos de la region sur del Mar Caspio

Talyshi

Pueblo iranio que habita una regién compartida por los actuales estados de
Azerbaijan e Irédn, en la costa suroeste del Mar Caspio. Hablan el idioma talyshi, que
pertenece a la rama occidental de las lenguas iranias (Lewis et al., 2014), y que al igual
que los dialectos tati, se supone que procede del antiguo azeri que se hablaba en la
region antes de su “turquificacion”. Se cree que su origen es mixto, al proceder de la
“persianizacién” de los Cadusii, antigua tribu originaria del Mar Caspio, aungue es
dificil establecerlo (Asatrian & Borjian, 2005). Los estudios de marcadores genéticos
poblacionales parecen confirmar el origen caucésico de esta poblacion (Nasidze et al.,
2009). En Irén, los Talyshi se encuentran en las provincias de Guilan (al norte, en la
region de Talesh) y Ardabil (Figura 115), y se les considera una minoria étnica. Son

musulmanes, tanto sunies como chiitas.
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Figura 115. Distribucion de los principales grupos étnico-linguisticos en
Ir&n, con sus principales ciudades. Las manchas que hacen referencia a los
kurdos y azeries se corresponden con el Kurdistan y el Azerbaijan iranies
respectivamente.

Guilakies y Mazandaranies

Pueblos iranios que habita en la costa sur del Mar Caspio, los primeros en la

provincia irani de Guilan y los segundos en la provincia de Mazandaran (Figura 115).

Los montes Elburz marcan el limite meridional de estos pueblos. Hablan las lenguas

guilaki y mazandarani, respectivamente, ambas estrechamente relacionadas entre si y

pertenecientes a la rama occidental de las lenguas iranias, dentro de lo que algunos

autores denominan lenguas del Caspio (Lewis et al., 2014). Se piensa, como en el caso

Diego Rey Medrano

68



Introduccion

de los Talyshi, que tienen un origen mixto al estar relacionados genéticamente tanto con
poblaciones del sur del Caucaso (armenios y azeries) como con sus grupos vecinos de
origen persa (Nasidze et al., 2006). Ambos grupos tienen una poblacion en torno a los

tres millones de individuos. Son musulmanes, mayoritariamente chiitas.

11. ASPECTOS ANTROPOLOGICOS Y LINGUISTICOS DE LAS
POBLACIONES DE LA REGION DEL MAR CASPIO

Los aspectos linguisticos han sido utilizados para el estudio del origen de las
poblaciones que hoy ocupan el “corredor irani” que comunica Europa con Asia, ya que
la propagacion y difusion de las lenguas va acompafada de fendmenos demograficos,
como movimientos poblaciones, invasiones y migraciones. Esto supondria fendmenos
de sustitucion e implantacion linguistica y/o cultural por los nuevos pobladores, que
podria 0 no conllevar una aportacion genética (véase apartado 12.3). Las lenguas que se
hablan en esta region pertenecen fundamentalmente a dos grandes familias linguisticas,
la indoeuropea (farsi o persa, kurdo, armenio, baluchi, lori, talyshi, mazandarani,

guilaki) y la altaica (azeri, turcomano, turco de Jorasan, khalaj).

11.1 Lenguas indoeuropeas: las lenguas kurdas

Los pueblos que habitaban la region desde Anatolia hasta la meseta irani, pasando
por Mesopotamia, ya en el Il milenio a.C., tales como los hurritas, hablaron
probablemente lenguas relacionadas con las lenguas caucasicas modernas, como las
lenguas caucasicas septentrionales (lenguas nakh y daguestanies) (Arnaiz-Villena &
Alonso-Garcia, 2001). De hecho, algunos autores sostienen que las ya extintas lenguas
hurrita-urartianas (las lenguas que hablaban los hurritas de los reinos Mitanni y Urarto
respectivamente) pertenecen junto con las lenguas caucasicas a la macrofamilia
alarodiana al tener un alineamiento morfosintactico similar de tipo ergativo (Diakonoff
& Starostin, 1986). Otros autores incluyen estas dos familias de lenguas en la
macrofamilia dené-caucasica, que incluiria lenguas como el vasco, las lenguas sino-
tibetanas o las lenguas na-dené (Ruhlen, 1994). Los hurritas, asi como otros grupos
mesopotamicos (los guties o los lulubies, véase apartado 10.2.3), son considerados por
varios investigadores como antepasados del pueblo kurdo, cuyo territorio actual se
corresponde con la distribucion de estas poblaciones. Sin embargo, los kurdos no hablan
una lengua de origen caucasico, ya que la lengua kurda pertenece a la familia de las

lenguas indo-iranias (dentro de las lenguas indoeuropeas), como muchas de las lenguas
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habladas por poblaciones vecinas (persa, talyshi, guilaki 0 mazandarani). Esto se debe a
las migraciones indo-iranias desde Asia Central (Gimbutas, 1977) en varias oleadas,
entre ellas la mas importante a través la meseta irani (800-600 a. C.), que supusieron un
proceso de “indoiranizacion” (Hennerbichler, 2012), mediante la incursion de las tribus
medas que conformaron posteriormente el imperio del mismo nombre. Esto supuso la
sustitucion de la antigua lengua no indoeuropea (probablemente una lengua de la familia
hurrita-urartiana) por las lenguas proto-iranias que dieron lugar a las lenguas kurdas
modernas.

Dentro de las lenguas kurdas se pueden distinguir dos grupos pertenecientes
ambos a la rama norte occidental de las lenguas iranias: las lenguas kurdas y las lenguas
zaza-gorani. El primero presenta cuatro variantes (Lewis et al., 2014):

e Kurmanji: kurdo del norte, hablado principalmente en Turquia, Irak y en el
noroeste y noreste de Iran (este de Azerbaijan Occidental y Jorosan), con un
mayor numero de hablantes.

« Sorani: kurdo central, hablado en Irak e Iran norte occidental (sur de Azerbaijan
Occidental y Kurdistan). La variante dialectal babani se habla en las ciudades de
Saqgez y Baneh (véase Materiales y Métodos apartado 1.1).

» Kermanshahi: kurdo del sur, hablado principalmente en Irak e Iran occidental
(provincias de Kermanshah e llam).

* Laki: hablado en Iran occidental (norte de llam y Lorestan), el mas minoritario
de este grupo en cuanto al nimero de hablantes.

Con respecto al segundo grupo, las lenguas zaza-gorani, éste presenta seis
variantes: bajelani, dimli o zazaki, gorani, kirmanjki, sarli y shabak, todas habladas por
grupos kurdos fuera de Irdn (Turquia e Irak principalmente), salvo el gorani que se
habla en partes del Kurdistan irani. Este, a pesar de ser una lengua irania, presenta en
algunas construcciones un alineamiento morfosintactico de tipo ergativo. Esto podria
sugerir la presencia de la huella de la lengua hurrita que se hablaba antes de las

migraciones indo-iranias (Arnaiz-Villena et al., 2002; Hennerbichler, 2011).

11.2 Lenguas altaicas: el turcomano y el azeri

En la region sur del Mar Caspio (Azerbaijan, Irdan y Turkmenistan) actualmente no
solo se hablan lenguas pertenecientes a las macrofamilia indoeuropea. En esta region
también estan presentes lenguas de la macrofamilia altaica, que recibe este nombre del

macizo de Altai, en Asia Central (posible origen de este grupo). Entre las lenguas
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altaicas que se hablan en esta region se encuentran el turcomano y el azeri. Ambas se
incluyen dentro de las lenguas turquicas sur occidentales, también llamadas lenguas
oghuz.

Los turcomanos son considerados un pueblo tdrquico oghuz tradicionalmente
nomada procedente de Asia Central (véase apartado 12.3), de una region historica
conocida como Transoxiana por los griegos (“tierra mas alla del rio Oxus”, actual Amu
Daria) y como Turan por los persas, situada entre el mar de Aral y la cordillera de Pamir
(actual Uzbekistan). Se piensa que estos pueblos llegaron a la region sur oriental del
Mar Caspio en diferentes momentos a partir del siglo X d. C. llevando consigo su
cultura, sus tradiciones y por su puesto su lengua de origen tarquico (Askarikhanegha &
Sharifkamali, 1995; Luther, 2001). La primera migracién de este pueblo de la que se
tiene constancia es la producida por la tribu selyucida procedente del Mar de Aral, que
ocupO Persia a finales de este siglo consolidandose en el imperio del mismo nombre.
Sin embargo, esto ha sido discutido por otros autores que argumentan que las tribus que
se encuentran en el noreste de Irdn no son de origen selylcida, y que llegaron mas tarde,
con la conquista de Persia por parte del Imperio Mongol (procedente de Asia Oriental),
gue empujo a las tribus turcomanas al este del Mar Caspio, y del Imperio Timdrida
(procedente de Transoxiana), periodo en el que se establecieron definitivamente en la
region (Johanson, 2006).

Los azeries, al igual que los turcos de Anatolia (Turquia), también hablan en la
actualidad una lengua turca oghuz de la rama occidental. Sin embargo, los pueblos que
habitaron la region al sur del Caucaso oriental, como los Mannai, a los que se considera
como el sustrato mas antiguo de los azeries, hablaron probablemente una lengua hurrita-
urartiana (Zadok, 2006). Estos, al ser asimilados por los pueblos indo-iranios, los medos
principalmente, sufrieron un proceso de sustitucion linguistico-cultural, que supuso el
desarrollo de la antigua lengua azeri, también conocida como adari, de origen iranio,
extinta en la actualidad, y hablada en Azerbaijan y las provincias azeries de Iran. Méas
tarde, con la irrupcién de la dinastia turca oghuz selyucida, que llego hasta Anatolia,
comenzo6 un proceso paulatino de “turquificacion” cultural que se consolidd con la
instauracion del llkanato mongol en Persia. De este modo comenzo a imponerse el uso
de la lengua turca en la region azeri, centro politico de este imperio, ya que la mayoria
de sus ejércitos eran de origen turquico (Yarshater, 1988). La subida al poder de la
dinastia safavida, apoyada por tribus turcas o turco-hablantes (quezelbas) procedentes
de Anatolia e instaladas en Azerbaijan, termind por hacer desaparecer el adari, y este
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término (0 mé&s comdnmente, el azeri) paso a ser utilizado para definir el turco hablado
en dicha region. Sin embargo hay constancia en fuentes escritas de que esta lengua
continud en uso hasta el siglo XVII d. C. (Yarshater, 1988). Ciertos autores consideran
que algunos dialectos iranios que se hablan actualmente en Azerbaijan y el noroeste de
Irdn, como ciertos dialectos tati o talyshi descienden directamente del antiguo azeri
(Minorsky, 1957; Yarshater, 1988), mientras que otros argumentan que son dialectos de
las lenguas iranias occidentales importados posteriormente (Henning, 1954). Ademas,
varios autores han recogido un gran namero de palabras no turcas utilizadas en el turco
azeri, que podrian ser préstamos del antiguo adari, o bien del persa, aunque su origen es
discutido (Yarshater, 1988).

12. MARCADORES GENETICOS EN EL ESTUDIO DEL POBLAMIENTO DE
LA REGION DEL MAR CASPIO

Los estudios antropologicos y linglisticos nos han ayudado a conocer cuando y
como se pudo poblar la region del Mar Caspio. Ademas, con las tecnologias
desarrolladas en el campo de la biologia molecular, podemos continuar descubriendo
datos que arrojen mas informacion sobre este poblamiento.

Tecnologias como estudios de polimorfismos de ADN en el cromosoma Y,
estudio de polimorfismos de ADNmt y andlisis de las variantes alélicas de los genes
HLA entre otros, han incrementado favorablemente el conocimiento de las
caracteristicas genéticas de los pobladores de esta region y permiten su comparacion
con otras poblaciones alrededor del mundo con el fin de desarrollar anélisis de
emparentamiento para relacionar poblaciones y finalmente hacer un estudio en conjunto

con los datos historicos, linglisticos y antropoldgicos.

12.1 ADN mitocondrial

El ADNmt humano tiene caracteristicas Unicas que lo hacen apropiado para
estudios microevolutivos. Posee una alta tasa de mutacion (de 5 a 10 veces superior que
la del ADN nuclear), no sufre recombinacion génica y tiene una transmision
unidireccional por via materna a lo largo de las generaciones (Brown & Wright, 1979).
Fue descubierto en 1963, pero su secuencia se conoce totalmente desde el afio 1981, y
comprende 16569 pb (Anderson et al., 1981). Posee un total de 37 genes que codifican
para los ARN ribosomicos (ARNr) 12s y 16s, para 22 ARNts, y para 13 proteinas
implicadas en la maquinaria energética de la célula en la mitocondria (Wallace et al.,
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1999). EI ADNmt tiene muy pocas regiones no codificantes, entre las que destaca la
denominada region D-loop (1122 pb), que constituye el fragmento méas largo de
secuencia no codificante, encargada de regular e iniciar la replicacion del ADNmt.
Ademas, la region D-loop posee un alto grado de polimorfismo, y es ahi donde se han
centrado la mayoria de los estudios evolutivos recientes (Cann et al., 1987; Macaulay et
al., 1999; Quintana-Murci et al., 2004).

TABLA 16. Principales enfermedades asociadas a genes mitocondriales.

Enfermedades asociadas

Genes mitocondriales afectados

Encefalomiopatias

Sindrome MERRF

Sindrome MELAS

Sindrome de Kearns-Sayre
Oftalmoplegia externa progresiva (PEO)
Miopatia mitocondrial infantil transitoria
Miopatia mitocondrial infantil letal
Déficit del complejo | mitocondrial
Déficit del complejo IV mitocondrial

Déficit del complejo V mitocondrial

Genes ARNt (MTTK, MTTF, MTTH, ...)
Genes ARNt (MTTL1, MTTQ, MTTH, ...)
Gen ARNt MTTL1

Delecion de ADNmt

Gen ARNt MTTE

Gen ARNt MTTT

Genes NADH deshidrogenasa, genes ARNt

Genes citocromo c¢ oxidasa (MTCO), genes
ARNt

Genes ATP sintasa (MTATP), genes ARNt

Sistema Nervioso

Genes ARNt, genes ATP sintasa, genes

NADH deshidrogenasa
Sindrome NARP Gen MTATP6

Genes NADH
MTCOS3, MTATP6

deshidrogenasa, MTCOL,

Atrofia 6ptica de Leber (LHON)
Otras enfermedades mitocondriales
Diabetes mellitus y sordera (DAD) Genes ARNt (MTTE, MTTK, MTTL1)

Sindrome de Pearson Delecion de ADNmt (4977 pb)

MERRF: epilepsia miocl6nica asociada a fibras rojas rasgadas (del inglés Myoclonic Epilepsy
with Ragged Red Fibers); MELAS: encefalomiopatia mitocondrial, acidosis lactica y episodios
parecidos a un accidente cerebrovascular (del ingles Mitochondrial Encephalomyopathy, Lactic
Acidosis, and Stroke-like episodes); NARP: neuropatia, ataxia y retinitis pigmentaria.
(McKusick, 2014).

Diego Rey Medrano 73



Introduccion

Estos estudios estdn basados en dos estrategias metodoldgicas diferentes. La
primera de ellas consiste en el andlisis de polimorfismos en la secuencia del ADNmt
mediante el uso de enzimas de restriccion (RFLP, del inglés Restriction Fragment
Length Polymorphism). Los resultados obtenidos a partir de la aplicacion de esta
metodologia permitieron caracterizar sitios de restriccién polimérficos propios de
determinados grupos étnicos (Vigilant et al., 1991). La segunda corresponde al analisis
de polimorfismos de secuencia (SNPs) en el ADNmt, mediante la secuenciacion de las
regiones hipervariables I, 11 y I11 del D-loop (Merriwether et al., 1996).

Los andlisis evolutivos mediante este marcador genético, sélo informan de manera
macrogeografica, es decir, no tienen tanta afinidad geografica como lo puedan tener los
estudios realizados con otros marcadores como los genes HLA. Por otro lado, parece ser
gue sobre este genoma recaen muchas asociaciones a distintas enfermedades, con lo
que, seguramente la seleccion natural actie de manera efectiva para eliminar algunos
haplogrupos (conjunto de haplotipos que comporten determinadas variantes alélicas) y

mantener algunos otros (Tabla 16).

12.2 Cromosoma Y

El cromosoma Y, uno de los dos cromosomas sexuales, se divide atendiendo a su
funcionalidad en tres regiones: las dos primeras, son las regiones pseudoautosémicas,
PAR1 y PAR2 (del inglés, Pseudoautosomal Region I, Il1), llamada asi porque es
homologa con ciertas secuencias del cromosoma X para poder aparearse correctamente
los cromosomas sexuales durante la meiosis. La tercera region es la especifica del
hombre, MSY (del inglés, Male Specific Region Y), antes conocida como NRY (del
inglés, Non-recombining Region Y) (Skaletsky et al., 2003). Esta region comprende el
95% del cromosoma Y. Con excepcion de una region PAR1, el cromosoma Y se hereda
en bloque, del padre al hijo, sin que haya recombinacion, lo que representa un registro
enorme de mutaciones que se han ido “grabando” en el ADN a lo largo de la evolucion
humana.

El cromosoma Y es un buen marcador genético para este tipo de estudios ya que
no se han descrito muchas enfermedades asociadas a este marcador, las cuales estan
relacionadas principalmente con el aparato reproductor masculino y la
espermatogénesis, como la disgenesia gonadal o la azooespermia (Tabla 17), con lo que

la seleccion natural no ha influido en mantener diversos haplogrupos especificos.
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TABLA 17. Principales enfermedades asociadas a genes del cromosoma Y.

Enfermedades asociadas Genes afectados (localizacién)

Disgenesia gonadal XY (Sindrome de Swyer) SRY (Ypll.31)

Azoospermia USP9Y (Y(ql1.21)

Sindrome de células de Sertoli Deleciones en la region AZF (Yqll)
Retinosis pigmentaria RPY (Y)

Discondrosteosis de Leri-Weill SHOXY (Ypll1.32)

Displasia mesomélica de Langer
Sordera ligada a cromosoma Y DFNY1 (Y)

Sindrome de las orejas peludas HEY (YQq)

SRY: region Y determinante del sexo (del ingles Sex-determinig Region Y); AZF: factor
azoospérmico (del inglés Azoospermia Factor). (McKusick, 2014).

En la region MSY del cromosoma Y, sélo se han identificado 27 genes, que en su
mayoria estdn involucrados en funciones especificas del vardén, entre ellas su
determinacion sexual, como el gen SRY, implicado en el desarrollo testicular (Skaletsky
et al., 2003; Krausz et al., 2004). Es en la region no recombinante donde se genera el

polimorfismo que define los distintos haplogrupos del cromosoma Y.

12.3 Estudio de genomas completos: secuenciacion de alto rendimiento

En los Gltimos afios se han desarrollado técnicas que permiten realizar la
secuenciacion de forma paralela de un gran nimero de fragmentos génicos produciendo
de miles a millones de estas operaciones simultaneamente. Basado en el método clésico
de secuenciacion de Sanger (las bases terminadoras de pequefios fragmentos de ADN
son identificadas de forma secuencial a través de sefiales que emiten cuando cada
fragmento es resintetizado a partir de una hebra de ADN molde; Sanger et al., 1977),
esta técnica de secuenciacion de alto rendimiento o0 NGS (del inglés Next-Generation
Sequencing) permite secuenciar largas extensiones de ADN abarcando genomas
completos siguiendo a grandes rasgos el siguiente procedimiento: el ADN genémico de
una muestra es fragmentado en una genoteca de pequefios fragmentos susceptibles de
ser secuenciados uniformemente en millones de reacciones paralelas; las nuevas

cadenas de ADN son reensambladas utilizando un genoma de referencia, de tal forma
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gue la secuencia del genoma completo deriva del consenso de las secuencias obtenidas
alineadas (Srivatsan et al., 2008).

Esta técnica tiene mdaltiples aplicaciones, entre ellas los estudios antropologicos y
evolutivos. Sin embargo, en estos casos se lleva acabo una secuenciacion dirigida que
permite secuenciar un conjunto determinado de regiones a lo largo de todo el genoma,
donde se encuentran los SNPs que se deseen analizar, mediante la hibridacion de estas
regiones con sondas magnéticas especificas para cada una de las alternativas del
polimorfismo, que permite fijar las regiones de interés que seran posteriormente
amplificadas y secuenciadas. En este tipo de técnica se enmarca el reciente estudio
gendémico en muestras de ADN antiguo de europeos que habitaron 6000 y 1000 afios a.
C. desde la Peninsula Ibérica hasta Europa Oriental, comparandolas con muestras de
poblaciones europeas actuales. Este trabajo concluye, mediante anélisis de componentes
principales y de mestizaje, que las poblaciones europeas actuales presentan un
componente genético ancestral procedente de los pueblos de la cultura Yamna (véase
apartado 10.1) en mayor o menor proporcién (menor en Europa meriodional), lo que
significa que hubo una migracién hacia el corazon de Europa procedente de los pueblos
kurganes de las estepas pdnticas durante el Neolitico final (2500-2000 a. C.). Esto
podria interpretarse como que fueron estos pueblos de la estepa los que introdujeron las
lenguas indoeuropeas en Europa (Haak et al., 2015).

Sin embargo, esta metodologia esta aun en fase de desarrollo y la tecnologia
empleada es todavia incipiente, por lo que es bastante costosa y requiere grandes
concentraciones de ADN para ser llevada a cabo. De momento, los estudios llevados a
cabo no han arrojado datos o conclusiones nuevas a cerca de la historia evolutiva del
hombre y sus procesos migratorios, confirmando lo que sostienen estudios previos

basados en marcadores clasicos (véase apartados siguientes).

12.4 Aplicacion al estudio del poblamiento de la region del Mar Caspio

Con respecto al poblamiento de la region del Mar Caspio y a los movimientos
poblacionales que han tenido lugar en el “corredor irani” que comunica Oriente con
Occidente se han realizado diversos estudios a partir de estos marcadores genéticos
(ADNmt y cromosoma Y).

Diego Rey Medrano 76



Introduccion

T z

Macrohaplogrupos
L
M

N (salvo R)
*R

Figura 116. Mapa de las migraciones poblacionales humanas basadas en la
dispersion de los haplogrupos de ADNmt. En el recuadro inferior izquierdo figuran
los haplogrupos mayoritarios en las poblaciones de Irdn y su posible origen
(Quintana-Mureci et al., 2004; Nasidze et al., 2004; Terreros et al., 2011).

Segun los estudios basados en ADNmt, muchos de los pueblos euroasiaticos se
caracterizan por tener haplogrupos derivados del haplogrupo N, a su vez derivado del
haplogrupo L3 procedente de Africa (Macaulay et al., 1999). Anélisis llevados a cabo
mediante el estudio de haplotipos RFLP de ADNmt indican que la poblaciones situadas
desde la meseta irani hasta el Caucaso y Anatolia presentan una alta diversidad de
linajes mitocondriales pero con una composicion comudn con poca contribucion del sur
de Asia o de Eurasia oriental (la mayoria de los linajes comunes o autoctonos de estas
regiones estdn ausentes o en muy baja frecuencia), y que de hecho, las poblaciones
iranies (guilakies, mazandaranies, kurdos, luros y persas) presentan un llamativo grado
de homogeneidad sugiriendo altos niveles de flujo génico entre poblaciones (Quintana-
Murci et al., 2004; Figura 116).

El hecho de la escasa contribucion genética de las poblaciones de Asia Central a
las poblaciones del “corredor irani”, Caucaso y Anatolia, es sorprendente si atendemos a
las sucesivas oleadas migratorias histéricamente documentadas de las tribus altaicas
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(Mongoles, Turcos oghuz) desde la baja Edad Media, que ocuparon estas regiones y
Ilevaron a cabo del proceso de “turquificacion” a nivel linglistico-cultural. Esto
concuerda con analisis de haplogrupos del cromosoma Y en poblaciones de Asia
Central y Préximo Oriente, en los que se observa que el haplogrupo R-M17 (también
denominado R-M198 o R1ala), caracteristicos de poblaciones indo-iranias y altaicas, es
bastante escaso tanto en las poblaciones iranies actuales como en las poblaciones
caucasicas, sugiriendo un origen comun de estas (véase mas adelante; Wells et al., 2001;
Zerjal et al., 2002).

En esta misma linea los estudios llevados a cabo por Nasidze et al. analizan el alto
grado de diversidad en la region en cuanto a los linajes de ADNmt, asi como la estrecha
relacion de las poblaciones actuales del Caucaso con poblaciones irani y kurda,
mostrandose mucho mas préximas genéticamente que con otras poblaciones de Eurasia
(Nasidze et al., 2004).

Sin embargo, un estudio reciente en poblacion irani contradice lo reportado por los
estudios previos (Quintana-Murci et al., 2004; Nasidze et al., 2004) observandose una
distribucion diferente en los linajes de ADNmt en poblacién del norte (con una
distribucion distinta a las poblaciones del sur del Mar Caspio) y del sur de Iran
(especialmente con respecto a los haplogrupos 1, J, U2 y U7), definiendo el desierto de
Kavir (centro de Iran, Figura 115) como barrera natural para frenar el flujo génico desde
el oeste (haplogrupos 1y J) y desde el este (haplogrupos U2 y U7). Ademas se apunta
hacia una proximidad genética con las poblaciones de origen arabe (presencia de
haplogrupos J y T) (Terreros et al., 2011; Figura 116).

En cuanto a los estudios llevados a cabo a partir de marcadores del cromosoma Y,
se ha constatado el alto nivel de diversidad de haplogrupos en Asia Central, lo que hace
considerar a las poblaciones centroasiaticas entre las mas antiguas del continente, y
origen de muchos de los linajes mayoritarios en Europa, América y Suroeste Asiatico
(“corredor irani”), dispersados mediante sucesivas migraciones. Entre ellos esta el
haplogrupo R-M17, asociado con el desarrollo y la expansion de las culturas Yamna y
Andrénovo desde las estepas ponticas y rusas, y por consiguiente, de la cultura y
lenguas indo-iranias (Wells et al., 2001; Quintana-Murci et al., 2001; Figura 117). Para
confirmar esta hipdtesis se llevé a cabo un estudio de ADN antiguo a partir de restos
0seos de individuos pertenecientes a la cultura de Andrénovo (kurganes) hallados al sur
de Siberia, constatando que la mayoria de los individuos eran portadores de este
haplogrupo (Keyser et al., 2009). Sin embargo, estos estudios determinan que este
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haplogrupo tiene poca presencia en la poblacion actual irani, asi como en las
poblaciones turca y azeri, que parecen estar mucho mas préximas a las poblaciones de
Oriente Proximo y Caucaso. Los autores hipotetizan sobre la posibilidad de que las
poblaciones caucésicas y mesopotamicas asentadas antes de las migraciones indo-
iranias y tdrquicas eran lo suficientemente densas como para enmascarar cualquier
contribucion genética y/o que la sustitucion lingiistica pudo deberse a un modelo de
“elite dominante”, modelo segun el cual una minoria recientemente inmigrada domina
politica, econdmica y culturalmente (Wells et al., 2001).

5
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Figura 117. Mapa de las migraciones poblacionales humanas basadas en la
dispersion de los haplogrupos de cromosoma Y. En el recuadro inferior izquierdo
figuran los haplogrupos mayoritarios en las poblaciones de Irdn y su posible origen
(Semino et al., 2000; Wells et al., 2001; Grugni et al., 2012).

Sin embargo, estudios posteriores en poblacion irani observan una mayor
diversidad en cuanto al haplogrupo R-M17 se refiere, encontrandose éste con
frecuencias superiores al 18% en poblaciones urbanas de Teheran e Isfahan (Nasidze et
al., 2004) o con grandes diferencias entre poblacion del sur y del norte de Irdn (15% vs.
3% respectivamente; Regueiro et al., 2006). Con respecto a la diferencia de distribucion
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de este haplogrupo entre las dos muestras poblacionales, los autores especulan sobre
una posible migracion indo-irania hacia la India que podria haber dejado su huella
genética en la poblacion del sur y en la que el desierto de Lut (sudeste de Iran, Figura
115) habria frenado su expansion a través de la meseta irani, de forma similar a lo
reportado por algunos estudios basados en el ADNmt (Terreros et al., 2011). También
hacen hincapié en la importancia del “corredor irani” en la diseminacion de ciertos
haplogrupos como el J1 (J-M267) y el J2 (J-M172) desde el oeste (poblaciones arabes)
hacia Asia (India) (Regueiro et al., 2006). Un estudio reciente basado en 15 grupos
étnicos iranies diferentes sugiere una mayor diversidad y heterogeneidad en la
distribucion de los haplogrupos del cromosoma Y en estas poblaciones posiblemente
debido a la aportacion genética de las distintas migraciones procedentes del Caucaso,
Asia Central y Eurasia Occidental. También incide en las barreras geograficas (montes
Zagros, desierto de Lut) como factores limitantes del flujo génico de determinados
haplogrupos como el R-M17. Cabe destacar de este estudio la heterogeneidad en la
poblaciones de la region sur del Caspio, entre ellas los azeries (Grugni et al., 2012).

Con respecto a las poblaciones de la region sur del Mar Caspio en estudio, los
turcomanos procedentes de Turkmenistdn presentan una frecuencia considerable de
haplogrupos de ADNmt descendientes del macrohaplogrupo M, originario de Eurasia
central-oriental (del 19 al 31% segun diferentes estudios), concretamente un inusual
haplogrupo mixto E/G encontrado solamente en una poblacidon siberiana (Maliarchuk et
al., 2002; Quintana-Murci et al., 2004). Esto indicaria la presencia de un fuerte
componente turquico-mongoloide en el sustrato genético de esta poblacién. En cuanto a
los estudios basados en cromosoma Y, los resultados son mas o menos concordantes.
Wells et al. observaron en poblacién turcomana de Turkmenistdn una presencia
mayoritaria del haplogrupo R-M173 (R1) de gran presencia en Eurasia, pero cuyo
origen se cree que se sitla en Asia Central (Wells et al., 2001). Un estudio mas reciente
en turcomanos del Golestan identifica como haplogrupo mayoritario en esta poblacion
el Q-M25 (42.6%), grupo hermano del R-M207 (precursor del R-M173) y con un lugar
de origen comun (region Altai/Baikal, The International Society of Genetic Genealogy,
2014), lo que podria identificarse como una contribucion de tribus altaicas (mongoles,
turcos oghuz), hecho que concuerda con lo sugerido por los estudios de ADNmt. No
obstante, la presencia considerable del haplogrupo R-M17 sugiere una contribucion
anterior por parte de las migraciones indo-iranias también procedentes de esta region
(Grugni et al., 2012).
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Los azeries procedentes de Azerbaiyan presentan exclusivamente haplogrupos de
origen euroasiatico occidental, como el H (el mas frecuente), el J o el T, situdndose
genéticamente muy proximos a otras poblaciones del Caucaso (Georgianos, Armenios)
y de Anatolia (Turcos), lo que sugiere un origen comun. También se observa relacién
con las poblaciones vecinas de Iran (véase apartado 10.2.2, Quintana-Murci et al.,
2004). Sin embargo, en un estudio reciente se observa tanto en poblacion turca como
azeri (Azerbaiyan) haplogrupos descendientes del macrohaplogrupo M de origen en
Eurasia central-oriental en un frecuencia significativa, sugiriendo cierta influencia de
los grupos procedentes de esta zona posiblemente a través de la migracion oghuz hacia
esta region (Schonberg et al., 2011).

En lo que respecta a los estudios basados en cromosoma Y los azeries iranies
presentan con una elevada frecuencia el haplogrupo J (principalmente el J2, del 39 al
48%, segun diferentes estudios) lo que sugiere un fuerte componente genético con
origen en Oriente Proximo (Wells et al., 2001; Andonian et al., 2011). Estos estudios
contradicen la influencia de los grupos de origen tdrquico sugerida por el ADNmt
(Schonberg et al., 2011), al menos en lo que se refiere a la linea paterna. Sin embargo,
otros autores observan la presencia del haplogrupo R-M17 con una frecuencia similar a
los haplogrupos J2, situando a esta poblacion mas relacionada con los grupos vecinos
mas proximos (persas, asirios iranies, kurdos iranies) y con poblaciones de Asia Central
proximas a las poblaciones indo-iranias que pudieron colonizar la region, apoyando asi
el modelo de “elite dominante” para la sustitucion linguistica del antiguo azeri
indoeuropeo (adari) por el actual azeri de origen altaico (Yepiskopasian et al., 2011,
Grugni et al., 2012).

En cuanto a los kurdos, estudios basados en ADNmt en poblaciones procedentes
de Iran, Turkmenistan, Georgia y Turquia han determinado la presencia mayoritaria de
haplogrupos de origen euroasiatico occidental, tales como H, J o T (como en el caso de
los azeries de Azerbaiyan; Comas et al., 2000; Richards et al., 2000; Quintana-Murci et
al., 2004). No obstante los kurdos de Turkmenistan presentan una mayor frecuencia de
haplogrupos originario de Asia Central (9%) (Quintana-Murci et al., 2004). También se
ha observado una clara presencia del haplogrupo U5 en los kurdos procedentes de
Turquia (también presente en armenios y azeries pero ausente en poblaciones de Oriente
Proximo), de gran implantacion en Europa, lo que para algunos autores sugiere una
migracion reversa procedente de Europa (Richards et al., 2000). Los estudios de

emparentamiento genético a partir de este marcador demuestran que las poblaciones
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kurdas procedentes de las distintas regiones se agrupan juntas y con otras poblaciones
del sur del Caucaso, independientemente de los distintas lenguas kurdas que hablen
(kurmanji o zazaki, véase apartado 11.1; Nasidze et al., 2005).

Estudios a partir de cromosoma Y en poblaciones kurdas procedentes de Turquia,
Georgia y Turkmenistan, sugieren cierta influencia geogréafica en las relaciones de estos
grupos: los kurdos asentados en Turquia estan mas préximos en cuanto linajes de
cromosoma Y a pesar de hablar dos lenguas kurdas diferentes (y también proximos a
grupos iranies y caucésicos), mientras que los kurdos de Turkmenistan (trasladados del
Kurdistan en el siglo XVII) y los de Georgia (procedentes de Turquia en el siglo XI1X)
estdn mas alejados de estos y con una menor diversidad de haplogrupos, sugiriendo un
cuello de botella (Wells et al., 2001; Nasidze et al., 2005). Estos y otros estudios
basados en este mismo marcador observan en estas poblaciones (incluida una poblacion
del norte de Irak) una presencia dominante de los haplogrupos J (J1 y J2) indicando que
el origen de este pueblo se situaria en torno al Creciente Fértil (Anatolia, Mesopotamia
0 montes Zagros) y asociandolos estrechamente a judios y armenios por la proximidad
de sus haplotipos modales (Wells et al., 2001; Nasidze et al., 2005; Nebel et al., 2007;
Hennerbichler, 2012). No obstante, la presencia de haplogrupos R (R-M17, R-M173/R1
y R-M124/R2) en frecuencias considerables en algunas de estas muestras (kurdos de
Turquia y de Turkmenistan) y en otra procedente del Kurdistan irani indica una posible
huella geneética por parte de las migraciones indo-iranias desde Asia Central, bien a
través la meseta irani, bien a través del Céucaso, en diferentes momentos (Wells et al.,
2001; Nasidze et al., 2005; Hennerbichler, 2012; Grugni et al., 2012), lo que contradice
lo reportado por el ADNmt en el que no se observa haplogrupos originarios de esa
region (Comas et al., 2000; Richards et al., 2000).

Las frecuentes contradicciones entre los dos marcadores empleados en estos
estudios pueden deberse a un contribucidn asimétrica de las lineas paterna y materna, ya
que estan ligados al sexo, y también a que el ADNmt no tiene tanta resolucién a nivel

microgeografico, como si la presentan el cromosoma Y o el sistema HLA.

13. ESTUDIOS DEL SISTEMA HLA EN POBLACIONES DE LA REGION SUR
DEL MAR CASPIO

En los altimos afios se han llevado a cabo diferentes estudios del polimorfismo del
sistema HLA en las poblaciones asentadas en el “corredor irani”, enfocados

principalmente en conocer las relaciones genéticas de los diferentes grupos
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poblacionales para arrojar algo de luz sobre el origen y las posibles contribuciones de
cada una de las migraciones acaecidas en la region, asi como la relacion de
determinados marcadores HLA con enfermedades de considerable incidencia en estas
poblaciones.

Los primeros estudios poblacionales basados en HLA en esta region se realizaron
gracias al impulso dado por los Talleres Internacionales de Histocompatibilidad
celebrados periodicamente. Desde el 11° taller se han obtenido los perfiles HLA de
poblaciones procedentes de la meseta irani, Caucaso y Anatolia, tales como iranies farsi,
armenios, georgianos, kurdos y turcos, aunque no todas para los mismos loci HLA. En
lo que se refiere a la clase 1, a nivel del locus A, las poblaciones caucasicas —georgianos
y kurdos de Georgia— presentan frecuencias altas para los alelos HLA-A*03 (34.2% y
31.0% respectivamente), A*02 (31.0 % para georgianos y 12.0% para kurdos) y
A*24:02 (17.1% para georgianos y 11.4% para kurdos). Con respecto al locus B, estas
mismas poblaciones presentan una elevada frecuencia para el alelo HLA-B*51:01
(12.1% para kurdos y 16.2% para georgianos), siendo éste el alelo mas frecuente, asi
como para el B*35:03 (8.6% para kurdos y 11.1% para georgianos). Por ultimo, kurdos
y georgianos presentan una frecuencia muy similar de su alelo méas frecuente del locus
C, HLA-C*04:01 (en torno al 22%), mientras que los primeros presentan una frecuencia
notable del alelo C*15:02 (15.5%) y los segundos del alelo C*06:02 (11.7%) (Alexeev
etal., 1997; Mack & Erlich, 2007).

Con respecto a la clase 11, se han analizado poblaciones armenia, turca e irani. A
nivel de locus DRB1, el alelo mas frecuente en estas tres poblaciones es HLA-
DRB1*11 (26.4% para armenios, 25.0% para iranies y 19.5% para turcos). En armenios
e iranies son muy frecuentes los alelos DRB1*15 (11.2% y 18.5% respectivamente) y
DRB1*04 (17.8% y 10% respectivamente) mientras que los alelos DRB1*03:01 y
DRB1*07:01 lo son en turcos (9.0% y 8.8% respectivamente). Referente al locus
DQB1, en las tres poblaciones el alelo HLA-DQB1*03:01 es mayoritario con
frecuencias similares (31.0% para iranies, 30.1% para armenios y 25.7% para turcos),
seguido de DQB1*02:01, DQB1*05:01 y DQB1*03:02 (Alexeev & Petranyi, 1992;
Mehra et al., 1997; Mack & Erlich, 2007). En la figura 118 se muestra la distribucion de
las frecuencias de alelos HLA-DRB1 en estas poblaciones y en otras procedentes de
diversos estudios. Se observa que el alelo DRB1*11 también es el mas freucente en las
poblaciones de Oriente Proximo y Cdaucaso (judios y georgianos) asi como en los
grupos iranios mas occidentales: azeries, kurdos y persas (del 16 al 28.5%). Sin
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embargo las poblaciones de Iran situadas al este presentan alelos mayoritarios distintos:
para los turcomanos es el DRB1*15 y para baluchis y poblaciones paquistanies el
DRB1*03.

@ DRB1*01 W DRB1*03
O DRB1*04 W DRB1*07|
B DRB1*08 @ DRB1*09
HEDRB1*10 EDRB1*11]

WDRB1*12 W DRB1*13

ODRB1*14 O DRB1*15

O DRB1*16 M Otros

Figura 118. Distribucion geogréfica y poblacional de las frecuencias de alelos HLA-
DRBL1 en poblaciones del suroeste de Asia (corredor irani). Codigos de poblaciones:
TU, turcos de Estambul; TE, turcos del este; JA, judios asquenazi; JN, judios no
asquenazi; GE, georgianos; AR, armenios; Azl, azeries iranies; Kl, kurdos iranies;
Al, éarabes iranies; Pl, persas iranies; Bl, baluchis iranies; TI, turcomanos iranies;
PB, pakistanies brahui; PBu, pakistanies burusho (Alexeev & Petranyi, 1992;
Martinez-Laso et al., 1996; Mehra et al., 1997; Arnaiz-Villena et al., 2001c;
Mohyuddin et al., 2002; Mack & Erlich, 2007; Farjadian et al., 2009; Rey et al.,
2013; Farjadian & Safi, 2013).

Lo que se desprende de estos analisis es que la distribucién del polimorfismo en
estas poblaciones es similar y bastante homogénea, por lo que se puede pensar en el
origen comun de su sustrato genético, o en la existencia de flujo génico entre
poblaciones vecinas. Algo similar se desprende de otros estudios en poblacion turca y
kurda, donde las frecuencias haplotipicas HLA vy las distancias genéticas basadas en las
frecuencias de alelos HLA-DR y -DQ les sitian muy proximas entre si y a poblaciones
del Levante mediterraneo y del Caucaso, como judios, libaneses y armenios, sugiriendo
un sustrato anatolico-mediterraneo antiguo y un proceso de “turquificacion” posterior,

fundamentalmente cultural, basado en un modelo de “elite dominante” (Arnaiz-Villena
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et al., 2001c; Arnaiz-Villena et al., 2002). Estas conclusiones estan en sintonia con las
obtenidas por analisis basados en cromosoma Y (véase apartado 12.3). De la misma
manera, un estudio en poblacion azeri y kurda de Irdn muestra que la distancia genética
basada en las frecuencias de alelos HLA de clase Il (DRB1, DQAL y DQB1) existente
entre estas dos poblaciones es bastante reducida, sugiriendo igualmente la poca
contribucion genética de los turcos altaicos en esta region (Farjadian & Ghaderi, 2007).
Otro ejemplo de que las poblaciones iranies pueden estar emparentadas genéticamente
con poblaciones del Levante mediterraneo lo da el analisis de marcadores HLA como
factores de susceptibilidad a enfermedades, tales como el pénfigo vulgar (PV). Se ha
comprobado que la mayoria de los judios asquenazi pacientes de PV (de gran incidencia
en esta poblacién) son portadores del haplotipo HLA de clase 1l DRB1*04:02-
DQB1*03:02 (Ahmed et al., 1990; Tabla 14) mientras que otras poblaciones no judias
suelen ser portadoras de otros alelos de susceptibilidad (Ahmed et al., 1991). Un estudio
posterior en pacientes iranies de PV determin0 que la mayoria de estos portaban el
mismo haplotipo de susceptibilidad, lo que sugiere que estas variantes alélicas tuvieron
origen en un ancestro coman (Mobini et al., 1997; Amirzargar et al., 2001).

En concordancia con andlisis basados en otros marcadores genéticos (ADNmt y
cromosoma Y), un trabajo que comparan los perfiles HLA de clase Il de distintos
grupos étnicos iranies, fundamentalmente del noroeste y sur incluyendo farsis, arabes,
judios, azeries, kurdos y baluchis entre otros, concluye que a pesar de las diferencias en
la distribucion de las frecuencias entre estas poblaciones, al compararlas con
poblaciones europeas y asiaticas (fundamentalmente siberianas), estas poblaciones
tienden a agruparse debido a su proximidad genética. Los autores deducen de esto que a
pesar de los sucesivos encuentros con pueblos foraneos presentan un sustrato genético
comdun, aungue la mezcla genética con otros grupos, como los indoeuropeos, puede ser
mas acusada en unas poblaciones que en otras (Farjadian et al., 2009).

Un estudio reciente en poblaciones iranies turco-hablantes -azeries, kashgais y
turcomanos- junto con otros poblaciones de Iran esta en sintonia con el modelo de “élite
dominante” o “dominancia de élite” del proceso de “turquificacion”. Determina que a
pesar de similitudes alélicas y haplotipicas de estas tres poblaciones, no estdn mas
relacionadas genéticamente entre si que con las otras poblaciones iranies. Concluye que
a pesar de lo que cabria esperar de poblaciones que hablan lenguas de origen comun, los

iranies que hablan una lengua tarquica estan relacionados con el conjunto genético del
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resto de grupos étnicos iranies y que descienden de poblaciones que ocuparon

originalmente la regién antes de la migraciones turcas oghuz (Farjadian & Safi, 2013).
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Objetivos

Las antiguas culturas turcomana, azeri y kurda que habitan en la region sur del
Mar Caspio y norte de Iran, junto con las existentes en el Suroeste Asiatico, pueden
confirmarse como parte de la base para comprender las relaciones entre las distintas
poblaciones de la region y para conocer el origen del poblamiento del “corredor irani”,
punto de union entre Europa y Asia. Asimismo, el estudio de los genes HLA en estas
poblaciones nos permite obtener una lista virtual de trasplante de las mismas y perfiles

HLA para farmacogenética y terapéutica. Para ello nos hemos propuesto:

1. Caracterizacién del polimorfismo de los genes HLA de clase | (A 'y B) y de clase 11
(DRB1 y DQB1) en muestras representativas de la poblaciones turcomana, azeri y

kurda de Iran.

2. Calcular las distancias genéticas existentes entre estas poblaciones y el resto de
poblaciones del mundo, con mayor hincapié en las poblaciones geograficamente
proximas (del Mediterraneo y de Asia Central) a partir de las frecuencias alélicas de los

loci HLA de clase 1 (tipados en alta resolucion).

3. Construir arboles de emparentamiento (dendrogramas) por el método de neighbor-
joining (NJ, vecino mas préximo), a partir de las distancias genéticas con el fin de

determinar el grado de emparentamiento entre las distintas poblaciones de estudio.

4. Realizar analisis de correspondencia con todas las poblaciones estudiadas para
observar las relaciones existentes entre estas poblaciones segun los genes HLA y ver si
existe 0 no correlacion entre la geografia y la genética HLA.

5. Estimar las frecuencias y desequilibrios de ligamiento de los haplotipos de dos loci
HLA-A-B, HLA-B-DRB1 y HLA-DRB1-DQB1, asi como los haplotipos extendidos
HLA-A-B-DRB1-DQB1 caracteristicos de turcomanos, azeries y kurdos de Irdn y
compararlos con otras poblaciones, principalmente del Mediterraneo y Asia Central.
Asignar, si es posible, la procedencia geografica de estos haplotipos. Para las
comparaciones se utilizan 13000 cromosomas de las poblaciones tipadas para HLA de

nuestra base de datos.

6. Discutir las relaciones genéticas HLA entre las poblaciones de estudio mediante la

comparacion de los alelos y haplotipos.

7. Inferir a través de todos los datos obtenidos, hipotesis sobre los movimientos

migratorios que dieron lugar al poblamiento del “corredor irani” y el Suroeste Asiatico.
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1. POBLACION ESTUDIADA

1.1 Seleccion de individuos

Gracias a la colaboracion del Dr. Ali Amirzargar del Molecular Immunology
Research Center, de la Universidad de Teheran de Ciencias Médicas (Iran), se
seleccionaron 226 voluntarios sanos como donantes de sangre para este trabajo. Estos
donantes pertenecen a tres grupos étnicos distintos analizados de forma independiente:
turcomanos (69 individuos), azeries (97 individuos), y kurdos (60 individuos). Para
realizar un muestreo 6ptimo y poder hacer un buen estudio, se cumplieron las siguientes
premisas: 1) en el caso de los turcomanos, que hubieran nacido en la ciudad de Gorgan,
en la region del Golestan; en el caso de los azeries, que hubieran nacido en la ciudad de
Tabriz, en la region del Azerbaiyan Oriental; y en el caso de los kurdos, que hubieran
nacido en las poblaciones de Saqgez y Baneh, en la region del Kurdistan irani (véase
Introduccion apartados 10.2.1, 10.2.2, 10.2.3 y Figura 113) ; 2) que hablaran la lengua
caracteristica de su pueblo (turcomano, azeri o kurdo sorani, en su caso); 3) y que sus
cuatro generaciones anteriores fueran todos de las mismas zonas. Estos individuos
seleccionados los hemos comparado con poblaciones pertenecientes a distintos grupos
étnicos. Las poblaciones utilizadas en la comparacion estan registradas en la Tabla M1y

en la Figura M1, empleando 13000 cromosomas en dicha comparacion.

1.2 Recoleccidn de muestras

La extraccion de las muestras de sangre periférica se realizd con un sistema de
vacio en tubos de con conservante EDTA-Na® como anticoagulante. Los tubos se
almacenaron y se conservaron refrigerados a -20°C hasta llevar a cabo la extraccion del

ADN como se explica a continuacion.

2. EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Una vez que llegan las muestras al laboratorio, se mantienen a -20°C hasta que se
proceda a extraer el ADN. La extraccion se realizé siguiendo el método de extraccion
estandar de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (FCA) (Sambrook et al., 1989). Las
muestras que se han procesado para el desarrollo de este trabajo contaban con un
volumen maximo de 2 ml de sangre. Por esto se optd por utilizar un método de
extraccion automatico, en lugar del manual, utilizando un extractor automatico (Nucleic
Acid Isolation System QuickGene-810, Fujifilm, Japon). De esta manera se garantiza el

mayor rendimiento posible con el minimo gasto de muestra, ademas de reducir
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considerablemente el tiempo de procesamiento, disminuir la manipulacion y el

consiguiente riesgo de contaminacion, y aumentar la pureza de los extractos de ADN.

Para ello las muestras han de ser tratadas con anterioridad con un kit comercial

(QuickGene Whole Blood Extraction Kit S, Fujifilm, Japdn) indicado para la extraccion

de ADN a partir de sangre total. El protocolo usado se describe a continuacion:

Paso previo: dejamos descongelar las muestras en dos pasos sucesivos, el primero

a 4°C y el segundo a temperatura ambiente. La descongelacion se realiza en dos pasos

para evitar la degradacién del ADN debida al cambio brusco de temperatura.

Diluir 100 pl de sangre en 100 pl de tampdn fosfato salino (PBS pH 7.4, Gibco,
Invitrogen, CA, EE.UU.) en un tubo de 1.5 ml.

Afadir 30 ul de proteasa (DNA whole blood Protease EDB-01, Fujifilm, Japdn)
para conseguir la degradacion de las histonas.

Afadir 250 pl de solucion de lisis (DNA Whole Blood Lysis Buffer LDB-04,
Fujifilm, Japon) para conseguir la degradacion de las membranas celular y
nuclear. Mezclar bien mediante un agitador vortex unos segundos.

Incubar en un bafio a 56°C hasta que desaparezcan los posibles coagulos (2-10
minutos).

Afadir 250 ul de etanol absoluto (Ethanol Absolute PRS - CH3CH,OH, Panreac,
Espafia) conservado a -20°C. Mezclar bien mediante un agitador vértex unos
segundos.

Pasar la muestra a un cartucho del kit e introducirlo en el extractor automatico.
Este cartucho presenta una membrana microporosa, con una gran capacidad de
adsorcion. La muestra sera sometida a tres etapas de presurizacion sin necesidad
de centrifugacion: una primera etapa de union y adsorcion del ADN a la
membrana, una segunda etapa de lavado (tres ciclos) mediante un tampon de
lavado (DNA whole blood Wash Buffer WDB-03, Fujifilm, Japén), y
posteriormente una tercera y ultima etapa de elucion en 200 ul de una solucién de
elucion (DNA whole blood Elution Buffer CDB-02, Fujifilm, Japdn).

El extracto se recoge en un tubo colector suministrado también por la casa

comercial.
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TABLA M1. BASE DE DATOS DE POBLACIONES DEL LABORATORIO DEL
PROF. ANTONIO ARNAIZ VILLENA UTILIZADA EN LA COMPARACION. Total
cromosomas analizados = 13000. Relacion de las poblaciones incluidas en el estudio
comparativo de los turcomanos, azeries y kurdos. En la figura M1 se detalla la
localizacion geografica de cada poblacion. N, nimero de individuos. (*) Poblaciones

aborigenes australianas.

Poblacion N Referencia  Poblacion N Referencia
Ainu 50 (Bannaietal., Kimberley* 82 (Gaoetal.,
1996) 1992b)
Aleutianos 85 (Moscoso et al., Koryaks 92 (Grahovac et al.,
2008) 1998)
Argelinos 51 (Arnaiz-Villena Libaneses 59 (Clayton &
etal., 1995) Lonjou, 1997)
Armenios 100 (Matevosyan et Macedonios 17  (Arnaiz-Villena
al., 2011) 8 etal., 2001a)
Atabascos 124  (Monsalve et  Manchues 50 (Imanishi et al.,
al., 1998) 1992a)
Baluchis 100 (Farjadian etal., Madang (Papua) 65 (Gao et al.,
2004) 1992a)
Bereberes 98 (lzaabel etal.,, Mansi 68  (Uinuk-Ool et
1998) al., 2002)
Bubis 80 (de Pabloetal.,, Marroquies 98 (Gomez-Casado
1997) et al., 2000)
Buriatos 25  (Uinuk-Ool et  Mongoles Khalka 20  (Munkhbat et
al., 2002) 2 al., 1997)
Buyei 70  (Imanishi etal., Mongoles Khoton 85  (Munkhbat et
1992a) al., 1997)
Cape York* 80 (Gao et al., Negidal 35  (Uinuk-Ool et
1992b) al., 2002)
Chinos de Singapur 71 (Imanishi et al., Negros de Norteamérica 13  (Imanishi et al.,
1992a) 2 1992a)
Chukchis 109 (Grahovac et al., Negros de Sudéafrica 86 (Imanishi et al.,
1998) 1992a)
Chuvasios 82 (Arnaiz-Villena Nivjis 32 (Grahovac et al.,
et al., 2003) 1998)
Coreanos 100 (Imanishi et al., Nueva Caledonia 65 (Gao et al.,
1992a) 1992a)
Cretenses 144 (Arnaiz-Villena Palestinos 16 (Arnaiz-Villena
etal., 1999) 5 et al., 2001b)
Croatas 105 (Clayton &  Persas de Shiraz 72 (Farjadianetal.,
Lonjou, 1997) 2009)
Desierto Central* 152  (Lesteretal.,, Persasde Yazd 65 (Farjadianetal.,
1995) 2009)
Espafioles 88 (Martinez-Laso Rabaul (Papua) 60 (Gao et al.,
et al., 1995) 1992a)
Esquimos 80 (Grahovac et al., Rusos 20 (Kapustinetal.,
1998) 0 1999)
Esvanos 80 (Sanchez-Velasco Samoanos 51 (Gao et al.,
& Leyva-Cobian, 1992c)
2001)
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TABLA M1. Continuacion

Evenki 35 (Grahovacetal.,, Sardos 91 (Imanishi et al.,
1998) 1992a)
Fiyianos 57 (Gaoetal., 1992a) San (Bosquimanos) 77  (Imanishi et al.,
1992a)
Franceses 179  (Imanishietal., Taiwaneses 48 (Zimdahl et al.,
1992a) 1999)
Georgianos 119 (Reyetal., 2013) Tlingit 53  (Imanishi et al.,
1992a)
Goroka (Papua) 57 (Gaoetal., 1992a) Todja 22  (Uinuk-Ool et
al., 2002)
Hotentotes 91 (Imanishi etal.,,  Tofalar 43 (Uinuk-Ool et
1992a) al., 2002)
Italianos 284  (Imanishi etal., Turcos 245 (Mack & Erlich,
1992a) 2007)
Japoneses 493  (Imanishietal., Tuvanos 197 (Martinez-Laso
1992a) et al., 2001)
Judios Askenazi 80 (Martinez-Laso et Udegeys 23 (Grahovac et al.,
al., 1996) 1998)
Judios Marroquies 113 (Roitberg-Tambur Ulchi 73 (Uinuk-Ool et
et al., 1995) al., 2002)
Judios no Askenazi 80 (Martinez-Laso et Vasco espafioles 83 (Martinez-Laso
al., 1996) etal., 1995)
Keti 22  (Grahovacetal., Yuendumu* 119 (Gaoetal.,
1998) 1992b)

En algunos de los casos, la adicion de etanol absoluto provoca la aglutinacién del
ADN (formandose la denominada “medusa”, que se observa a simple vista). En estos
casos hay que retirar la medusa antes de pasar la muestra al cartucho, ya que quedaria
retenida en la membrana y se perderia. La medusa debe, por tanto, ser procesada
manualmente como se describe a continuacion:

. Anfadir 600 pl etanol absoluto y dejar que evapore
. Afadir 600 ul etanol 70% (Ethanol 70% v/v BP CODEX - CH3;CH,OH,

PANREAC, Espafa) y dejar que evapore. Se debe repetir este paso hasta que la

medusa quede de un color blanquecino.
=  Afaden 200 ul de agua destilada o bien de la solucion de elucion (DNA whole

blood Elution Buffer CDB-02, Fujifilm, Japon) suministrada con el kit de
extraccion.

La concentracion y la pureza de cada extracto de ADN fueron medidas por
espectrofotometria  mediante  un  espectrofotometro  NanoDrop  (ND-1000
spectrophotometer, NanoDrop, DE, USA). Este espectrofotometro mide la absorbancia

de la muestra a 260, 280 y 230 nm. Los acidos nucleicos absorben luz a una longitud de
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onda de 260 nm. El software del NanoDrop calcula la concentracion del ADN mediante

la medida de la Densidad Optica (DO) siguiendo la relacion:

1 A260 nm =1 DO ADN =50 ng/ul

Una vez obtenida la concentracion de cada muestra, se extrae una alicuota que es
ajusta a una concentracién de 100-150 ng/ul mediante evaporacion en estufa a 60°C
cuando precisa ser concentrada o mediante la adicion de agua bidestilada y autoclavada
cuando precisa ser diluida.

La medicion de la absorbancia a 280 nm (maximo de absorbancia de proteinas) y
230 nm (maximo de absorbancia de solventes organicos) tiene como fin la obtencién de
la medida de la pureza, mediante la relacion A260/A280 y A260/A230. Para trabajar
con un extracto “puro” el primer ratio debe tener un valor por encima de 1.8 y el

segundo un valor por encima de 2.

Figura M1. Localizacidn geogréafica de las poblaciones utilizadas en el estudio.

3. AMPLIFICACION Y GENOTIPADO DE LOS GENES HLA DE CLASE | Y
DE CLASE 11

Para la obtencion del perfil genético HLA, cominmente denominado “tipaje
HLA”, de cada uno de los individuos del estudio, se ha llevado a cabo una técnica
basada en la combinacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés
Polymerase Chain Reaction), las oligosondas especificas de secuencia (SSOP, del
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inglés Sequence-Specific Oligonucleotide Probes) y la citometria de flujo, el método
PCR-SSOP-Luminex (Itoh et al., 2005).

3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un método de sintesis enzimatica in vitro basado en la seleccion
especifica y concreta de una region del genoma para conseguir un aumento exponencial
del numero de copias de esa region gendomica (Saiki et al., 1985). Partiendo de una
muestra con un sustrato ADN de cualquier origen, la PCR consiste en la repeticion
ciclica de tres etapas en el siguiente orden:

 Desnaturalizacién. Es la separaciéon de cada una de las dos hebras del ADN
sustrato. Lo conseguimos incubando la muestra a altas temperaturas (93-97°C). Las dos
cadenas permanecen separadas libres en la solucion hasta que la temperatura baje lo
suficiente (37-65°C) para permitir la renaturalizacion.

* Anillamiento o hibridacion. Es la unién (hibridacién) de los cebadores a
secuencias homologas en el ADN sustrato que se quiere estudiar. Los cebadores, son
oligonucledtidos sintéticos que complementan especificamente a ciertas zonas del ADN.
Para que se lleve a cabo esta union, se requiere que haya una alta concentracion de los
cebadores y un descenso de la temperatura, hasta llegar a la temperatura de
renaturalicacion (temperatura a la cual la mitad de las moléculas de ADN estan en
forma de una sola cadena y la mitad en forma de doble cadena). Esta temperatura
depende de la longitud de la cadena de ADN sustrato y de la composicion nucleotidica
de la secuencia —el nimero de puentes de hidrogeno que unen las distintas bases,
adenina con timina, y guanina con citosina, es distinto, dos y tres respectivamente, por
lo para separar una cadena que tenga mayor cantidad de citosinas y guaninas se
necesitara una temperatura mas elevada—. Para amplificar una region de ADN “diana”,
se necesita un par de cebadores, uno de ellos complementario a una de las cadenas y el
otro a la cadena antiparalela, en zonas que flanqueen el segmento de ADN a amplificar.
Los cebadores estan definidos por la secuencia del ADN sustrato, compuestos en la
mayoria de los casos por 18-28 nucleotidos y es necesario que sus temperaturas de
renaturalizacion no excedan los 5°C de diferencia (para garantizar la union simultanea
de ambos) y que sus secuencias no sean ni autocomplementarias ni complementarias
entre si.

 Elongacidn o sintesis. Es la extension en sentido 5°— 3’ del complejo cebador-

sustrato. Como enzima usamos la ADN polimerasa que incorpora los deoxinucleétidos
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monofosfato, a partir de los trifosfato (ANTPs) presentes en la solucion, utilizamos la
enzima Tag-polimerasa (extraida de la bacteria Thermus aquaticus) cuya actividad

catalitica es maxima entorno a los 72-75°C (Saiki et al., 1985; Figura M2).

dATP
’ TaqgPolimerasa
dGTP 5 q
+ + + Buffer
dCTP
3 mMgCl
dTTP &
ADN Cebadores
ﬂ PCR
TTTTITTITIITTT I T
TTTTTITTIT T
T I T
LLLLLLLILY
L LTI
“TTTTTTTTIT T
EETERRTNNINN
T T
T T
Loy, LTI
EENENRRRTENN N
Loy, O
DESNATURALIZACION HIBRIDACION ELONGACION DESNATURALIZACION HIBRIDACION ELONGACION
PRIMER CICLO SEGUNDO CICLO

Figura M2. Esquema de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

3.2 Oligonucledtido-sondas especificas de secuencia (SSOP)

La técnica SSOP para el “tipaje HLA” esta basada en la deteccion por fluorimetria
de microesferas con colorantes fluorescentes (fluorocromos) unidas a oligonucledtidos
especificas para cada polimorfismo. Los distintos alelos HLA (tanto de clase | como de
clase 1) se determinan por una sucesién de SNPs que los diferencian unos de otros y
cada oligonucledtido es especifico de una de estas variaciones. Las distintas
microesferas de poliestireno presentan en su interior dos colorantes fluorescentes
distintos (rojo e infrarrojo) con diferente relacién de concentraciones de ambos
colorantes (es decir habra una microesfera con un 100% del primer fluorocromo y 0%
del segundo, una segunda microesfera con un 99% del primer fluorocromo y 1% del
segundo, etc) y que estan unidas de forma covalente a oligonucleétidos que hibridaran

con el ADN de la muestra (el conjugado recibe el nombre de oligosonda; Fulton et al.,
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1997; Dunbar et al., 2003). Ajustando las concentraciones de ambos colorantes se
pueden conseguir hasta 100 microesferas con intensidades de fluorescencia diferentes y

unicas, que permitan su codificacion e identificacion por el citbmetro Luminex.

3.3 La citometria de flujo: tecnologia Luminex

La citometria de flujo permite medir de manera sensible e inmediata multiples
parametros celulares o moleculares (como es nuestro caso, el ADN), marcados con
fluorocromos, que al excitarse emiten fluorescencia, a las que se les hace pasar dentro
de un flujo laminar por una cdmara de flujo sobre la que incide uno o varios laseres a
longitudes de onda determinadas. Estos laseres excitan a los fluorocromos, emitiendo
fluorescencia, la cual es captada por detectores que la identifican. La tecnologia
Luminex es una tecnologia de citometria de flujo que permite el anélisis de reacciones
maltiples (Itoh et al., 2005), constituida por el citometro de flujo o luminémetro
Luminex 100 (Luminex Corporation, TX, USA) que incorpora dos laseres: un laser rojo
que emite a 633 nm y un laser verde que emite 532 nm. El laser rojo excita los
fluorocromos que se encuentran en el interior de las microesferas (véase apartado

anterior), mientras que el laser verde excita la picoeritrina (véase apartado 3.4.4).

3.4 Metodologia PCR-SSOP-Luminex

El genotipado HLA por el método PCR-SSOP-Luminex implica cuatro etapas que
comprenden: amplificacion del ADN por PCR, hibridacion, reaccion de la
estreptavidina-picoeritrina y la medicion por fluorimetria, como describe la Figura M3.

A continuacion se detalla cada una de estas etapas.

3.4.1 Amplificacion PCR de los genes HLA-A, -B, -DRB1y -DQB1

Esta etapa de amplificacion consiste en la aplicacion de la técnica PCR con la
particularidad de que los cebadores empleados estan biotinilados (se les ha unido una
molécula de biotina en su extremo 5’). Para amplificar los genes HLA de clase | y
HLA-DQB1 se utilizan cebadores disefiados por la casa comercial (Gen-Probe, CA,
EE.UU.) que se unirén a las regiones intronicas que flanquean los exones 2 y 3, basados
en los disefiados por (Cereb et al., 1996). De la misma manera, para amplificar el gen
HLA-DRBL1 se utilizan cebadores disefiados por la casa comercial (Gen-Probe, CA,
EE.UU.) que se uniran a las regiones intronicas que flanquean el exdn 2, basados en los
disefiados por (Cereb et al., 1996).
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AMPLIFICACION
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Figura M3. Esquema de la PCR-SSOP-Luminex.

Mezcla para la reaccion de PCR

— Solucién que contiene el buffer de amplificacion, los cebadores y los ANTPs
(Master Mix, Lifecodes HLA-SSO Typing Kit, Gen-Probe, CA, EE.UU.), 7.5

ul por muestra.

— Tag-polimerasa con una concentracion inicial de 5U/ul (Invitrogen, CA,

EE.UU.), 0.15 pul por muestra.

— ADN gendmico, 1 ul por muestra.

— Agua bidestilada y autoclavada hasta obtener un volumen final de 25 pl.
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Condiciones de amplificacion

La casa comercial tiene estandares acerca de las condiciones de amplificacion
aplicadas al termociclador Mastercycler epgradient S (Eppendorf, Alemania):
1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 95°C durante 5 minutos.
8 ciclos de las siguientes etapas:

= Desnaturalizacion a 95°C, 30 segundos.

= Hibridacion a 60°C, 45 segundos.

= Extensién a 72°C, 45 segundos.
32 ciclos de las siguientes etapas:

= Desnaturalizacion a 95°C, 30 segundos.

= Hibridacion a 63°C, 45 segundos.

= Extensién a 72°C, 45 segundos.
1 ciclo de extension final de 72°C durante 15 minutos.

Protocolo utilizado

— Se deja atemperar el Master Mix a temperatura ambiente. Se agita en agitador
vortex para homogeneizar la mezcla y se centrifuga durante 10 segundos.

— Se prepara la mezcla de amplificaciéon en un tubo de 1,5 ml afiadiendo todos
los componentes enumerados anteriormente salvo el ADN, para n+l
reacciones y se lleva hasta a un volumen final de 25 pl por reaccion. Se agita,
se centrifuga durante 10 segundos y se conserva en hielo.

— Se afiade el ADN gendmico en tubos de PCR.

— Se alicuota la mezcla de amplificacion en los tubos que contienen el ADN (el
volumen total de mezcla de amplificacion y ADN debe ser igual a 25 ul por
reaccion).

— Se introducen los tubos de PCR tapados en el termociclador y se inicia el
programa de amplificacion.

3.4.2 Control de amplificacién: electroforesis en gel de agarosa

La alta sensibilidad de la técnica de PCR (obtencidn de hasta mas de un millon de
copias de la region flanqueada por los cebadores utilizados), hace necesario un cuidado
extremo en la manipulacion de las muestras para evitar contaminaciones. Para esto, en
cada reaccion de amplificacion, se introduce un control negativo, que consta de los
mismos elementos que una reaccion estandar, sustituyendo el ADN sustrato por agua

bidestilada. La PCR llevada a cabo por el método PCR-SSOP-Luminex mediante los
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Lifecodes HLA-SSO Typing Kits (Gen-Probe, CA, EE.UU.) estd disefiada para
producir tanto ADN de doble cadena como de cadena sencilla. ElI control de la
amplificacion se realizd observando las muestras (incluida el control negativo) en un gel
de agarosa a una concentracion del 2% con bromuro de etidio. La electroforesis se lleva
a cabo en presencia de tamp6on TBE 1x en una cubeta de electroforesis. En cada pocillo
se cargan 5 ul de la mezcla resultante de:

— 2,5 ul del producto de la PCR

— 2,5 ul de tampodn de carga
Ademas, se incluye un marcador de peso molecular (Molecular Weight Marker X1V,
Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania), para identificar el tamafio de la
amplificacion de nuestras muestras. Este se prepara tomando 2,5 pl del marcador, y 2,5
ul de tampodn de carga. Una vez cargadas las muestras y el marcador en los pocillos, se
someten a electroforesis durante 35 minutos a 100 voltios, visualizandose finalmente el
resultado en un transiluminador ultravioleta (254 nm). El resultado se recoge mediante
un sistema de fotografia. Las bandas resultantes de la amplificacion de los genes HLA

de clase 1 y clase Il se recogen en la Tabla M2.

TABLA M2. Tamafio en pb de las bandas resultantes de la amplificacion de los genes

HLA de clase | y clase II.

HLA-A HLA-B HLA-DRB1  HLA-DQB1
Doble Cadena (pb) ~420 ~370, ~340 ~280 ~260, ~160
Cadena sencilla (pb) ~240 ~200 ~180 ~170, ~100

3.4.3 Hibridacion con oligosondas

La segunda fase consiste en la hibridacion de los productos amplificados y
biotinilados con las oligosondas especificas para cada SNP y que contienen las
microesferas con los dos colorantes fluorescentes a distintas concentraciones, cada una

especifica del oligonucledtido al que va unida.

Mezcla para la reaccion de hibridacion
— ADN amplificado biotinilado 2,5 pl.

— Mezcla de oligosondas suministradas por la casa comercial (Probe Mix,
Lifecodes HLA-SSO Typing Kit, Gen-Probe, CA, EE.UU.), 7,5 ul por

muestra.
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Condiciones de hibridacién

La casa comercial tiene estandares acerca de las condiciones de amplificacion
aplicadas al termociclador Mastercycler epgradient S (Eppendorf, Hamburgo,
Alemania):

— 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 97°C durante 5 minutos.
— 1 ciclo de hibridacion de 47°C durante 30 minutos.
— 1 ciclo de 56°C durante 10 minutos.

Finalizado este ultimo ciclo se mantienen las muestras en el termociclador a 56°C.

Protocolo utilizado

— Se calienta la mezcla de oligosondas a una temperatura entre 55° y 60°C en
bafio durante 8 minutos para disolver los componentes de la mezcla.

— Se somete brevemente (15 segundos) a la mezcla de oligosondas a una
limpieza ultrasonica en el bafio Ultrasonic Cleaner (Nahita). Se agita en
agitador vortex durante 15 segundos

— Se afnade el ADN amplificado en una placa de 96 pocillos suministrada por la
casa comercial

— Se aflade la mezcla de oligosondas en cada uno de los pocillos con el ADN
amplificado

Se introduce la placa tapada en el termociclador y se inicia el programa de

hibridacion.

3.4.4 Reaccion de la estreptavidina-picoeritrina
En esta etapa los productos hibridados se incuban en el termociclador junto con la
estreptavidina-picoeritrina. La estreptavidina presenta una gran afinidad por la biotina,

por lo que se une a esta, de ahi que los productos amplificados estén biotinilados.

Mezcla para la reaccion
— Estreptavidina-Picoeritrina (SA-PE, Lifecodes HLA-SSO Typing Kit, Gen-
Probe, CA, EE.UU.), 0,43 ul por muestra.
— Solucién diluyente (Dilution Solution, Lifecodes HLA-SSO Typing Kit, Gen-
Probe, CA, EE.UU.), 100 pul por muestra.

Protocolo utilizado

— Mientras las muestras se encuentra en la etapa de hibridacién, se prepara la

mezcla solucion diluyente/SA-PE para n+1 muestras. Esta mezcla ha de
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mantenerse a temperatura ambiente y en oscuridad, ya que la estreptavidina es
fotosensible.

— En la etapa final de la hibridacién, se diluyen las muestras que estan en el
termociclador con la mezcla solucion diluyente/SA-PE.

— Se saca la placa con las muestras del termociclador y se introduce en el

Luminex.

3.4.5 Medicion por fluorimetria en Luminex

La altima fase consiste en la medicién de los productos amplificados, hibridados y
unidos a SA-PE en el citometro Luminex 100. Como se ha explicado con anterioridad el
Luminex presenta dos laseres que emiten luz a diferentes longitudes de onda, una 635
nmy otro a 532 nm. El primero excita las microesferas, emitiendo cada una de estas una
sefial de fluorescencia determinada entre el rojo y el infrarrojo que el detector del
aparato identifica con un cédigo (al determinar el ratio entre los dos colorantes) que a su
vez identifica el oligonucledtido que va unido a la microesfera y por lo tanto identifica
el polimorfismo. El segundo laser excita la picoeritrina solo si esta unida al ADN que a
su vez esta unido a las oligosondas que identifican el polimorfismo, a través de la unién

estreptavidina-biotina.

3.4.6 Interpretacion de los resultados

El sistema Luminex contiene un programa informético, Luminex100 IS software
(Luminex Corporation, TX, USA), el cual reconoce las emisiones de fluorescencia de
las oligosondas si estan unidas a ADN, es decir, si la emision de fluorescencia de éstas
es simultanea a la emision de fluorescencia de la picoeritrina, a su vez unida al ADN.
De tal manera que se obtiene un patron de sondas especifico para cada alelo. Estos datos
son recogidos e identificados por el software Quicktype for Lifematch v2.6.1 (Gen-
Probe, CA, EE.UU.) que asigna el alelo que corresponde con dicho patron al enfretarlo
con la base de datos Lifematch suministrada por la casa comercial empleada para este
fin.

En el caso de obtener un patron de sondas anormal, el programa informético nos
notificara que no ha encontrado ningun “tipaje” de acuerdo al patrén de sondas
detectado. En ese caso, llevaremos a cabo el proceso de secuenciacion del ADN de la

muestra problema.
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4. ANALISIS ESTADISTICOS

Los “tipajes HLA” de clase | y Il caracterizados en la muestra poblacional étnica
estudiada, se analizaron mediante distintos programas informaticos para el célculo de
los diferentes valores estadisticos. Finalmente, estos resultados, se compararon con los
estudios de poblacion de los 11° y 12° Talleres Internacionales de Histocompatibilidad

(Imanishi et al., 1992a; Clayton & Lonjou, 1997) y los reportados en la literatura.

4.1 Calculo de frecuencias alélicas

La frecuencia de cada alelo se obtuvo mediante el programa Arlequin v2.000, que
realiza un recuento de cada variante alélica (alelo) y lo divide entre el nimero total de
variantes alélicas encontradas en nuestras poblaciones objetos de estudio (Schneider et
al., 2000).

4.2 Estimacion de los haplotipos extendidos

Las muestras de las poblaciones analizadas corresponden a individuos no
emparentados. Por tanto, no se conocen cuales son las asociaciones alélicas o haplotipos
reales formados por los alelos HLA de acuerdo a la segregacion familiar. Para suplir
este inconveniente, se establece un estudio estadistico que estima las asociaciones o
haplotipos formados por alelos de diferentes loci.

El céalculo de haplotipos, su desequilibrio de ligamiento, la frecuencia de los
mismos y el valor estadistico de significacion p para cada asociacion se realizd
mediante el programa informético Arlequin v2.000 (Schneider et al., 2000) y v3.0b
(Excoffier et al., 2005). Este programa, combina el algoritmo de expectacion-
maximizacion (EM) con el método de maxima probabilidad (maximum-likelihood).
Este es un proceso iterativo que persigue estimados de méaxima probabilidad de
frecuencias haplotipicas, obtenidos a partir de datos genotipicos de varios loci cuando
su distribucién gamética es desconocida. El principio del algoritmo EM es el siguiente:

1) Calculo inicial aleatorio de frecuencias haplotipicas.

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

3) Las frecuencias genotipicas relativas sirven como pesos para los dos
haplotipos que se constituyen en un procedimiento de conteo génico, dando

lugar a nuevos estimados de frecuencias haplotipicas (paso de maximizacion).
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4) Se repiten los pasos 2 y 3 hasta que las frecuencias de los haplotipos alcancen

el equilibrio.

Los haplotipos extendidos HLA-A-B-DRB1-DQBL1 fueron deducidos a partir de
los criterios de seleccion de los 11° y 12° Talleres Internacionales de
Histocompatibilidad (Imanishi et al., 1992a; Clayton & Lonjou, 1997):

a) Haplotipos extendidos que se encuentren en al menos dos individuos y que

hayan sido previamente definidos en otras poblaciones.

b) Haplotipos extendidos que no habiendo sido definidos previamente en otras

poblaciones, aparezcan en al menos dos individuos y que el haplotipo

alternativo resultante pueda ser bioldgicamente posible.

4.3 Estimacion del desequilibrio de ligamiento

Dos 0 mas alelos de loci diferentes se consideran asociados o en desequilibrio de
ligamiento cuando aparecen juntos en un mismo cromosoma con mayor frecuencia de la
que cabria esperar por azar (Reich et al., 2001). El desequilibrio de ligamiento (D o A)

se define matematicamente como:

D(AiB;) = FH(AB) - a; - by

donde FH es la frecuencia del haplotipo AjB; en la poblacion, a; es la frecuencia del
alelo i del locus A, y bj es la frecuencia del alelo j del locus B. Las parejas de alelos con
D<0 tienden a no estar juntos formando haplotipos, mientras que las asociaciones con
D>0 indican que los alelos que componen los haplotipos tienden a formar estos y no
otros. En cuanto al desequilibrio de ligamiento relativo (D’) -cociente de D entre la D
maxima tedrica para las frecuencias alélicas observadas (Dmax), ver apartado de
introduccion 7.2- los alelos con D’<0 tienden a no estar asociados, mientras que las
asociaciones con D’>0 indican que los alelos que componen los haplotipos tienden a
asociarse siempre entre ellos. Los haplotipos con valores de D>0 pueden a su vez tener
una probabilidad estadisticamente significativa para un grado de libertad de p<0,05, es
decir, existe un 95% de seguridad de que la asociacion de alelos que forman el haplotipo
es real y no se debe al azar. En este trabajo se describen aquellos haplotipos de dos loci
con desequilibrio de ligamiento positivo (D>0, D’>0) y p<0.05.

Para calcular el desequilibrio de ligamiento entre dos alelos de dos loci diferentes
(haplotipos bi-locus) entre parejas de loci HLA-A-B, HLA-B-DRB1 y HLA-DRB1-
DQB1, se empled el programa Arlequin v3.0b (Excoffier et al., 2005).
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4.4 Distancias genéticas y dendrogramas

Estos parametros se calcularon mediante el uso del paquete informéatico DISPAN
(Ota T, Universidad del Estado de Pennsylvania). Para utilizar este programa, se cred
previamente una matriz con las frecuencias alélicas de los loci seleccionados (HLA-
DRB1 y HLA-DQB1) de todas las poblaciones (incluidas las del estudio) que
deseabamos comparar (Tabla M1). Asi, mediante el subprograma GNKDST contenido
en el DISPAN se calcularon las distancias genéticas Da (Nei, 1972) mediante la
comparacion de las frecuencias alélicas de todos los loci de todas las poblaciones

incluidas en el analisis entre si. Para ellos se emplea el siguiente algoritmo:

Daij =1 - X Vpni - Pry

donde Daj; es la distancia genética entre las poblaciones i y j, pni es la frecuencia del
alelo n en la poblacion i, y py; es la frecuencia del alelo n en la poblacion j. Ademas de
calcular las distancias genéticas, el GNKDST nos da mas informacién, como los valores
de la heterocigosidad esperada en la poblacion total (Hy), es decir, la medida de la
diversidad genética de todas las poblaciones analizadas como una sola para cada locus y
para todos los loci, lo que da una idea del gredo del polimorfismo del gen; el valor de la
heterocigosidad media esperada en las subpoblaciones (Hs), entendiendo subpoblacion
como cada una de las distintas poblaciones, para cada locus y para todos los loci, lo que
da una idea de la variabilidad genética de la poblacion; y el valor de la diferenciacion
genética relativa entre poblaciones (Gsrt), que se define como la proporcion de
diversidad genética que existe entre poblaciones para cada locus y para todo los loci
estudiados (Nei, 1973). Teniendo como referencia las frecuencias alélica de los loci
estudiados y las distancias D que se deducen de estas frecuencias alélicas y a través del
subprograma TREEVIEW se obtuvo una representacion grafica en forma de
dendrograma mediante el método NJ o de “unién de vecinos” (Saitou & Nei, 1987).
Este método parte de una matriz de distancias genéticas (en este caso distancias Da)
entre taxones (en este caso poblaciones) y aplica un algoritmo que comienza con un
arbol sin resolver y lleva acabo una serie de pasos con un numero de iteraciones
necesarias para resolverlo y conocer las longitudes de sus ramas. Los pasos son los
siguientes:

1) A partir de la matriz de distancias genéeticas se calcula la matriz Q.

2) Se encuentra el par de poblaciones con el valor méas bajo en la matriz Q. Se

afiade un nuevo nodo al &rbol para unir estas dos poblaciones.
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3) Se calcula la distancia de cada una de las poblaciones del par al nuevo nodo.

4) Se calcula la distancia de cada una de las poblaciones analizadas (fuera del
par) a este nuevo nodo.

5) Se comienza de nuevo el algoritmo (nueva iteracion) sustituyendo el par de
vecinos unidos por el nuevo nodo y usando las distancias calculadas en el paso
4 para construir la nueva matriz Q. Se repiten los pasos anteriores sucesivas
veces hasta completar el arbol.

Para calcular la matriz Q se aplica la siguiente formula:

Q(i,) = (r-2)d(, j) - 2d(, k) - X d(, k)

donde r es el nimero de poblaciones, d(i, j) es la distancia entre las poblaciones iy j, y k
es cualquier otra poblacion no i ni j respectivamente. Ademas, para cada dendrograma
se realizo el test de Bootstrap (Felsenstein, 1985) que nos da idea de la bondad
estadistica del &rbol mediante un proceso iterativo. Para las poblaciones incluidas en el
analisis, se construyeron tres dendrogramas a partir de las distancias Da calculadas
teniendo en cuenta los siguientes conjuntos de datos:

a) Frecuencias alélicas del locus HLA-DRB1 (alta resolucion).

b) Frecuencias alélicas de los loci HLA-DRB1 y HLA-DQBL1 (alta resolucion).

c) Frecuencias haplotipicas de haplotipos HLA-DRB1-DQB1 (alta resolucion).

En el andlisis comparativo de las diferentes poblaciones, no fue posible realizar
estudios con los alelos HLA de clase I individualmente y/o en conjunto con clase I, ya
que alguna de ellas, no cuentan con el “tipaje HLA” de clase | (por ejemplo: Bereberes
procedentes de Souss y de El Jadida, Marruecos; Judios asquenazi, no asquenazi, y
procedentes de Marruecos; Libaneses, y muchas de la poblaciones de Siberia, ver Tabla
M1). Ademas, el “tipaje genérico HLA” (baja resolucion) de clase | (el unico disponible
para la mayoria de poblaciones tipadas para estos loci) tiende a homogeneizar el analisis
obtenido a partir de las frecuencias alélicas de HLA-DRB1 de alta resolucion.

4.5 Analisis de Correspondencias

El Analisis de Correspondencias es una técnica estadistica empleada para analizar
desde un punto de vista grafico las relaciones de dependencia o semejanza de un
conjunto de variables categoricas a partir de los datos de una tabla de contingencia
(tabla de correspondencias). Para ello asocia a cada una de las modalidades de las

variables un punto en el espacio R" (n=dimensiones) de forma que la distancia entre los
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mismos refleja las relaciones de dependencia/semejanza existentes entre ellas (Salvador
Figueras, 2003).

Este andlisis se realizé con el programa informatico VISTA (del ingles, Visual
Statistics System) y en este caso consiste en la representacién geométrica n-dimensional
de las diferencias poblacionales en base a la varianza (dispersion de los valores respecto
al valor promedio) de las distancias genéticas entre todas las poblaciones analizadas
(Young & Bann, 1996). Se basa en la reduccion de este sistema multivariente (matriz de
distancias genéticas) en unas pocas “componentes principales” o dimensiones, que cada
una de ellas podra explicar mayor o menor cantidad de esta varianza. La representacion
gréfica se lleva a cabo con las dos dimensiones que mayor informacion de la varianza
puedan dar, basdndonos en el valor de la inercia principal, que mide el grado total de
similitud existente entre las modalidades de las variables, y sus proporciones explicada
y acumulada, que ayudan a calibrar la importancia de cada dimension a la hora de
explicar las dependencias o similitudes observadas (Salvador Figueras, 2003). Se
realizaron los analisis de correspondencias con las frecuencias alélicas de los loci de
clase 1l, HLA-DRB1 y de HLA-DRB1 y HLA-DQBL1 conjuntamente, asi como con las
frecuencias haplotipicas de HLA-DRB1-DQB1, siempre en alta resolucién.

4.6 Estimacion de la proporcion de mestizaje

Estas estimaciones se llevaron a cabo mediante el uso del programa informatico
LEADMIX v1.0 basado en el método de maxima verosimilitud desarrollado por Wang
(Wang, 2003) que permite calcular las proporciones de mestizaje de poblaciones a
través de marcadores genéticos. Este modelo asume que una poblacién ancestral, P, se
divide en d poblaciones parentales (Px, k=1~d) que evolucionan de forma independiente
durante un numero de generaciones. En este punto una poblacion hibrida, Py, se origina
por la combinacion de genes en una proporcion px aleatoria procedente de las
poblaciones parentales Py. Durante el nimero de generaciones sucedidas entre la
hibridacion (mestizaje) y la toma de muestras de la P, y de cada una de las Py se supone
que las poblaciones permanecen aisladas y no intercambian genes entre si. De este
modo, este modelo define la proporcion de mestizaje d-1 (px, k = 1 ~ d-1).

El éxito de los analisis de mestizaje reside en la eleccion de las poblaciones
parentales a través de datos de diversos campos de estudios (historia, arqueologia,
geneética, etc.) con el fin de seleccionar poblaciones similares a esas posibles

poblaciones fundadoras. En nuestro caso se han seleccionados tres poblaciones
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parentales atendiendo a los tres posibles origenes de las poblaciones de estudio:
mediterraneo, caucasico y centroasiatico. La poblacion cretense se ha seleccionada
como poblacion parental mediterranea debido a su demostrado sustrato genético
mediterraneo y su relacién tanto con los pueblos norteafricanos como con los pueblos
del mediterrdneo oriental (macedonios, judios, libaneses; Arnaiz-Villena et al., 1999;
Gomez-Casado, 2002). En términos del posible ancestro caucésico de las poblaciones
de estudio, los georgianos conservan el “pool” genético de los primeros habitantes de la
region, relacionados con los pueblos de Mesopotamia y Anatolia desde tiempo remotos
(Rosen, 1992). En lo que respecta al tercer componente, el centroasiatico, la region
Altai/Baikal es la que se ha postulado como lugar de origen de gran parte de los linajes
geneéticos euroasiaticos, incluidos los de los del suroeste de Asia (Wells et al., 2001).
Por esto se ha seleccionado la poblacion todja, grupo altaico relacionado con los grupos
ancestrales indo-iranios que pudieron colonizar la region en la que se encuentran las
poblaciones de estudio, debido a la presencia del haplogrupo R-M17 en esta poblacion
(haplogrupo asociado con la expansion de la cultura Andrénovo, véase Introduccion
apartado 12.3; Derenko et al., 2006; Figura D3). Estos analisis se han llevado a cabo
utilizando los alelos de los loci HLA de clase Il (DRB1 y DQB1), tanto de las
poblaciones parentales como de las “poblaciones hibridas” (poblaciones de estudio).
Los alelos de los loci HLA de clase I no han podido incluirse en los analisis debido a

que la poblacion parental centroasiatica no cuenta con esta informacion.
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1. ALELOS DEL SISTEMA HLA ENCONTRADOS EN LAS POBLACIONES
DE ESTUDIO

Se han obtenido los perfiles genéticos HLA mediante técnicas de genética
molecular en una muestra poblacional de 226 individuos sanos no relacionados. Estos
fueron seleccionados segun su grupo étnico en las ciudades de Gorgan (turcomanos, 69
individuos), Tabriz (azeries, 97 individuos), Saqgez y Baneh (kurdos, 60 individuos).
Sus familias han vivido en estas ciudades desde hace varias generaciones; son por tanto,
parte representativa de cada una de las poblaciones sometidas a estudio: turcomanos,

azeries y kurdos de Iran.

1.1 Distribucién de los alelos HLA de clase | en las poblaciones de estudio

En la Tabla R1 se muestran las frecuencias alélicas para los loci HLA de clase |
(HLA-A y -B) obtenidos en las muestras de las poblaciones analizadas. Los perfiles
genéticos en alta resolucién se han obtenido mediante las técnicas especificadas en el
apartado de Materiales y Métodos. La mayor diversidad alélica para ambos loci la

presentan los turcomanos, y la menor los kurdos.

Locus HLA-A

Se han obtenido 30 alelos para el locus A en poblacion turcomana, 22 en
poblacion azeri y 21 en poblacion kurda. Del total de alelos obtenidos, 35, el 49% esta
presente en las tres poblaciones, incluyendo los alelos més frecuentes, siendo los alelos
mas raros los no compartidos. Los alelos que se encuentran con mayor frecuencia en las
tres poblaciones analizadas son el A*02:01 (13.4% en azeries —el mas frecuente en esta
poblacion—, 12.5% en kurdos y 11.6% en turcomanos) y el A*24:02 (17.6% en kurdos —
el més frecuente en esta poblacion—, 12.4% en azeries y 11.6% en turcomanos), alelos
ampliamente distribuidos por toda la geografia mundial. Otros alelos que compartes
frecuencias significativas en las tres poblaciones son el A*03:01 (10.8% en kurdos, 9.8
en azeries y 7.3% en turcomanos), frecuente en poblaciones europeas, y el A*11:01
(8.3% en kurdos, 6.2 en azeries y 5.8% en turcomanos), predominante en poblaciones
del Pacifico y sur de Asia. El alelo A*01:01 es bastante frecuente en azeries y kurdos
(11.9 y 8.3% respectivamente), pero poco significativo en turcomanos (2.9%), donde el
alelo A*02:50, descrito raramente en otras poblaciones aparece con una frecuencia

relevante (7.3%).
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TABLA R1. Frecuencias alélicas de los loci HLA de clase | (HLA-A y -B) en las

poblaciones estudiadas. Los alelos més frecuentes figuran en negrita.

Alelo Frecuencia alélica Alelo Frecuencia alélica

HLA-A Turcomanos Azeries Kurdos HLA-B Turcomanos Azeries Kurdos

01:01 2.9 11.9 8.3 07:02 3.6 4.6 1.7
01:02 4.4 6.2 2.5 07:03 3.6 - —
02:01 11.6 13.4 125 07:24 - - 0.8
02:34 3.6 — — 08:01 6.5 3.0 5.0
02:48 0.7 — 1.7 13:01 7.9 3.6 3.3
02:50 7.3 4.1 5.8 13:04 0.7 — —
02:52 2.9 0.4 6.7 14:01 0.7 3.1 0.8
02:61 0.7 - 1.7 14:02 15 - —
03:01 7.3 9.8 10.8 15:01 — 2.1 —
03:02 15 1.6 0.8 15:02 15 — —
11:01 5.8 6.2 8.3 15:10 0.7 0.5 —
13:01 — — 0.8 15:17 0.7 0.5 0.8
23:01 2.1 0.4 2.5 15:24 15 0.5 0.8
24:02 11.6 12.4 17.6 15:46 0.7 - -
24:03 — 1.6 0.8 18:01 15 5.2 5.8
24:08 0.7 — — 18:09 0.7 0.5 3.3
25:01 15 — - 27:01 2.1 1.6 0.8
26:01 5.1 2.6 7.5 35:01 19.6 15.0 22.0
26:13 15 - — 35:05 — 0.5 —
26:19 — 0.5 — 35:10 15 0.5 —
29:01 5.8 3.6 — 35:19 — 0.5 —
29:02 0.7 - - 35:20 15 - 0.8
30:01 5.1 5.2 1.7 35:27 2.9 - 1.7
31:01 3.6 1.6 1.7 35:38 0.7 - —
31:02 0.7 — — 37:01 15 1.6 —
31:07 0.7 — — 38:01 29 4.6 4.2
32:01 2.1 5.7 5.0 39:01 29 1.0 —
32:03 0.7 — — 40:01 2.1 1.6 1.7
32:04 15 — — 40:02 15 — —
33:01 3.6 5.7 1.7 40:15 — - 0.8
34:02 — 0.4 — 40:39 15 - —
66:01 — 0.4 — 40:46 15 — —
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TABLA R1. Continuacion.

66:03 0.7 — — 41:01 — 5.2 0.8
68:01 2.1 5.7 0.8 44:02 15 5.2 5.0
69:01 15 0.6 0.8 44:10 — — 0.8
44:18 - 0.5 —
46:01 — 0.5 —
48:01 15 — —
49:01 2.1 4.1 5.0
50:01 15 4.1 5.8
51:01 6.5 8.8 9.2
51:06 3.6 1.0 0.8
51:07 - 0.5 0.8
51:08 0.7 1.0 —
52:01 0.7 8.3 4.2
53:01 0.7 0.5 25
53:07 0.7 - —
54:01 0.7 0.5 0.8
55:01 15 3.6 5.0
56:01 - 0.5 —
57:01 2.1 1.6 —
58:01 15 2.6 5.0
58:06 0.7 — —
58:08 - 0.5 —
78:01 — 0.5 —
Locus HLA-B

Para este locus, el mas polimorfico de todo el sistema HLA, se han obtenido 55
alelos en total, de los cuales el 36.4% son compartidos por las tres poblaciones. En el
caso de los turcomanos, las frecuencias de sélo cuatro alelos suman més del 40% de los
42 alelos existentes en la muestra analizada (asciende al 52.1% si contamos los grupos
de alelos). Algo similar sucede en la muestra de azeries, en la que la frecuencia de seis
alelos suman casi la mitad (47.7%) del total de los alelos obtenidos (38 alelos). Para la
muestra de kurdos se han obtenido 29 alelos. El alelo que aparece con mayor frecuencia
en las tres poblaciones es B*35:01 (22.0% en kurdos, 19.6% en turcomanos y 15.0% en
azeries), ampliamente distribuido por la geografia mundial con frecuencias discretas,

salvo en Asia Central y Centroamérica, donde son mas altas.
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En el caso de los turcomanos, los otros tres alelos con frecuencias significativas
mencionados previamente son: B*13:01 (7.9%), predominante en poblaciones del
Pacifico y sur de Asia; B*51:01 (6.5%), ampliamente extendido por el sur de Asia y
Oriente Proximo; y B*08:01 (6.5%), frecuente en poblaciones de Europa Atlantica y
Asia Central. En cuanto a las otras poblaciones, el alelo B*51:01 también muestra una
frecuencias considerables en ambas (9.2% para kurdos y 8.8% para azeries), asi como el
B*52:01 en azeries (8.3%), frecuente en Asia Oriental, y los alelos B*18:01 y B*50:01
en kurdos (ambos 5.8%), predominantes en Europa Central y Céucaso, y en Norte de
Africa y Oriente Proximo, respectivamente.

1.2 Distribucién de los alelos HLA de clase 11 en las poblaciones de estudio

En la Tabla R2 se muestran las frecuencias alélicas para los loci HLA de clase Il
(HLA-DRB1 y -DQB1) obtenidos en las muestras de las poblaciones analizadas. Los
perfiles genéticos en alta resolucion se han obtenido mediante las técnicas especificadas

en el apartado de Materiales y Métodos.

Locus HLA-DRB1

Se han obtenido 33 alelos para este locus, de los cuales el 36.4% son compartidos
por las tres poblaciones. Los alelos que presentan las mayores frecuencias (por encima
del 8%) son los mismos en todas las poblaciones, aunque los alelos mas frecuentes para
cada una de ellas no coinciden. En el caso de los turcomanos se han determinado 24
alelos, siendo el mas frecuente el DRB1*15:01 (21.0%, en azeries 15.0% y en kurdos
10.0%), alelo de amplia distribucion en poblaciones asiaticas y europeas (especialmente
en Europa Atlantica). Con respecto a la muestra de azeries se han obtenido 20 alelos, de
los cuales el més frecuente es el DRB1*04:01 (15.5%, en kurdos 12.5% vy en
turcomanos 10.9%), muy frecuente en poblaciones de Siberia. Se han determinado 17
alelos distintos para la muestra de kurdos, cuyo alelo mas frecuente es el DRB1*11:01
(19.1%, en azeries 15.0% Yy en turcomanos 12.3%). Este alelo es muy frecuente en
poblaciones de Iran y del Caucaso (armenios, georgianos, persas, turcos, Figura 118).

Otros alelos frecuentes en turcomanos, azeries y kurdos son: DRB1*03:01 (10.2%,
88% vy 15.8% respectivamente) y DRB1*07:01 (13.8%, 108% y 6.7%
respectivamente), predominantes en la cuenca mediterrdnea, Europa Atlantica y Asia
Central; y DRB1*01:01 (5.8%, 4.6% y 7.5% respectivamente), cuyas maximas
frecuencias se encuentra en Europa del Norte y Oriental con un gradiente descendiente

hacia el Caucaso y el “corredor irani”.
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TABLA R2. Frecuencias alélicas de los loci HLA de clase 1l (HLA-DRB1 y -DQB1)

en las poblaciones estudiadas. Los alelos més frecuentes figuran en negrita.

Alelo Frecuencia alélica Alelo Frecuencia alélica
HLA-DRB1 Turcomanos Azeries Kurdos HLA-DQB1 Turcomanos Azeries Kurdos
01:01 5.8 4.6 7.5 02:01 21.0 16.5 20.8
01:02 — - 0.8 02:02 — - 0.8
01:03 — - 1.7 02:03 0.7 - -
03:01 10.2 8.8 15.8 03:01 21.0 20.1 24.2
03:02 — 05 - 03:02 7.3 8.8 6.7
03:03 0.7 — - 03:03 0.7 4.6 -
03:08 0.7 0.5 - 03:04 15 — -
03:13 2.2 — - 03:05 0.7 2.1 4.2
04:01 10.9 15.5 12,5 03:07 2.8 2.6 1.7
04:15 — - 0.8 03:12 - 04 —
07:01 13.8 10.8 6.7 04:01 5.0 5.7 2.5
08:01 2.9 3.0 1.7 04:02 — - 0.8
08:20 2.2 — - 05:01 13.0 16.5 10.8
09:01 — 1.6 - 05:02 15 3.6 7.5
10:01 3.6 3.6 1.7 05:03 15 - -
11:01 12.3 15.0 19.1 06:01 2.2 8.3 5.0
11:17 0.7 - - 06:02 11.6 5.2 6.7
11:20 0.7 - - 06:03 7.3 4.1 5.0
11:28 0.7 - - 06:04 2.2 15 3.3
12:01 15 1.6 0.8
12:09 15 - -
13:01 3.6 4.1 5.0
13:02 15 1.6 4.2
13:03 - 1.0 —
13:05 - 0.5 0.8
13:06 0.7 - -
13:08 0.7 05 —
14:01 0.7 6.7 6.7
14:02 — 1.0 -
14.05 0.7 - -
14:24 0.7 - -
15:01 21.0 15.0 10.0
16:01 — 4.1 4.2
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Locus HLA-DQB1

Para el locus menos polimérfico de los analizados se han obtenido un total de 19
alelos distintos, de los que 12 son compartidos por las tres poblaciones (63.2%). Con
respecto a los turcomanos se han determinado 16 alelos, de los cuales los cuatro més
frecuentes suman el 66.6% del total de alelos. En el caso de los azeries y los kurdos, se
han obtenido 14 alelos distintos para este locus, y los cuatro alelos méas frecuentes
suman el 61.9% y el 63.3% del total, respectivamente. El alelo mas frecuente en las tres
poblaciones es DQB1*03:01 (24.2% en kurdos, 21.0% en turcomanos y 20.1% en
azeries), con amplia distribucion en la geografia mundial, mayoritario en poblaciones
siberianas y amerindias, y con frecuencias elevadas en poblaciones del Caucaso y del
“corredor irani”. Otros alelos con frecuencias altas son: DQB1*02:01 (21.0% en
turcomanos, 20.8% en kurdos y 16.5% en azeries), predominante en Europa Atlantica,
norte de Africa, “corredor irani” y sur de Asia; DQB1*05:01 (16.5% en azeries, 13.0%
en turcomanos y 10.8% en kurdos), también con una amplia distribucion mundial, pero

predominante en poblacidn cuacasoide.

2. ESTUDIOS ANALITICOS BASADOS EN ALELOS HLA DE CLASE 11

Las distancias genéticas Da se calcularon por el método de Nei (Nei, 1972)
mediante la comparacion de las frecuencias alélicas de los genes HLA en las
poblaciones de estudio (turcomanos, azeries y kurdos) respecto a otras poblaciones del
mundo (Tabla M1 y Figura M1). La construccion de los dendrogramas se realizd
mediante el método NJ a partir de las distancias genéticas (Saitou & Nei, 1987). Los
analisis de correspondencias se obtuvieron a partir de las distancias genéticas, y
proporcionan una idea global de las relaciones filogenéticas entre las poblaciones
comparadas (véanse apartados 5.5 y 5.6 de Materiales y Métodos).

Estos analisis se llevaron a cabo con dos conjuntos de datos: las frecuencias
alélicas del locus HLA-DRB1 y de los loci HLA-DRB1 y HLA-DQB1 de manera
conjunta, ambas en alta resolucion. Para estos andlisis no fue posible la inclusion de los
datos de las frecuencias alélicas HLA de clase I, por la falta de este tipo de informacion
en muchas de las poblaciones mediterraneas (bereberes, judios -asquenazi, no asquenazi
y procedentes de Marruecos-, libaneses), siberianas (buriatos, tuvanos, tofalar, todja,
evenki, keti entre otros) y del Pacifico (poblaciones de Papua y Samoa entre otras)

empleadas en los analisis de emparentamiento genético.
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2.1 Andlisis basados en el locus HLA-DRB1

A partir de las frecuencias alélicas del gen HLA-DRBL1 (alta resolucion) se han
calculado las distancias genéticas entre las distintas poblaciones de estudio y el resto de
poblaciones (Tabla R3). Este analisis permite comparar un gran nimero de poblaciones
analizadas en alta resolucion para este locus y ver en conjunto la relacion de las
poblaciones de la region sur del Mar Caspio objeto de estudio con el resto de
poblaciones con proximidad geografica, como otras poblaciones iranies, mediterraneas
y de Asia Central, y con otras mas alejadas en el espacio, como poblaciones siberianas y
del Pacifico.

En primer lugar, atendiendo a las distancias genéticas Da, se observa que las tres
poblaciones estdn muy proximas entre si: turcomanos con respecto a los azeries estan a
una distancia de 12.02x1072, y con respecto a los kurdos a 13.20x10%, mientras que las
dos Gltimos estan a solamente 6.12x102. En el caso de los turcomanos, las poblaciones
més préximas (después de azerfes y kurdos) son los chuvasios (19.94x10) y los rusos
(20.20x10%), seguidos de poblaciones mediterraneas-europeas (franceses, vascos
espafoles, croatas, italianos), poblaciones del Caucaso (esvanos y georgianos) y de Asia
Central o con origen en esta zona (aleutianos, tuvanos, mansi y todja). Mas alejadas
estan sin embargo las poblaciones persas iranies, las poblaciones del Mediterraneo sur
oriental, las poblaciones negroides, orientales, siberianas y na-dene, y finalmente las
poblaciones del Pacifico y aborigenes australianos (estos ultimos con distancias por
encima de 90x1072). En lo que respecta a la poblacion azeri, los grupos mas préximos
(después de turcomanos y kurdos) pertenecen a poblaciones europeas caucasicas
(franceses -16.10x107%-, rusos -16.23x1072-, croatas, georgianos), poblaciones de Asia
Central (tuvanos, todja, tofalar) y poblaciones tdrquicas (chuvasios y turcos). Como en
el caso de los turcomanos, se encuentran mas alejadas las poblaciones mediterraneas
(sobre todo las poblaciones judias), las poblaciones persas iranies, las poblaciones
negroides, siberianas, na-dene y orientales, y en ultimo lugar las poblaciones del
Pacifico y aborigenes australianos. Las poblaciones méas préximas a la poblacion kurda
segun las distancias genéticas basadas en el locus HLA-DRBL1 son los azeries, franceses
(12.41x102), turcomanos y rusos (14.75x107), seguidas de otras poblaciones
mediterraneas-europeas (italianos, croatas, vascos espafoles), poblaciones del Caucaso
(esvanos y georgianos), persas de Shiraz y poblaciones tdrquicas (chuvasios y turcos).
El patrén que siguen el resto de poblaciones con respecto a los kurdos es muy similar al
gue siguen con las otras dos poblaciones de estudio, con la salvedad de que las
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poblaciones de Asia Central en este caso se encuentran mas alejadas. Todo esto se
puede observar con mayor detalle en la Tabla R3. La distancia genética media mas alta
de las tres poblaciones es la que corresponde a la poblacién turcomana con 45.39x1072,
bastante superior a la de los kurdos (40.65x107%) y a la de los azeries (39.06x107?).

Los dendrograma (Figuras R1.A y R2), basados en las distancias genéticas del
locus HLA-DRB1, muestra agrupadas a las tres poblaciones de estudio en un mismo
conjunto. En el primer dendrograma (Figura R1.A), construido mediante las distancias
genéticas de las poblaciones méas proximas geograficamente, estas poblaciones se
encuentran situadas en el primer gran conjunto de los dos en los que se divide el arbol,
que agrupa a las poblaciones mediterraneas-europeas, mediterraneas sur orientales,
caucasicas, persas y siberianas de Asia Central, en contraposicion al otro gran grupo
conformado por poblaciones siberianas y orientales. Estas tres poblaciones del sur del
Mar Caspio se encuentran situadas entre poblaciones con un origen comun procedentes
de Siberia central, que habitan al norte del Mar Caspio y en los Urales, los chuvasios y
los mansi respectivamente, y las poblaciones iranias (persas —procedentes de Shiraz y
Yazd- y baluchis), aunque la longitud de las ramas horizontales de éstas ultimas indica
una distancia genética relativamente grande en comparacion a otras poblaciones mas
proximas como rusos, franceses o0 georgianos, aunque mas alejadas en el arbol. En el
segundo dendrograma (Figura R2), que incluye el resto de poblaciones que figuran en la
Tabla M1, estas poblaciones se encuentran situadas, igual que en el anterior arbol, en el
primer gran conjunto que agrupa a las poblaciones mediterraneas-europeas,
mediterraneas sur orientales, caucasicas, persas, negroides, siberianas y na-dene, en
yuxtaposicion al otro gran conjunto que agrupa poblaciones orientales y del Pacifico y
Australia. En este analisis, las tres poblaciones del sur del Mar Caspio se encuentran
inmediatamente antes del conjunto formado por poblaciones siberianas emparentadas
entre si, como son chuvasios, aleutianos, mansi y buriatos, y el conjunto formado por
persas y baluchis.

De la mima manera se realizaron andlisis de correspondencias a partir de las
distancias genéticas basadas en locus HLA-DRB1 unicamente con las poblaciones
préximas geograficamente, y con todas las poblaciones incluidas en el estudio (Figuras
R1.By R3).
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TABLA R3. Distancias genéticas (Da) a partir de las frecuencias alélicas de HLA-
DRB1 (x107) entre las poblaciones analizadas (turcomanos, azerfes y kurdos) y el resto

de poblaciones del mundo.

Turcomanos Azeries Kurdos

Poblacion Da Poblacion Da Poblacion Da
Azeries 12.02 Kurdos 6.12  Azeries 6.12
Kurdos 13.20 Turcomanos 12.02  Franceses 12.41
Chuvasios 19.94  Franceses 16.10  Turcomanos 13.20
Rusos 20.20 Rusos 16.23 Rusos 14.75
Franceses 20.31  Aleutianos 17.67 Italianos 15.69
Vascos espafioles 22.35 Croatas 17.74  Croatas 15.93
Aleutianos 23.72  Georgianos 18.93 Georgianos 15.98
Esvanos 23.88 Tuvanos 19.28 Esvanos 17.33
Tuvanos 24.74  Italianos 19.45 Vascos espafioles 19.89
Mansi 25.34  Chuvasios 19.75 Persas S 20.25
Todja 25.61 Todja 21.12  Turcos 20.33
Georgianos 25.96  Turcos 21.75 Chuvasios 21.12
Croatas 26.39 Tofalar 22,51 Macedonios 21.65
Italianos 26.88 Esvanos 22.74  Espafioles 21.72
Espafioles 27.12  Espafioles 22.98 Tuvanos 23.43
Bereberes 27.44  Mansi 23.21  Aleutianos 23.59
Hotentotes 27.48 Mongoles Khalka 24.02 Hotentotes 24.09
Mongoles Khalka 27.55 Macedonios 24.13  Cretenses 24.45
Buriatos 28.72  Vasco Espafioles 24.38 Bereberes 25.62
Tofalar 29.55 Negros SA 2493 Todja 25.66
Turcos 30.00 Hotentotes 25.83  Armenios 26.58
Negros SA 30.57 Persas S 26.25 Mansi 26.74
Persas S 32.56 Buriatos 27.04  Negros SA 27.94
Macedonios 32.62 Armenios 27.35 Mongoles Khalka 28.00
Negros NA 32.87 Cretenses 28.25 Tofalar 29.55
Cretenses 35.31 Negros NA 28.44  Baluchis 30.30
Armenios 35.42 Bereberes 29.62  Sardos 30.31
Persas Y 35.84 Manchues 31.84 Negros NA 30.51
Mongoles Khoton 35.87  Argelinos 31.92  Argelinos 30.83
Argelinos 36.45 Palestinos 3222 PersasY 31.02
Marroquies 36.58 PersasY 34.59 Marroquies 33.20
Coreanos 37.90 Marroquies 35.59  Palestinos 33.32
Judios NAs 39.34 Sardos 36.91 Judios As 34.42
Palestinos 40.09 Coreanos 37.03  Judios marroquies 34.47
Baluchis 40.19 Judios As 37.38  Buriatos 35.94

Diego Rey Medrano 123



Resultados

TABLA R3. Continuacion.

Manchues 41.32  Judios marroguies 38.26  Judios NAs 36.57
Judios marroquies 41.33  Judios NAs 38.39 Mongoles Khoton 36.74
Libaneses 42.64 Mongoles Khoton 38.46 Bosquimanos 38.03
Bosquimanos 4450 Bosquimanos 38.53 Libaneses 38.76
Judios As 44.61 Baluchis 38.59 Coreanos 39.47
Keti 46.27 Evenki 39.54 Manchues 41.06
Evenki 46.53 Libaneses 39.72  Bubis 43.86
Ulchi 46.79  Ulchi 39.83 Nueva Caledonia 45.51
Sardos 47.05 Chukchis 42.75  Ulchi 47.53
Nueva Caledonia 47.40 Nueva Caledonia 43.08 Evenki 48.33
Chinos de Singapur  50.19  Negidal 44,06 Buyei 52.24
Bubis 52.16 Buyei 45.65 Negidal 52.40
Negidal 53.43 Bubis 45.86 Chinos de Singapur  52.51
Japoneses 5440 Keti 46.18 Kaeti 52.81
Samoanos 55.61 Chinos de Singapur  46.64  Japoneses 53.01
Buyei 56.13 Japoneses 48.76  Samoanos 53.06
Chukchis 57.97 Samoanos 49.12  Chukchis 55.83
Fiyianos 58.61 Tlingit 50.47  Fiyianos 56.46
Tlingit 59.61 Esquimos 52.06 Madang 59.64
Madang 64.15 Atabascos 53.88 Tlingit 61.60
Goroka 65.92 Udegeys 54.35 Esquimos 61.83
Esquimos 68.89  Fiyianos 55.48 Rabaul 62.29
Atabascos 70.18 Koryaks 57.77  Atabascos 64.20
Taiwaneses 70.90 Madang 59.51 Udegeys 65.88
Udegeys 74.50 Nivjis 60.01 Taiwaneses 68.38
Rabaul 74.85 Rabaul 64.77 Ainu 69.96
Koryaks 76.55 Taiwaneses 64.82 Goroka 70.66
Nivjis 77.26 Ainu 65.72  Koryaks 71.98
Ainu 77.61 Goroka 66.86  Nivjis 74.09
Desierto Central 90.06 Yuendumu 82.75  Yuendumu 85.64
Yuendumu 92.16  Desierto Central 84.29 Desierto Central 87.29
Cape York 94.02 Cape York 88.36 Cape York 91.91
Kimberley 96.75 Kimberley 94.77  Kimberley 95.42

Judios As: judios asquenazi; Judios NAs: judios no asquenazi; Negros NA: negros de
Norteamérica; Negros SA: negros de Sudafrica; Persas S: persas de Shiraz; Persas Y: persas de
Yazd.

En el primer analisis (Figura R1.B) se observan dos grandes conjuntos de
poblaciones al igual que en el dendrograma, definidos por la primera dimension que

explica la mayor parte de la variabilidad entre poblaciones (proporcion de inercia =
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65.7%). El primer grupo incluye a las poblaciones siberianas y orientales, y el segundo
estd a su vez dividido en dos subgrupos definidos por la segunda dimension (proporcion
de inercia acumulada = 78,5%), el primero formado por las poblaciones mediterraneas-
europeas, del Caucaso e iranias, y el sequndo por las poblaciones del mediterraneo sur y
oriental. Las tres poblaciones de estudio se sitdan en una posicién intermedia entre los
dos grupos principales, junto con los chuvasios, donde los kurdos tienden hacia las
poblaciones mediterraneas, y los turcomanos y azeries hacia las poblaciones de Asia
Central (mansi, todja). En el segundo analisis (Figura R3) la primera dimension define
tres grandes conjuntos (proporcion de inercia = 63.5%), un primer grupo formado por
las poblaciones siberianas y orientales (menos compacto que en el primer analisis), un
segundo conjunto en posicion central formado por las poblaciones negroides, y un tercer
grupo formado por las poblaciones mediterrdneas-europeas-cuacasoides. La segunda
dimension (proporcion de inercia acumulada = 78,9%) divide a su vez los dos conjuntos
mas grandes: en el primero las poblaciones siguen un gradiente geografico aproximado
del noroeste (Asia Central) al sureste (Australia y Pacifico), separando a las poblaciones
siberianas de las orientales y del Pacifico, y en el segundo gran conjunto, las separa de
la misma forma que en el primer analisis. De igual manera, las poblaciones del sur del
Mar Caspio ocupan una situacion intermedia (junto con chuvasios y mansi) entre
siberianos y mediterraneos, pero con una mayor tendencia hacia estos ultimos, en

especial los kurdos.
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Figura R1. A. Dendograma NJ y B. analisis de correspondencias, calculados
ambos a partir de las distancias genéticas basadas en las frecuencias alélicas en alta
resolucion del locus HLA-DRBL. Se han incluido las poblaciones méas proximas
geograficamente. Judios As: judios asquenazi; Judios NAs: judios no asquenazi;

Persas S: persas de Shiraz; Persas Y: persas de Yazd.
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Figura R2. Dendrograma NJ calculado a partir de las distancias genéticas Da
basadas en las frecuencias en alta resolucién del locus HLA-DRB1. Nos
muestras las relaciones genéticas HLA entre las poblaciones de estudio
(turcomanos, azeries y kurdos) con el resto de poblaciones del mundo:
mediterraneos, europeos y del Caucaso (azul), iranios (naranja), negroides (rojo),
siberianos, na-dene, esquimos (verde), orientales y del Pacifico (amarillo) (Tabla

M1).
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2.2 Andlisis basados en los loci HLA-DRB1y -DQB1

La Tabla R4 muestras las distancias genéticas entre turcomanos, azeries y kurdos
y el resto de poblaciones incluidas en el estudio (Tabla M1), salvo aquellas para las que
no se contaba con los datos de las frecuencias alélicas del locus HLA-DQBL.

Estos resultados muestran nuevamente que las tres poblaciones de estudio estan
muy proximas entre si: los azeries y los kurdos son los que presentan una menor
distancia genética, 5.09x10, mientras que cada uno de estas presenta una distancia
mayor y similar con los turcomanos, 8.12x10? y 8.70x10 respectivamente. En lo que
respecta a los turcomanos, las poblaciones mas proximas (después de azeries y kurdos)
son poblaciones procedentes de Siberia central (aleutianos -15.25x107%- y mansi -
15.69x107%) y poblaciones del Caucaso (esvanos -15.66x10- y georgianos -16.35x10),
seguido de poblaciones mediterraneas y europeas (espafioles, turcos, bereberes, italianos
y rusos), de forma mas o menos similar a lo determinado por los andlisis del locus
HLA-DRB1. En el caso de los azeries, la poblaciobn mas préxima (después de
turcomanos y kurdos nuevamente) es la turca (14.29x10%) seguido también de
poblaciones del Caucaso (georgianos -14.50x10% y esvanos -16.95x107), grupos
procedentes de Siberia central (aleutianos -14.84x107%-, mansi -15.92x102- y tofalar -
18.79x107%), poblaciones mediterraneas y europeas (italianos, espafioles, macedonios y
rusos) y persas (Shiraz, 18.98x10?). Los kurdos presentan las menores distancias
genéticas con las poblaciones del Caucaso, georgianos (12.26x107?) y esvanos
(13.00x10%), y con los turcos (13.41x10). Les siguen poblaciones mediterraneas
(italianos, macedonios, cretenses y espafioles), persas (Shiraz, 16.98x10%), y més
alejados aleutianos y mansi. Las poblaciones con las que muestran mayores distancias
geneéticas en los tres casos son la poblaciones del Mediterrdneo oriental, algunas
poblaciones negroides, las poblaciones orientales, grupos procedentes de Siberia, del
Pacifico y por ultimo de Australia, siguiendo un patrén similar al determinado por los
analisis basados en el locus HLA-DRBL1 en solitario, con la diferencia de que aqui las
poblaciones persas aparecen mas proximas a azeries y kurdos, y que los chuvasios,
relativamente proximos a las tres poblaciones (en especial a turcomanos) en el analisis
anterior, aqui aparecen con distancias superiores a 20x102. Todo esto se puede observar
con mayor detalle en la Tabla R4. Las distancias genéticas medias son bastante menores
comparadas con las del anterior analisis. La més alta de las tres poblaciones sigue
siendo la que corresponde a la poblacién turcomana con 31.41 x107, pero la diferencia
se reduce respecto a la de los kurdos (30.10x107?) y los azeries (28.89x107?).
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TABLA R4. Distancias genéticas (Da) a partir de las frecuencias alélicas de HLA-
DRB1 y -DQBL1 (x107?) entre las poblaciones analizadas (turcomanos, azeries y kurdos)

y el resto de poblaciones del mundo.

Turcomanos Azeries Kurdos

Poblacion Da Poblacion Da Poblacion Da
Azeries 8.12  Kurdos 5.09  Azeries 5.09
Kurdos 8.70  Turcomanos 8.12  Turcomanos 8.70
Aleutianos 15.25 Turcos 14.29  Georgianos 12.26
Esvanos 15.66 Georgianos 1450 Esvanos 13.00
Mansi 15.69 Aleutianos 14.84 Turcos 13.41
Georgianos 16.35 Italianos 15.67 Italianos 13.57
Espafioles 16.35 Mansi 15.92 Macedonios 14.57
Turcos 17.59 Espafioles 16.14  Cretenses 14.90
Bereberes 17.64 Macedonios 16.55 Espafioles 15.55
Italianos 18.47 Esvanos 16.95 Rusos 16.18
Rusos 19.03 Rusos 17.06 Persas S 16.98
Negros NA 19.57  Cretenses 17.83  Argelinos 18.73
Marroquies 20.10 Tofalar 18.79  Aleutianos 18.76
Macedonios 20.20 Persas S 18.98 Mansi 18.97
Todja 20.42 Negros NA 19.57 Bereberes 18.99
Cretenses 20.76  Tuvanos 19.78 Marroquies 19.95
Argelinos 21.22  Palestinos 20.06  Negros NA 20.50
Buriatos 21.46  Chuvasios 20.22  Tuvanos 21.79
Hotentotes 21.69  Argelinos 20.55 Sardos 21.86
Tuvanos 21.74  Buriatos 21.21 Palestinos 21.87
Negros SA 21.85 Marroquies 21.28 Hotentotes 22.63
Mongoles Khalka 22.69 Todja 21.30 Judios marroquies 22.81
Persas S 22.99 Bereberes 21.81 Negros SA 23.18
Palestinos 23.16 Mongoles Khalka 22.39  Mongoles Khalka 23.28
Chuvasios 23.44  Negros SA 22.46 Persas Y 23.77
Tofalar 23.47 Persas Y 22.87 Chuvasios 23.85
Persas Y 24.60 Hotentotes 23.93 Baluchis 24.00
Judios NAs 25.19  Judios As 24.84 Tofalar 24.30
Judios marroquies 25.75 Judios marroquies 25.74  Judios As 24.85
Judios As 28.03 Judios NAs 25.97 Todja 24.95
Libaneses 28.10 Sardos 26.83  Judios NAs 25.26
Baluchis 29.74  Libaneses 27.59 Libaneses 25.34
Coreanos 31.63 Baluchis 27.89 Buriatos 27.17
Sardos 33.00 Ulchi 30.35 Coreanos 32.35
Keti 33.54 Manchues 30.95 Bubis 34.11

Diego Rey Medrano 130



Resultados

TABLA R4. Continuacion.

Bubis 34.21 Bubis 31.88 Manchues 34.49
Ulchi 34.66  Japoneses 32.00 Bosquimanos 34.54
Nueva Caledonia 35.62 Coreanos 32.12  Nueva Caledonia 36.12
Bosquimanos 35.73  Keti 32.88 Mongoles Khoton 36.60
Manchues 36.47 Negidal 33.45 Keti 36.71
Japoneses 37.26  Nueva Caledonia 33.65 Ulchi 36.80
Evenki 37.63  Evenki 33.99 Evenki 37.14
Mongoles Khoton 38.01 Bosquimanos 35.53  Japoneses 37.98
Samoanos 39.20 Samoanos 36.84  Samoanos 39.65
Negidal 39.83  Nivjis 37.27  Tlingit 41.64
Tlingit 42.15 Chukchis 37.85 Negidal 41.68
Chukchis 43.48 Mongoles Khoton 37.97 Chinos de Singapur  42.31
Chinos de Singapur  45.11  Udegeys 38.30 Udegeys 43.12
Nivjis 48.13  Tlingit 38.72  Buyei 43.84
Udegeys 48.43 Chinos de Singapur  41.45 Chukchis 44.16
Atabascos 49.19 Koryaks 42.10 Madang 44,58
Buyei 50.65 Buyei 43.47 Nivjis 44.95
Madang 50.82 Madang 4451 Rabaul 44.97
Koryaks 51.27  Atabascos 44,73  Atabascos 49.25
Esquimos 52.70  Esquimos 46.90 Koryaks 49.25
Goroka 54,32 Rabaul 52.28 Esquimos 50.81
Rabaul 58.35 Cape York 56.77 Goroka 59.76
Cape York 60.32 Goroka 57.71 Cape York 61.58
Kimberley 76.87  Kimberley 74.02 Kimberley 76.70

Judios As: judios asquenazi; Judios NAs: judios no asquenazi; Negros NA: negros de
Norteamérica; Negros SA: negros de Sudafrica; Persas S: persas de Shiraz; Persas Y: persas de
Yazd.

Los dendrogramas construidos a partir de las distancias genéticas HLA-DRB1 y
-DQB1 (Figura R4.A y R5) también muestra agrupados a turcomanos, azeries y kurdos.
En el primer dendrograma (Figura R4.A), construido mediante las distancias genéticas
de las poblaciones méas préximas geograficamente, estas poblaciones se encuentran
situadas en el primer gran conjunto de los dos en los que se divide el arbol, que agrupa a
las poblaciones mediterraneas-europeas, mediterraneas sur orientales, caucasicas, persas
y siberianas de Asia Central, en contraposicion al otro gran grupo conformado por
poblaciones siberianas orientales. Las poblaciones de estudio se sitian entre las
poblaciones iranias, y rusos y poblaciones con un origen comun procedentes de Siberia
central, los chuvasios (al norte del Mar Caspio) y los aleutianos (Islas Aleutianas). En el
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segundo dendrograma (Figura R5), que incluye el resto de poblaciones que figuran en la
Tabla M1, estas poblaciones se encuentran situadas, en este caso junto con los esvanos,
en el primer gran grupo que incluye poblaciones negroides, mediterraneas, europeas,
persas, siberianas y na-dene, aunque esta vez también incluye las poblaciones orientales,
mientras que las poblaciones del Pacifico y Australia se agrupan en el segunda gran
conjunto. La distribucion en el dendrograma de las poblaciones de estudio es similar a
la que encontramos en las Figuras R1.A y R4.A, ya que se sitlan entre poblaciones
procedentes de Siberia con un origen comun (chuvasios, aleutianos, mansi) y el grupo
conformado por las poblaciones iranias (persas y baluchis). Las poblaciones negroides
también aparecen situadas, dentro de un mismo nodo, entre estos dos grupos (siberianos
centroasiaticos e iranios), aunque la longitud de las ramas horizontales de estas
poblaciones indica una distancia genética relativamente grande en comparacion a las
poblaciones mencionadas, que resultan mas proximas, e incluso a otras mas alejadas en
el arbol como turcos y georgianos.

Los andlisis de correspondencias a partir de las distancias genéticas basadas en los
loci HLA-DRB1 y -DQB1 Unicamente con las poblaciones préximas geograficamente,
y con todas las poblaciones incluidas en el estudio (Figuras R4.B y R6) definen dos
grandes conjuntos de poblaciones atendiendo a la primera dimension. EI primer grupo
incluye a las poblaciones mediterraneas, europeas e iranias y el segundo esta a su vez
dividido en dos subgrupos definidos por la segunda dimension: en la Figura R4.B
separa a las poblaciones siberianas de Asia Central de las siberianas orientales, y en la
Figura R6 separa a los siberianos y na-dene de las poblaciones orientales, del Pacifico y
Australia (proporciones de inercia acumulada por las dos dimensiones = 66,7% Yy 69.9%
respectivamente). En la Figura R6 las tres poblaciones de estudio se sitdan en el primer
gran grupo definido por la primera dimension, muy préximas a las poblaciones
mediterraneas y del Caucaso, especialmente los kurdos, pero proximos también a
poblaciones siberianas procedentes de Asia Central (mansi, aleutianos y chuvasios), en
especial turcomanos y azeries. Esta tendencia se hace mas patente en la Figura R4.B,
donde los kurdos aparecen claramente en el grupo de los mediterraneos, relativamente
proximos a persas y rusos, mientras gque turcomanos y azeries se agrupan con siberianos
del Asia Central, muy préximos a mansi, tuvanos y chuvasios En estos analisis (Figura
R6) no se aprecia una agrupacion de las poblaciones negroides como en el dendrograma
(Figura R5) y en la Figura R3, y aparecen, aunque en una posicion ligeramente

intermedia, en su mayoria proximas a poblaciones mediterraneas.
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Figura R4. A. Dendograma NJ y B. analisis de correspondencias, calculados
ambos a partir de las distancias geneticas basadas en las frecuencias alélicas en alta
resolucion del locus HLA-DRB1 y -DQB1 conjuntamente. Se han incluido las
poblaciones mas proximas geograficamente. Judios As: judios asquenazi; Judios
NAs: judios no asquenazi; Persas S: persas de Shiraz; Persas Y: persas de Yazd.
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Figura R5. Dendrograma NJ calculado a partir de las distancias genéticas Da
basadas en las frecuencias en alta resolucion de los loci HLA-DRB1 y -DQB1. Nos
muestras las relaciones genéticas HLA entre las poblaciones de estudio
(turcomanos, azeries y kurdos) con el resto de poblaciones del mundo:
mediterraneos, europeos y del Caucaso (azul), iranios (naranja), negroides (rojo),
siberianos, na-dene, esquimos, orientales (verde), y del Pacifico (amarillo) (Tabla

M1).
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3. ESTUDIOS DE HAPLOTIPOS BI-LOCUS EN LAS POBLACIONES DE
ESTUDIO

La Tabla R5, muestra los haplotipos bi-locus con desequilibrio de ligamiento
significativo y mayor representacion en las poblaciones de estudio. Estas poblaciones
corresponden a grupos de individuos no relacionados, por lo que no se conoce la
segregacion familiar de sus haplotipos.

Mediante el programa estadistico Arlequin v 3.000 (Excoffier et al., 2005), se
calcula la frecuencia de cada haplotipo (combinaciones posibles de 2-loci),
desequilibrio de ligamiento y la probabilidad (p) de que cada asociacion sea
estadisticamente significativa. Los resultados de los haplotipos encontrados en las
poblaciones de estudio, se comparan con las poblaciones descritas en la literatura y en
los Talleres Internacionales 11° 12° y 13° de Histocompatibilidad (Imanishi et al.,
1992a; Clayton & Lonjou, 1997; Mack & Erlich, 2007). A continuacion se describen
todos aquellos haplotipos con desequilibrio de ligamiento positivo (D>0, D’>0), p<0.05
y con frecuencias por encima del 1% (Tabla R5).

3.1 Estudio del desequilibrio de ligamiento

Desequilibrio de ligamiento entre alelos HLA-A'y -B (clase 1)

Se han encontrado haplotipos HLA-A-B con desequilibrio de ligamiento positivo,
una asociacion estadisticamente significativa y una frecuencia en la poblacion por
encima del 1% en un total de 14 para turcomanos, 20 para azeries, y 15 para kurdos
(Tabla R5). Tanto en turcomanos como azeries el haplotipo méas frecuente y con un
desequilibrio de ligamiento mayor (D=0.04) es el A*24:02-B*35:01, haplotipo también
frecuente en poblaciones del Asia Occidental y Meridional (judios e indios) y de
Norteamérica (yupik de Alaska). En cuanto a los kurdos, la mayores frecuencias la
presentan los haplotipos A*11:01-B*35:01 (D=0.01) y A*02:01-B*35:01 (D=0.03), el
primero frecuente en poblaciones del Sureste Asiatico (chinos wa y taiwaneses), vy el
segundo en poblaciones del Asia Occidental y Meridional (omaneses e indios), y de
Norteamérica (indios pima de Arizona). El Gnico haplotipo comun a las tres poblaciones
que encontramos con un desequilibrio de ligamiento positivo y significativo es el
A*33:01-B*58:01, haplotipo de gran frecuencia en poblaciones orientales y del Sureste
Asiatico (chinos han, buyei, taiwaneses, chinos de Singapur). Por lo general los
haplotipos HLA-A-B en alta resolucion no muestran frecuencias muy elevadas, debido

en parte a la gran diversidad alélica que presentan estos loci.
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TABLA RS5. Haplotipos HLA-A-B, HLA-B-DRB1 y HLA-DRB1-DQB1 con

desequilibrio de ligamiento (D, D’) significativo en turcomanos, azeries y kurdos. En

negrita los haplotipos mas frecuentes.

Turcomanos

Azeries

Haplotipo HLA-A-B

FH

D,

FH

A*01:01-B*27:01
A*01:01-B*37:01
A*01:01-B*53:01
A*01:02-B*08:01
A*02:01-B*07:02
A*02:01-B*03:01
A*02:01-B*15:01
A*02:01-B*15:24
A*02:01-B*35:01
A*02:01-B*49:01
A*02:01-B*50:01
A*02:01-B*51:01
A*02:50-B*07:03
A*02:52-B*13:01
A*02:52-B*51:01
A*03:01-B*07:02
A*03:01-B*08:01
A*03:01-B*18:01
A*03:01-B*35:01
A*03:01-B*35:10
A*03:01-B*44:02
A*11:01-B*35:01
A*11:01-B*55:01
A*23:01-B*49:01
A*24:02-B*18:09
A*24:02-B*35:01
A*24:02-B*35:20
A*24:02-B*41:01
A*24:02-B*52:01
A*24:02-B*58:01
A*26:01-B*07:02
A*26:01-B*08:01
A*26:01-B*38:01
A*29:01-B*58:01
A*30:01-B*13:01

0.01 0.46

0.01 1.00

0.02 0.38

0.73

2.17

1.45

2.17

0.01
0.01

0.02
0.01

0.01

0.01

0.03

0.01
0.01

0.04

0.01

0.01
0.01

0.66
0.66

0.65
0.23

0.71

0.26

0.56

0.24
1.00

0.36

0.32

0.38
0.40

1.03
1.03

1.95
1.55

1.02

2.06

3.10

1.03
0.52

5.53

1.02

1.03
1.55

0.03
0.02

0.01

0.03
0.01

0.02
0.03

0.03
0.02

0.02
0.03

0.32
0.43

1.00

0.63
1.00

0.65
1.00

0.76
0.39

0.46
0.78

5.00
2.50

1.25

0.73
5.83

1.67
1.25

3.33
1.67

2.50
3.33
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TABLA R5. Continuacion.

A*30:01-B*38:01 — - - 0.01 0.30 1.55 - - -
A*30:01-B*40:46 0.01 1.00 1.45 — - - - - -
A*31.01-B*35:01 001 050 290 ([ 0.01 0.31 0.52 — — —
A*32:01-B*41.01 — — — 0.01 0.15 1.03 — — —
A*32:01-B*55:01 — — — — — — 0.01 0.30 1.67
A*33:01-B*14:01 - - — | 001 047 155 - - -
A*33:01-B*58:01 001 1.00 145 | 0.01 0.58 1.55 0.02 1.00 1.67
A*68:01-B*35:01 0.01 059 145 — - - - - -
A*68:01-B*44.02 — — — 0.01 0.15 1.03 — — —
A*68:01-B*51:01 — — — 0.02 0.40 1.95 — — —
Haplotipo HLA-B-DRB1 D D’ FH D D’ FH D D’ FH
B*07:02-DRB1*10:01 — - - 0.01 0.25 2.06 - - -
B*07:02-DRB1*15:01 — - - 0.02 048 2.06 - - -
B*07:03-DRB1*04.01 0.02 055 290 — — — — — —
B*08:01-DRB1*03:01 003 051 3.62 | 0.03 1.00 3.10 0.04 1.00 5.00
B*13:01-DRB1*04:01 - - - - - - 001 043 167
B*13:01-DRB1*07:01 002 026 163 | 0.02 0.68 2.58 - - -
B*14:01-DRB1*01:01 — - - 0.02 0.65 2.06 - - -
B*14:02-DRB1*01:01 0.01 1.00 1.45 — - - - - -
B*18:01-DRB1*11:01 — — — 0.02 041 2.06 0.01 0.29 1.67
B*18:09-DRB1*11:01 — — — — — — 0.03 1.00 2.50
B*27:01-DRB1*01:01 001 065 145 | — - - - - -
B*27:01-DRB1*04:01 - - — | 001 061 1.03 - - -
B*35:01-DRB1*01:01 — - - — - - 0.03 0.43 4.17
B*35:01-DRB1*11:01 0.02 020 230|004 031 6.13 0.03 0.17 7.75
B*35:01-DRB1*15:01 0.01 100 7.74 — - - - - -
B*35:27-DRB1*15:01 002 068 217 | — - - - - -
B*37:01-DRB1*10:01 — - - 0.02 1.00 1.03 - - -
B*38:01-DRB1*13:01 001 0.22 0.73 — - - 0.02 0.37 1.43
B*38:01-DRB1*14.01 — - - 0.02 041 2.06 - - -
B*39:01-DRB1*08:01 0.01 049 145 — - - - - -
B*39:01-DRB1*12:01 0.01 1.00 1.45 — — — — — —
B*39:01-DRB1*16:01 — - - 0.01 1.00 1.03 - - -
B*40:01-DRB1*15:01 - - — | 001 061 1.03 - - -
B*41:01-DRB1*07:01 - - — | 001 022 155 - - -
B*44:02-DRB1*04.01 — - - 0.03 0.65 3.50 - - -
B*44:02-DRB1*11:01 — - - — - - 0.02 0.38 2.50
B*49:01-DRB1*11:01 0.01 0.62 1.45 — — — — — —
B*50:01-DRB1*07:01 — - - 0.02 044 2.06 0.03 0.54 3.33
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TABLA R5. Continuacién

B*51:01-DRB1*04:01 - - - - - - 0.01 1.00 3.33
B*51:01-DRB1*10:01 001 036 145 - - - - - -
B*51:01-DRB1*13:01 — - - 001 032 144 - - -
B*51:01-DRB1*16:01 — - - 001 032 155 - - -
B*52:01-DRB1*04:01 - - - 0.01 0.19 3.61 - - -
B*52:01-DRB1*15:01 - - - 002 034 258 [ 0.03 0.78 3.33
B*53:01-DRB1*03:01 - - - - - - 0.01 0.60 1.67
B*55:01-DRB1*15:01 - - - 001 033 155 - - -
B*57:01-DRB1*07:01 — - - 001 063 103 - - -
B*58:01-DRB1*03:01 — - - 001 034 155 | 0.03 0.80 3.33
Haplotipo DRB1-DQB1 D D’ FH D D’ FH D D’ FH
DRB1*01:01-DQ@B1*05:01 | 0.05 1.00 580 | 0.04 100 464 | 0.05 0.75 5.83
DRB1*03:01-D@B1*02:01 | 0.05 0.73 797 | 0.07 100 876 | 011 0.87 1417
DRB1*04:01-DQB1*03:02 | 0.04 0.66 5.07 | 0.07 100 876 | 0.04 0.71 4.88
DRB1*04:01-DQB1*03:05 | 0.01 1.00 0.73 — — — 0.03 0.77 3.33
DRB1*04:01-DQB1*04:01 - - - 0.01 0.25 2.06 - - -
DRB1*04:01-DQB1*06:03 | 0.01 0.22 2.17 - - - - - -
DRB1*07:01-DQ@B1*02:01 | 0.07 0.60 10.05| 0.05 060 7.22 | 0.04 0.84 5.83
DRB1*07:01-DQB1*03:03 - - - 0.02 050 258 - - -
DRB1*08:01-DQ@B1*04:01 | 0.02 0.74 217 | 0.03 100 3.09 | 0.02 1.00 1.67
DRB1*09:01-DQB1*03:03 — — — 0.02 100 155 — — —
DRB1*10:01-DQB1*04:01 | 0.01 0.37 1.45 - - - - - -
DRB1*10:01-DQB1*05:01 | 0.02 054 217 | 0.03 100 3.61 - - -
DRB1*11:01-D@B1*03:01 | 0.09 093 1159 | 0.11 091 1392 | 015 1.00 19.17
DRB1*12:01-DQB1*03:01 | 0.01 100 145 | 001 100 1.03 - - -
DRB1*13:01-DQB1*06:02 — — — 001 021 103 | 0.02 046 2.50
DRB1*13:01-DQB1*06:03 | 0.03 1.00 3.62 | 0.03 0.74 3.09 | 0.02 047 2.50
DRB1*13:02-DQB1*06:04 | 0.01 049 0.73 | 0.01 066 1.03 | 0.02 0.74 2.38
DRB1*14:01-DQB1*05:02 - - - 0.03 100 361 [ 0.05 0.73 5.00
DRB1*14:02-DQB1*03:01 - - - 001 100 103 - - -
DRB1*15:01-DQ@B1*06:01 | 0.02 1.00 217 | 0.07 100 825 | 0.03 0.63 2.50
DRB1*15:01-DQB1*06:02 | 0.08 0.84 10.15| 0.03 065 3.61 | 0.02 0.31 2.50
DRB1*15:01-DQB1*06:03 - - - - - - 0.01 0.26 1.67
DRB1*16:01-DQB1*05:01 — — — 0.03 100 412 | 0.01 0.33 2.50
FH: frecuencia haplotipica
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Desequilibrio de ligamiento entre alelos HLA-B y -DRB1

Este estudio, nos da una idea de cdmo son las poblaciones analizadas, ya que el
locus HLA-DRBL1 define muy bien geograficamente la poblaciones. Se han encontrado
haplotipos HLA-B-DRB1 con desequilibrio de ligamiento positivo, una asociacion
estadisticamente significativa y una frecuencia representativa en la poblacion (por
encima del 1%) en un total de 11 para poblacion turcomana, 23 para poblacién azeri, y
13 para poblacion kurda (Tabla R5), muchos de ellos asociados a haplotipos extendidos
en su poblacién respectiva (véase apartado 4). Se puede observar que tanto en azeries
como en kurdos el haplotipo més frecuente y con un desequilibrio de ligamiento mayor
(D=0.04/0.03 respectivamente) es el B*35:01-DRB1*11:01, también encontrado en
turcomanos con una frecuencia menor. Este haplotipo no presenta frecuencias
significativas en ninguna poblacion analizada hasta la fecha, como ocurre con el
haplotipo con mayor frecuencia en turcomanos, el B*35:01-DRB1*15:01. Otro
haplotipo comun a las tres poblaciones que encontramos con un desequilibrio de
ligamiento positivo y significativo es el B*08:01-DRB1*03:01, haplotipo de gran
frecuencia en poblaciones del norte de Europa (irlandeses, samis de Laponia) y
poblaciones de Asia Meridional como los indios golla, encontrdndose en otras

poblaciones de Iran en baja frecuencia, como los baluchis.

Desequilibrio de ligamiento entre alelos HLA-DRB1 y -DQB1 (clase 11)

A diferencia de los andlisis anteriores con las otras parejas de loci, el estudio del
desequilibrio de ligamento entre los loci de clase Il arroja resultados mucho mas
homogéneos en las tres poblaciones analizadas, ya que muchos de los haplotipos con
desequilibrio de ligamiento positivo son compartidos por estas, en especial los que
aparecen con una mayor frecuencia (Tabla R5). Se han encontrado un total de 13
haplotipos en poblacidn turcomana, 19 en poblacion azeri, y 15 en poblacion kurda con
desequilibrio de ligamiento positivo, una asociacién estadisticamente significativa y una
frecuencia representativa en la poblacién (por encima del 1%), la mayor parte asociados
a haplotipos extendidos en su poblacion respectiva (véase apartado 4), y presentes
fundamentalmente en poblaciones asiaticas, desde Siberia hasta el Suroeste Asiatico,
incluido el Levante mediterraneo. El haplotipo mas frecuente y que muestra un mayor
desequilibrio de ligamiento en las tres poblaciones (D>0.09), en especial en kurdos, es
el DRB1*11:01-DQB1*03:01, haplotipo que muestra sus mayores frecuencias en

poblaciones del Pacifico (poblaciones de Papua), pero con frecuencias muy
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representativas en poblaciones de Siberia o precedentes de esta region (nganasan, sami,
yupik, evenki, keti, todja, tofalar, chuvasios) y en poblaciones del Suroeste Asiatico
(turcos, persas de Shiraz). Otros haplotipos con frecuencias relevantes en las tres
poblaciones son: DRB1*03:01-DQB1*02:01 (muy frecuente en poblaciones del sur del
Mediterraneo y del Suroeste Asiatico), DRBQ*07:01-DQB1*02:01 (muy frecuente en
poblaciones de Siberia, Asia Central y sur del Mediterraneo), DRB1*15:01-
DQB1*06:02 (frecuente en poblaciones de Siberia, Asia Central y Suroeste Asiatico),
DRB1*15:01-DQB1*06:01 (frecuente en poblaciones del Asia Meridional -India- y
Siberia), DRB1*01:01-DQB1*05:01, DRB1*04:01-DQB1*03:02 (ambos frecuentes en
poblaciones de Siberia o0 procedentes de esta region -Sami- y en poblacion persa) y
DRB1*13:01-DQB1*06:03 (frecuente en poblaciones de Asia Central y del este y sur
del Mediterraneo).

3.2 Analisis basados en haplotipos de clase 11 con desequilibrio de ligamiento

Debido al gran desequilibrio de ligamiento existente entre los loci de clase Il
HLA-DRB1 y -DQB1, como se observa en el apartado anterior, se ha procedido a
utilizar las frecuencias de estos haplotipos bi-locus para calcular las distancias genéticas
Da entre las poblaciones de estudio y otras poblaciones del mundo (Tabla R6), asi como
las representaciones graficas que se derivan de estas (Figura R7), como otra herramienta
mas para indagar en las relaciones genéticas de estos grupos poblacionales.

En primer lugar se observa que las tres poblaciones estan de nuevo muy préximas
entre si: los kurdos y los azeries presentan la menor distancia genética, 11.04x107,
mientras que los turcomanos con respecto a los kurdos estan a una distancia de 13.09x
102, y con respecto a los azeries a 13.88x10. A diferencia de los analisis basados en
las frecuencias alélicas, los turcomanos son los que presentan una menor distancia
genética media, 29.57x107%, bastante inferior a la de los azeries (35.08x10?) y kurdos
(35.60x107). Sin embargo, este analisis muestra un patrén similar de las tres
poblaciones respecto a las distancias con el resto de poblaciones, con pequefias
diferencias. Las tres poblaciones se muestran préximas a las poblaciones europeas,
mediterraneas y del Caucaso (franceses, italianos, rusos, bereberes, turcos, georgianos,
libaneses, judios de Marruecos) y alejadas de las poblaciones siberianas mas
septentrionales y orientales y de los buriatos. No obstante los kurdos estan mas cercanos

a las poblaciones iranias, en especial a los persas de Yazd, que los turcomanos y azeries,
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gue se muestran a su vez mas relacionados con los chuvasios, mansi y poblaciones de

Asia Central (todja y tofalar) que los kurdos (Tabla R6).

TABLA R6. Distancias genéticas (D) a partir de las frecuencias de haplotipos bi-locus
HLA-DRB1-DQB1 (x10) entre las poblaciones analizadas (turcomanos, azeries y

kurdos) y otras poblaciones del mundo.

Turcomanos Azeries Kurdos

Poblacién Da Poblacién Da Poblacién Da
Kurdos 13.09  Kurdos 11.04  Azeries 11.04
Azeries 13.88  Turcomanos 13.88  Turcomanos 13.09
Franceses 18.23  Franceses 24.44  Franceses 20.36
Italianos 18.85 Rusos 26.41 ltalianos 23.94
Bereberes 19.54  Chuvasios 28.49  Rusos 27.03
Rusos 19.76  Georgianos 28.59  Bereberes 27.29
Turcos 22.26 ltalianos 28.85  Turcos 29.14
Georgianos 22.92  Libaneses 29.46  Georgianos 29.21
Argelinos 23.30  Turcos 30.46  Persas de Yazd 29.27
Chuvasios 24.94  Bereberes 31.04  Libaneses 30.55
Cretenses 25.88  Judios Marroquies  33.26  Baluchis 30.92
Judios Marroquies 25.97  Cretenses 34.00  Argelinos 31.90
Persas de Yazd 26.84  Mansi 35.04  Cretenses 33.13
Libaneses 2751  Argelinos 35.41  Chuvasios 33.61
Aleutianos 29.14  Aleutianos 35.53  Judios Marroquies  34.93
Mansi 29.72  Tofalar 37.49  Sardos 35.76
Baluchis 29.81  Persas de Yazd 37.56  Persas de Shiraz 36.37
Todja 30.78 Todja 37.66 Mansi 39.38
Tofalar 35.28  Baluchis 38.77  Aleutianos 41.68
Sardos 35.41  Persas de Shiraz 41.99 Todja 41.68
Persas de Shiraz 36.05  Sardos 42.21  Tofalar 42.88
Buriatos 44.55  Ulchi 4455  Evenki 53.55
Ulchi 46.25  Buriatos 47.06  Ulchi 54.26
Evenki 47.49  Negidal 49.68  Keti 58.07
Keti 48.25  Evenki 54.56  Buriatos 58.15
Negidal 53.03  Keti 5471  Negidal 58.62

El dendrograma originado en base a las distancias genéticas de los haplotipos
HLA-DRB1-DQB1 (Figura R7.A) muestra, al igual que en los analisis basados en las
frecuencias alélicas, a turcomanos, azeries y kurdos en un mismo grupo. En este arbol,

estas tres poblaciones se encuentran situadas en el primer gran conjunto, que agrupa
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Unicamente a las poblaciones europeas, mediterraneas e iranias (con excepcion de
aleutianos y chuvasios), proximas a libaneses, judios marroquies, argelinos y bereberes.
Las poblaciones siberianas conforman el otro gran conjunto, alejadas de las poblaciones
de estudio, siendo los mansi lo mas proximos (como se observa en las distancias
genéticas, Tabla R6). El analisis de correspondencias a partir de las distancias genéticas
entre las mismas poblaciones (Figura R7.B), confirma lo observado en el dendrograma,
definiendo dos grandes conjuntos de poblaciones basandonos en la primera dimension.
Uno de los grupos incluye a las poblaciones mediterraneas, europeas e iranias y el otro
agrupa a las poblaciones siberianas, mas dispersas a lo largo de la segunda dimension,
situandose en un extremo las poblaciones méas meridionales y en el otro las poblaciones
septentrionales y orientales. Las tres poblaciones de estudio se sitdan en el primer gran
grupo definido por la primera dimensién, muy proximas a las poblaciones

mediterraneas e iranias, especialmente los kurdos.

4. HAPLOTIPOS HLA EXTENDIDOS PRESENTES EN LAS POBLACIONES
DE ESTUDIO

Mediante el programa Arlequin v2.000 (Schneider et al., 2000) se han obtenido y
descrito los haplotipos HLA extendidos (HLA-A-B-DRB1-DQBL1) en las poblaciones
turcomana, azeri y kurda. En la Tabla R7 figuran los haplotipos mas frecuentes, que se
han comparado con los haplotipos descritos previamente en la literatura para buscar
poblaciones que los compartan y asi poder inferir en el origen de los mismos.

Los haplotipos extendidos, se han deducido a partir de los haplotipos de 2, 3y 4
loci. También se han considerado aquellos haplotipos que no fueron estimados
estadisticamente por el programa informatico pero que estaban presentes en al menos
dos individuos y mostraban un haplotipo alternativo descrito previamente (véase
Materiales y Métodos apartado 4.3).

En ninguna de las tres poblaciones se observan frecuencias muy elevadas en los
haplotipos extendidos debido a que han recibido influencia genética externa y no se

trata de aislados genéticos.

Haplotipos HLA extendidos frecuentes en poblacion turcomana
La Tabla R7 incluye los ocho haplotipos extendidos mas frecuentes en
turcomanos. Representan el 13.4% del total de haplotipos encontrados en esta

poblacion.
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Figura R7. A. Dendrograma NJ y B. analisis de correspondencias, calculados
ambos a partir de las distancias genéticas basadas en las frecuencias haplotipicas
HLA-DRB1-DQB1. Se han incluido las poblaciones méas proximas
geograficamente. Persas S: Shiraz; Parsas Y: Yazd.
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Observamos que el haplotipo de clase | A*24:02-B*35:01 esta presente en
asociacion con dos haplotipos de clase II: DRB1*11:01-DQB1*03:01 y DRB1*15:01-
DQB1*06:02. Solamente estos tres haplatipos extendidos han sido descritos
previamente en otras poblaciones con los alelos de clase | en baja resolucion:
 A*24:02-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01: encontrado en chuvasios
(frecuencia haplotipica, FH: 1.2%) y en palestinos (FH: 1.2%).

* A*02:01-B*13:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01: encontrado en georgianos (FH:
1.7%) y esvanos (1.3%).

e A*24:02-B*35:01-DRB1*15:01-DQB1*06:02: encontrado Unicamente en
tuvanos (FH: 1.4%).

El resto de haplotipos no han sido descritos en ninguna poblacién, siendo en
turcomanos la primera vez que se reportan. Sin embargo, la mayoria de los haplotipos
de dos loci que componen los haplotipos extendidos coinciden con los obtenidos en los
analisis de desequilibrio de ligamiento, y son caracteristicos de poblaciones procedentes
de Siberia y Asia Central (A*24:02-B*35:01, A*31:01-B*35:01, DRB1*15:01-
DQB1*06:02, DRB1*07:01-DQB1*02:01) (Uinuk-Ool et al., 2002; Arnaiz-Villena et
al., 2003), aunque algunos también se encuentra en una frecuencia considerablemente
alta en poblaciones del Mediterraneo, particularmente del sudeste (A*02:01-B*51:01,
DRB1*03:01-DQB1*02:01, DRB1*01:01-DQB1*05:01) (Izaabel et al., 1998; Williams
et al., 2001; Tabla R7). En resumen, la mayor parte de los haplotipos bi-locus y
haplotipos extendidos hallados en esta poblacion tienen un origen centroasiatico-

siberiano principalmente, aunque también mediterraneo.

Haplotipos HLA extendidos frecuentes en poblacion azeri

Los diez haplotipos HLA extendidos mas frecuentes encontrados en azeries son
recogidos en la Tabla R7. Suman el 16% del total de haplotipos encontrados en esta
poblacién. Observamos que algunos haplotipos bi-locus que conforman estos haplotipos
extendidos aparecen asociados de distintas formas: el haplotipo de clase | A*24:02-
B*35:01 esta presente en asociacion con DRB1*16:01-DQB1*05:01 y DRB1*11:01-
DQB1*03:01 (al igual que en turcomanos) que a su vez estd asociado también con los
haplotipos A*03:01-B*18:01 y A*02:01-B*35:01, y por ultimo, el haplotipo de clase Il
DRB1*07:01-DQB1*02:01 presenta asociacion con A*02:01-B*50:01 y A*30:01-
B*13:01. Unicamente cuatro de estos haplotipos extendidos se han encontrado

previamente en otras poblaciones del mundo, tanto en alta como en baja resolucion:
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TABLA R7. Haplotipos HLA extendidos méas frecuentes encontrados en las

poblaciones de estudio. Resaltados en verde los haplotipos compartidos por turcomanos

y azeries, y en azul, los compartidos por azeries y kurdos.

Haplotipos descritos en Turcomanos FH (%) Posible Origen
A*24:02-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01° 2.2 CA/M
A*31:Ol-B"‘35:01-DRBl*lS:Ol-DQBl*O?;:Olb 2.2 CA
A*01:01-B*35:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01° 1.5
A*02:Ol-B*13:01-DRBl*O?:Ol-DQBl*OZ:Old 1.5 C
A*02:50-B*07:03-DRB1*13:01-DQB1*06:03° 1.5 CA
A*24:02-B"‘35:01-DRBl*lS:Ol-DQBl*06:02f 1.5 CA
A*26:01-B*07:02-DRB1*11:01-DQB1*02:01 1.5 -
A*30:01-B*13:01-DRB1*15:01-DQB1*02:01 1.5 -
Haplotipos descritos en Azeries FH (%) Posible Origen
A*24:02-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01° 3.1 CA/M
A*01:02-B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01° 2.1 M
A*OB:Ol-B*O?:02-DRBl*lS:Ol-DQBl”‘06:02h 1.6 CA
A*O3:Ol-B"‘lB:Ol-DRBl*ll:Ol-DQBl*03:01i 1.6 CA/M
A*03:01-B*44:02-DRBl*O4:Ol-DQBl"‘03:02j 1.6 CA
A*33:01-B*14:01-DRBl*Ol:Ol-DQBl*OS:Olk 1.6 M-CA
A*02:01-B*35:01-DRBl*11:01-DQBl*03:OlI 1.1 CA
A*02:01-B*50:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01™ 1.1 C/IM
A*24:02-B*35:01-DRB1*16:01-DQB1*05:01" 1.1 CA-M
A*30:01-B*13:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01° 11 CAM
Haplotipos descritos en Kurdos FH (%) Posible Origen
A*02:01-B*35:01-DRB1*01:01-DQB1*05:01° 3.3 M/CA
A*24:02-B*18:09-DRB1*11:01-DQB1*03:01° 3.3 CA
A*01:01-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01" 2.5 M
A*03:01-B*44:02-DRB1*11:01-DQB1*03:01° 2.5 CA
A*24:02-B*52:01-DRB1*15:01-DQB1*06:01" 2.5 CA
A*24:02-B*58:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01" 2.5 M
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TABLA R7. Continuacién

A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01" 1.7 M
A*02:01-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01' 1.7 CA
A*02:01-B*50:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01™ 1.7 C/IM
A*11:01-B*50:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01" 1.7 M/CA
A*24:02-B*51:01-DRB1*08:01-DQB1*04:01 1.7 -
A*26:01-B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01" 1.7 OP-M

FH: frecuencia haplotipica; CA: centroasiatico; C: caucasico; M: mediterraneo; OP: de oriente
proximo (-): sin definir; X-X: origen haplotipo clase | — origen haplotipo clase Il

Encontrado con clase | en baja resolucidn en chuvasios (FH: 1.2) y palestinos (FH: 1.2).

Haplotlpo de clase I encontrado en chinos hani (FH: 5.0). Haplotipo de clase Il encontrado en evenki
(FH: 1.4).
¢ “Haplotipo de clase Il encontrado en sardos (FH: 25.3), bereberes (FH: 17.3), marroquies (FH:
14.1), mogoles khoton (FH: 13.6), persas de Shiraz (FH: 11.0), macedonios (FH: 9.2), judios
asquena2| (FH: 8.6), cretenses (FH: 7.4) y georgianos (FH: 5.8).

Encontrado con clase | en baja resolucion en georgianos (FH: 1.7) y esvanos (FH: 1.3).

*Haplotipo de clase 1l encontrado en georgianos (FH: 9.7), sami (FH: 9.2), mansi (FH: 8.1), todja
$FH: 6.8), judios asquenazi (FH: 4.7) y persas de Shiraz (FH: 3.4).

Encontrado con clase | en baja resolucion en tuvanos (FH: 1.4). Haplotipo de clase | encontrado en
yupik de Alaska (FH: 11.7), lakota sioux (FH: 4.3) y sami (FH: 3.0). Haplotipo de clase Il encontrado
en todja (FH: 20.5), buriatos (FH: 18.0), tofalar (FH: 14.0), mansi (FH: 10.2) y chuvasios (FH: 9.2).
gEncontrado con HLA de clase | en baja resolucion en chuvasios (FH: 1.2).

"Encontrado en Irlanda del Sur (FH: 4.3), noroeste de Inglaterra (FH: 4.2), sami (FH: 4.2), y con
HLA de clase | en baja resolucién en chuvasios (FH: 4.9).
ha *Haplotipo de clase Il encontrado en georgianos (FH: 12.6), sami (FH: 11.7), turcos (FH: 9.8),
tofalar (FH: 9.3), todja (FH: 9.1), cretenses (FH: 8.9), keti (FH: 8.8), evenki (FH: 8.6) y chuvasios
(FH: 4.8).

! Encontrado en sami (FH: 1.9).

“Haplotipo de clase | encontrado en tunecinos (FH: 3.0). Haplotipo de clase Il encontrado en
chuvasios (FH: 12.1), sami (FH: 9.2), tuvanos (FH: 9.0), georgianos (FH: 8.8), mongoles khoton (FH:
8 1), mansi (FH: 6.6), cretenses (FH: 6.3), aleutianos (FH: 5.6) y persas de Yazd (FH: 5.4).

Haplotlpo de clase | encontrado en omaneses (FH: 4.9). Haplotipo de clase Il como en “i”

"Encontrado en armenios (salvo DQB1, FH: 1.0). Haplotipo de clase | encontrado en marroquies
(FH: 3.6) y tunecinos (FH: 3.0). Haplotipo de clase Il como en “0”.

"Haplotipo de clase | como en “f”. Haplotipo de clase 11 encontrado en tunecinos (FH: 2.0).

> "Haplotipo de clase Il encontrado en buriatos (FH: 22.0), bereberes (FH: 20.1), mansi (FH: 16.9),
persas de Yazd (FH: 15.4), keti (FH: 11.8) marroquies (FH: 12.1) y cretenses (FH: 10.4).

PHaplotipo de clase | como en “I”. Haplotipo de clase Il como en “k”.

"Encontrado con clase | en baja resolucion en palestinos (FH: 1.2).

'Haplotipo de clase | encontrado en japoneses (FH: 10.7) y chinos blang (FH: 10.3). Haplotipo de
clase Il encontrado en marathas de la India (FH: 22.9), keti (FH: 2.9) y mongoles khoton (FH: 2.4).
"Encontrado en Irlanda del Sur (FH: 11.5) y noroeste de Inglaterra (FH: 9.5) y con HLA de clase | en
baja resolucion en chuvasios (FH: 1.2).

*Haplotipo de clase | encontrado en omaneses (FH: 4.3). Haplotipo de clase Il como en “c”.

Referencias: (Martinez-Laso et al., 1996; Munkhbat et al., 1997; Grahovac et al., 1998; Izaabel et al.,
1998; Kapustin et al., 1999; Gomez-Casado et al., 2000; Sanchez-Velasco & Leyva-Cobian, 2001;
Martinez-Laso et al., 2001; Arnaiz-Villena et al., 2001a; Arnaiz-Villena et al., 2001b; Uinuk-Ool et
al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2003; Moscoso et al., 2008; Johansson et al., 2008; Gonzalez-Galarza
etal., 2011; Matevosyan et al., 2011; Rey et al., 2013)
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o A*24:02-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01: compartido con la poblacién
turcomana, y como sucede en esta, el mas frecuente (vease apartado anterior).

 A*01:02-B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01: encontrado con HLA de clase |
en baja resolucion en chuvasios (FH: 1.2).

 A*03:01-B*07:02-DRB1*15:01-DQB1*06:02: encontrado en irlandeses del
Sur (FH: 4.3), ingleses del noroeste (FH: 4.2), sami (lapones de Suecia, FH:
4.2), y con HLA de clase I en baja resolucion en chuvasios (FH: 4.9).

* A*03:01-B*44:02-DRB1*04:01-DQB1*03:02: encontrado en sami (FH: 1.9).
También se ha encontrado en baja frecuencia en turcomanos.

Los otros haplotipos mas frecuentes se describen por primera vez en esta
poblacion, ya que no se han determinado en ninguna otra previamente. Sin embargo, la
mayoria de los haplotipos de dos loci que componen los haplotipos extendidos
coinciden con los obtenidos en los analisis de desequilibrio de ligamiento, y, al igual
que en el caso de la muestra de turcomanos, son caracteristicos de poblaciones
procedentes de Siberia y Asia Central (A*24:02-B*35:01, A*03:01-B*07:02,
DRB1*15:01-DQB1*06:02, DRB1*04:01-DQB1*03:02, DRB1*01:01-DQB1*05:01)
(Martinez-Laso et al., 2001; Uinuk-Ool et al., 2002; Arnaiz-Villena et al., 2003). No
obstante, algunos también se encuentra en una frecuencia considerablemente alta en
poblaciones del Mediterraneo (A*02:01-B*50:01, A*33:01-B*14:01, DRB1*03:01-
DQB1*02:01) (Izaabel et al., 1998; Gonzalez-Galarza et al., 2011; Tabla R7).

Haplotipos HLA extendidos frecuentes en poblacion kurda

De la misma forma que para turcomanos y azeries, se han obtenido los haplotipos
HLA extendidos mas frecuentes en poblacion kurda, recogidos en la Tabla R7. Estos
doce haplotipos representan el 26.8% del total de haplotipos encontrados en esta
poblacion. Observamos que el haplotipo de clase Il DRB1*11:01-DQB1*03:01 esta
presente en asociacion con cuatro haplotipos de clase I: A*24:02-B*18:09, A*01:01-
B*35:01, A*03:01-B*44:02 y A*02:01-B*35:01 (este a su vez se encuentra también
asociado con DRB1*01:01-DQB1*05:01); mientras que el haplotipo DRB1*03:01-
DQB1*02:01 lo estd con tres haplotipos de clase | distintos: A*24:02-B*58:01,
A*01:01-B*08:01 y A*26:01-B*08:01. Solamente dos de estos haplatipos extendidos
han sido descritos previamente en otras poblaciones con los alelos de clase | tanto en

alta como en baja resolucion:
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e A*01:01-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01: encontrado Unicamente en

palestinos (FH: 1.2%) con la clase | en baja resolucion.

e A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01: encontrado en irlandeses del

Sur (FH: 11.5) e ingleses del noroeste (FH: 9.5) y con HLA de clase | en baja
resolucion en chuvasios (FH: 1.2).

El haplotipo de clase I A*01:01-B*08:01 es frecuente en poblaciones originarias
de Asia Central, como los sami y los aleutianos. El resto de haplotipos no han sido
descritos en ninguna poblacion, siendo en kurdos la primera vez que se reportan, salvo
los haplotipos A*02:01-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01 y A*02:01-B*50:01-
DRB1*07:01-DQB1*02:01, ambos hallados en poblacion azeri en este mismo estudio.
Sin embargo, la mayoria de los haplotipos de dos loci que componen los haplotipos
extendidos coinciden con los obtenidos en los analisis de desequilibrio de ligamiento, v,
al igual que en el caso de la muestra de turcomanos y azeries, algunos son
caracteristicos de poblaciones procedentes de Siberia y Asia Central (A*01:01-B*08:01,
DRB1*01:01-DQB1*05:01, DRB1*07:01-DQB1*02:01, DRB1*15:01-DQB1*06:01)
(Grahovac et al., 1998; Martinez-Laso et al., 2001; Uinuk-Ool et al., 2002; Arnaiz-
Villena et al., 2003; Moscoso et al., 2008). No obstante, otros también se encuentra en
una frecuencia considerablemente alta en poblaciones del Mediterraneo y de Oriente
Préximo (A*02:01-B*50:01, A*26:01-B*08:01, DRB1*03:01-DQB1*02:01) (lzaabel et
al., 1998; Gonzalez-Galarza et al., 2011; Tabla R7).

5. ESTIMACION DE LA PROPORCION DE MESTIZAJE EN LAS
POBLACIONES DE ESTUDIO

Mediante el programa LEADMIX v1.0 se ha estimado el componente ancestral en
las poblaciones de estudio a partir de las poblaciones parentales seleccionadas. Se
observa que tanto en turcomanos como en kurdos y azeries, especialmente en esta
ultima, existe un sustrato mediterraneo relevante en la conformacion genética en cuanto
al sistema HLA se refiere, con pocas variaciones entre estas poblaciones, siendo los
primeros los que presentan una contribucién menor de este componente (28.20%). Sin
embargo, en lo que respecta al componente centroasiatico, se observa un aumento de
oeste a este de dicho componente que varia del 47.49% en turcomanos (la mayor
contribucion ancestral en esta poblacion) al 4.10% en kurdos, una diferencia bastante

significativa. Por altimo, la proporcion de ascendencia caucasica es mas 0 menos
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similar en las dos poblaciones de lengua tarquica, mientras que en la poblacién kurda es

el principal componente ancestral, con un 58.05% (Figura R8).

[ Centroasiatico
[ Caucasico
[l Mediterraneo

TURCOMANOS AZERIES KURDOS

Figura R8. Proporcion de mestizaje de las poblaciones de estudio. Los
componentes ancestrales vienen representados por los colores de la leyenda.
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1. GENETICA HLA DE LAS POBLACIONES DEL SUR DEL MAR CASPIO

Las poblaciones del sur del Mar Caspio (Iran), turcomanos, azeries y kurdos,
presentan un numero reducido de alelos HLA de clase | con una frecuencia significativa
(por encima del 5%), especialmente los primeros. Asi en el caso de los turcomanos
iranies hemos observado Unicamente siete alelos para el locus HLA-A y cuatro para el
locus HLA-B, en el caso de los kurdos nueve para HLA-A y cuatro para HLA-B, y en el
caso de los azeries diez alelos para HLA-A y seis para HLA-B. Asi los alelos méas
representativos en estas poblaciones se agrupan fundamentalmente en cinco grupos
serologicos (superfamilias) para el locus HLA-A: Al, A2, A3, A9 y All; y en cinco
para el locus HLA-B: B5, B8, B13, B18 y B35, siendo este ultimo y el A2 los grupos de
clase | méas representados.

Otras poblaciones del Suroeste Asiatico proximas a las poblaciones de estudio han
sido analizadas en los Talleres Internacionales de Histocompatibilidad. Se observa en la
mayoria de los casos un reducido nimero de alelos de clase | representativos que se
agrupan en las mismas superfamilias: Al, A2, A9, B5, B18 y B35 en poblaciones judias
de Oriente Proximo; A2, A3, B5 y B35 en poblaciones del Caucaso; y Al, A3, A9,
All, B5, B8 y B53 en poblaciones de India y Pakistan (Clayton & Lonjou, 1997).

El bajo nimero de alelos presentes en estas poblaciones radica en el entendimiento
del origen del polimorfismo MHC que esta relacionado con los eventos naturales de
especiacion. Estos se pueden dividir en dos escenarios: 1.- Las especies (con el sistema
MHC) surgieron de un pequefio grupo de poblaciones fundadoras y poseian un limitado
espectro de todas las posibles variantes (alelos) presentes en la poblacion ancestral. 2.-
Las especies provienen de un gran numero de poblaciones fundadoras que recibieron la
mayoria del “pool” alélico presente en sus especies ancestrales (proceso trans-especifico
generador del polimorfismo; Klein, 1987; Figueroa et al., 1988).

Las tres poblaciones presentan las frecuencias mas elevadas para los mismos
alelos HLA-A: A*02:01, A*03:01 y A*24:02. Estos alelos presentan una distribucion
poblacional bastante amplia, especialmente el A*02:01, encontrandose en el total de las
diez regiones macrogeograficas diferentes con frecuencias significativas (Mack &
Erlich, 2007; Solberg et al., 2008). Lo mismo sucede para el locus HLA-B, siendo los
alelos méas frecuentes para las tres poblaciones los mismos: B*08:01, B*35:01 y
B*51:01. En este caso, los alelos también presentan una distribucion poblacional

amplia, encontrandose en la mayoria de las regiones macrogeograficas, sin embargo el
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B*08:01 y el B35:01 estan circunscritos a regiones mas concretas, Norte de Africa y
Suroeste Asiatico, y Norteamérica, Europa y Suroeste Asiatico, respectivamente
(Solberg et al., 2008; Figura D1).

A*02:01 B*08:01

0.5454500 0.1615000

0.2701730 0.1497400
0.2327650 0.1260570
0.2057920 0.1089800
0.1827440 0.0943887
0.1812010 0.0807500
0.1396590 0.0671113
0.1166110 0.0525198
0.0896378 0.0354428
0.0522301 0.0117599
0.0000000 0.0000000

0.4848500
0.4495450

0.3784450
0.3271770

0.2833710
0.2424250
0.2014790
0.1576730
0.1064050
0.0353052
0.0000000 0.0000000

0.8627500 0.20909000

0.3648600 0.09818650
0.3096450 0.08137830
0.2698320 0.06925850
0.2358130 0.05890270
0.2040150 0.04922310
0.1722180 0.03954350
0.1381990 0.02918770
0.0983849 0.01706790
- 0.0431701 0.00025976
0.0000000 0.00000000

0.55625000
0.14396000
0.11959600
0.10202800
0.08701680
0.07298580

0.1297450

0.1078310 0.05895480
0.0843861 0.04394360
0.0569477 0.02637540
0.0188952 0.00201123
0.0000000 0.00000000

Figura D1. Representacion geogréfica de las frecuencias de alelos mayoritarios
HLA de clase | y clase Il presentes en las poblaciones de estudio. Las frecuencias
alélicas se identifican mediante los colores de la leyenda (imagenes precedentes de
Solberg et al., 2008 - ver www.pypop.org/popdata para mas informacion).
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En cuanto a los alelos HLA de clase Il se observa la misma situacion que en la
clase I: hay poco alelos con una frecuencia relativamente importante, de tal forma que
en las tres poblaciones para el locus HLA-DRB1 se han descritos seis alelos con
frecuencias por encima del 5%. Entre ellos, los alelos méas frecuentes coinciden en
turcomanos, azeries y kurdos: DRB1*03:01, DRB1*04:01, DRB1*11:.01 vy
DRB1*15:01. Estos alelos estan presentes en poblaciones de las diez regiones
macrogeograficas, algunos presentando frecuencias muy elevadas en regiones concretas,
como el DRB1*03:01 en poblaciones del Suroeste Asiatico o el DRB1*04:01 en
poblaciones del Noreste Asiatico (Mack & Erlich, 2007; Solberg et al., 2008).

2. RELACIONES GENETICAS HLA E HISTORICAS ENTRE LAS
POBLACIONES DEL SUR DEL MAR CASPIO Y OTRAS POBLACIONES

2.1 Relacion con poblaciones iranies

Los resultados de los analisis moleculares de los genes HLA en turcomanos,
azeries y kurdos del sur del Mar Caspio (Iran), junto con los estudios comparativos
basados en el calculo de las distancias genéticas (dendrogramas NJ y analisis de
correspondencias) con otras poblaciones, muestran a las tres poblaciones agrupadas en
un mismo nodo, y asociadas a las otras poblaciones iranies incluidas en los analisis
(persas de Shiraz y de Yazd, y baluchis), como se puede observar en las figuras R1, R2,
R3, R4 y R5 (particularmente en las dos ultimas).

Al comparar estas poblaciones en base a las distancias genéticas a partir de los
genes HLA de clase Il se observa que las menores distancias son entre los persas de
Shiraz con cualquiera de las tres poblaciones en estudio, ademéas de con las otras
poblaciones iranias, siendo este grupo persa y los kurdos los que se sitlan mas
préximos. Por el contrario, los baluchis son los més distantes a las poblaciones de
estudio y a los persas de Yazd (globalmente son los que presentan mayores distancias
genéticas), al tratarse de un grupo aislado y alejado geograficamente (se localizan en su
mayoria en el sudeste de Iran, Figura 114).

El origen de los pueblos iranios en una hipotética invasion indo-irania procedente
del interior de Asia ha suscitado mucho debate. La hipotesis de que tribus pertenecientes
a la cultura de Andronovo y/u otras relacionadas a esta colonizaron la meseta irani en al
menos dos oleadas, introduciéndose hasta Anatolia, (Hennerbichler, 2012) se sustenta

Unicamente en base a las teorias lingiisticas mas asentadas.
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Diversos estudios genéticos basados en marcadores clasicos establecen que las
distintos grupos iranios son bastante homogeéneos, incluidas las poblaciones del sur del
Mar Caspio, con pequefias diferencias entre poblaciones del norte y del sur, y a su vez,
relacionados con poblaciones del Caucaso y del Mediterraneo (Quintana-Murci et al.,
2004; Nasidze et al., 2004; Nasidze et al., 2009). Los estudios HLA realizados hasta la
fecha corroboran la homogeneidad entre los iranies modernos, a pesar de sus diferencias
linglisticas, como ocurre con los pueblos de lenguas tarquicas, asi como su relacion con
pueblos del Mediterraneo y Oriente Proximo (Arnaiz-Villena et al., 2002; Farjadian et
al., 2009; Farjadian & Safi, 2013), lo que sugiere la presencia de un sustrato genético
comun a pesar de las incursiones de pueblos foraneos. Por lo tanto, el hecho de que la
invasion antes mencionada se desarrollara como un proceso de “iranizacion” por una
minoria gobernante, a través del cual se impuso una cultura y una lengua, es probable.

Sin embargo, otros estudios basados en ADNmt y cromosoma Y muestran
diferencias en cuanto a la distribucion de determinados haplogrupos entre poblaciones
del norte y del sur de Iran, debido a la presencia de barreras geograficas (desierto de
Lut) que hubieran dificultado el flujo génico y favorecido el aislamiento, quizas en
épocas mas recientes (Regueiro et al., 2006; Terreros et al., 2011). Esto podria explicar
las diferencias en cuanto a las frecuencias alélicas HLA de clase Il y distancias
genéticas que observamos en los baluchis con respecto al resto de poblaciones iranias.
Ademas también se ha observado en estas poblaciones la presencia de haplogrupos de
estos marcadores de linaje con origen en Asia Central (haplogrupos descendientes del
macrohaplogrupo M de ADNmt y haplogrupos P-M45, R-M173 y R-M17 de
cromosoma Y) que si podrian estar relacionados con la expansion de la cultura de
Andrénovo desde la region altaica hacia el “corredor irani” y su posible huella genética
(Wells et al., 2001; Maliarchuk et al., 2002; Schonberg et al., 2011).

2.2 Relacion con poblaciones del Mediterraneo y del Caucaso

El andlisis de las distancias genéticas basadas en las frecuencias alélicas no
muestra un patrén de agrupamiento geografico de las poblaciones incluidas en la
comparacion, sin embargo las tablas R3 y R4, concretamente esta Ultima, asocian las
poblaciones del sur del Mar Caspio a poblaciones de su entorno, tanto de Oriente
Préximo como, especialmente, del Caucaso, al presentar valores D inferiores a 30x107

con respecto a las poblaciones de estudio. Con respecto a las distancias genéticas
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basadas en las frecuencias haplotipicas HLA de clase Il (DRB1-DQB1) si que se
observa una mayor asociacion con estas poblaciones (Tabla R6).

Los dendrogramas construidos a partir de las distancias basadas en las frecuencias
alélicas (Figuras R1, R2, R4 y R5) agrupan a las poblaciones de estudio con las
poblaciones mediterraneas y del Caucaso, aungue en un nodo externo. Sin embargo, los
analisis de correspondencias con la poblaciones euroasiaticas (Figuras R1 y R4), aunque
situa a las poblaciones de estudio proximas (respecto a la segunda dimension), son los
kurdos los que se agrupan con las poblaciones de Oriente Proximo y Caucaso, mientras
gue turcomanos y azeries se sitian proximos a poblaciones del este y centro de Asia. La
agrupacion con poblaciones del mediterraneo y del Caucaso se hace patente en los
analisis de emparentamiento a partir de las frecuencias haplotipicas de clase Il (Figura
R7).

2.2.1 Poblaciones del Mediterraneo Oriental: turcos y judios

Anatolia, que supone la mayor parte de la actual Turquia, ha sido habitada desde
el Paleolitico, con la presencia de muchos de los primeros signos de la civilizacion
occidental por parte de los pueblos pre-indoeuropeos e indoeuropeos: desde Catal
Huyuk, cerca de la ciudad de Konya, nicleo urbano construido durante el periodo
neolitico (7000 a.C.) y la cultura Hacilar, que florecié en el sudeste de la region (5000-
2400 a.C.) al contar con los recursos necesarios para extraer y trabajar el bronce, hasta
el surgir del Imperio Hitita en la Anatolia central, considerado un pueblo indoeuropeo
(3000-2000 a.C.), del reino de Arzawa en la costa egea (1400 a.C.) y del reino de Urartu
situado en lo que hoy es Armenia (900 a.C.) (Macqueen, 1999). Después del gobierno
impuesto por los Imperios Medo y Persa (siglo VI a.C. — siglo 1 d.C.), los romanos, y
mas tarde, los musulmanes en menor grado, tomaron el control de Anatolia hasta la
invasion por parte de los pueblos tdrquicos oghuz procedentes de Asia Central en el
1055 d.C. que finalmente tomaron Estambul en el 1453 d.C.

Estudios genéticos previos muestran una asociacion estrecha de los turcos con
otras poblaciones mediterraneas. Uyar et al. al analizar las frecuencias haplotipicas
HLA de clase | confirman esta asociacion, y argumentan que puede ser debida no
solamente a la historia compartida entre estas poblaciones, sino a las similitudes
derivadas de circunstancias ecoldgicas comunes (Uyar et al., 2004). Otros estudios
basados en HLA y en otros marcadores genéticos apuntan a que, a pesar de esta larga

sucesion de invasiones por parte de pueblos procedentes del exterior, el sustrato
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genético del pueblo turco actual es mediterraneo (Calafell et al., 1996; Brega et al.,
1998; Rosser et al., 2000; Arnaiz-Villena et al., 2002). Nuestros analisis parecen reflejar
lo mismo, al situar la muestra de turcos no lejos de cretenses, macedonios y sardos
(Figuras R1 y R4).

Los judios junto con los fenicios son considerados la rama occidental de los
pueblos ndmadas semitas. Es ampliamente aceptado que alrededor del 1850 a.C. un
grupo semita emigré de la ciudad de Ur, proxima al rio Eufrates, al Levante
Mediterraneo (Longanesi, 1986). Estos pueblos, conocidos como cananeos, se
instalaron en la franja Sirio-Palestina fundando numerosas ciudades estado. Debido a
las duras condiciones climaticas algunos decidieron dedicarse a la navegacion y al
comercio, mientras que los de la zona sur (Palestina) se hicieron sedentarios, adoptando
la monarquia como forma de gobierno. De esta forma se instaurd el reino de Judea
gobernado por los judios. Este estado fue anexionando a distintos imperios en distintas
épocas (Egipto, Babilonia, Persia) hasta la conquista por parte del Imperio Romano en
el afio 70 d.C., (Longanesi, 1986) cuando empezé la conocida y debatida Diaspora.

Estudio genéticos basados en HLA clasifican a las poblaciones judias en
asquenazi (los que se asentaron en Europa Central y del Este) y no asquenazi (los que se
asentaron en el Mediterrdneo y Asia) al mostrar mas heterogeneidad entre ellos en
cuanto a HLA (Bonne-Tamir et al., 1978). Arnaiz-Villena et al. sostienen que ambas
poblaciones judias tienen caracteristicas HLA mediterraneas, aunque de forma
coherente, son los no asquenazi los que presentan una mayor asociacion con otros
pueblos de la region, incluidos los palestinos, al haber preservado el “pool” original de
alelos HLA mediterraneos (Martinez-Laso et al., 1996; Arnaiz-Villena et al., 2001b).

Kurdos, azeries y turcos presentan de forma significativa haplogrupos J1 y J2 del
cromosoma Y cuyo origen se supone que esta en el Mediterraneo Oriental, ya que son
dominantes en poblaciones semitas como judios y libaneses (Nasidze et al., 2005;
Andonian et al., 2011). Concretamente en el caso de los kurdos, el conocido como
“haplotipo modal kurdo” difiere solamente en una posicién del “haplotipo modal
Cohen” judio asociado a la casta sacerdotal Cohanim (Cohen en singular), lo que para
varios autores supone que tanto los kurdos como los judios pertenecieron a las
poblaciones indigenas que fundaron las civilizaciones de Oriente Proximo
(Hennerbichler, 2012). Sin embargo, los kurdos y los azeries y turcos hablan lenguas
que pertenecen a familias distintas, que a su vez son de origen diferente a las lenguas
semiticas habladas por las poblaciones de Oriente Proximo (hebreo y arabe). Estos
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hechos apoyarian la tesis de la imposicion cultural y linglistica por parte de las élites de
los distintos pueblos invasores del Suroeste Asiatico, que dieron lugar a procesos de
“iranizacion” y “turquificacion” de los antiguos habitantes de Mesopotamia y Anatolia,
respectivamente.

Las distancias genéticas a partir de las frecuencias alélicas presentan a los turcos y
a otras poblaciones del Mediterraneo oriental (macedonios y cretenses) muy proximos a
los azeries y a los kurdos, especialmente a estos ultimos, mientras que el valor aumenta
al comparar con los turcomanos, a pesar de hablar estos y los turcos lenguas de origen
comun (Tablas R3 y R4). Las poblaciones judias son las poblaciones mediterraneas
orientales mas alejadas a las poblaciones de estudio, junto con libaneses, aunque igual
que en el caso anterior, los kurdos son los méas proximos a judios, especialmente a los
no asquenazi-marroquies (Tablas R4). Se puede deducir que, aunque en las
representaciones de los analisis de emparentamiento aparecen siempre agrupadas en el
mismo conjunto (Figuras R1-R6), la proximidad geogréafica influye en las relaciones
genéticas HLA entre estas poblaciones. Los resultados en lo que respecta a la poblacién
kurda de Iran son coherentes con las tesis de la “dominancia de élite” propuesta

anteriormente.

2.2.2 Poblaciones del Caucaso: georgianos, esvanos y armenios

El Céaucaso es una region natural formada por la cordillera del mismo nombre y
las zonas bajas circundantes en la que coexisten en la actualidad varios estados:
Georgia, Armenia y Azerbaiyan al sur, y diversas republicas de la Federacion Rusa al
norte. El pueblo georgiano esta relacionado con los pueblos de Mesopotamia y Anatolia
desde tiempos antiguos cuando los hititas y los asirios se asentaron en la region en el
1200 a.C. y se mezclaron con las poblaciones autdctonas del Caucaso (Rosen, 1992). En
el 730 a.C. pueblos procedentes del norte, los escitas y los cimerios, invadieron
Georgia, y muchas de sus pobladores se refugiaron en las zonas altas. Después de esto,
las principales tribus del reino de Iberia (también conocido como reino de Kartli que
ocupaba el centro y este de la actual Georgia), los tubal y los moschi, formaron el
nucleo de la poblacion georgiana, sobreviviendo a las guerras que mantuvieron con el
reino de Urartu del sur. Los romanos conquistaron el reino en el siglo I d.C. que a partir
del siglo V d.C. pasa a estar bajo la proteccion de Bizancio, adoptando la rama ortodoxa
del cristianismo como religion (Sellier & Sellier, 1993). Los arabes invaden Georgia en

el 645 d.C. convirtiéndolo en un estado tributario con cierta independencia, al no ser
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islamizados. A finales del siglo IX d.C., bajo la nueva dinastia de gobernadores
Bagrationi, se instaura de nuevo un reino georgiano. Los esvanos conforman un grupo
étnico que habitan la region de Svanetia, en el noroeste de Georgia. Debido al entorno
montafioso que les confirid aislamiento geografico, los esvanos permanecieron ajenos a
las invasiones externas. Tanto la lengua georgiana como la esvana son miembros de la
familia linglistica kartveliana (caucésica meridional), muy préxima a las lenguas dene-

caucasicas (Ruhlen, 1987; Figura D2).

Lenguas
Caucasicas

MAR
CASPIO

Chechenia

A::..l.qguﬂs___hetia

INDO EUROPEO
[_]Armenio [ iranio (Osetio) [l Eslavo (Ruso)
- Kurdo (Kurmaniji)

CAUCASICO
[ INakh B Dagestani [ C. del Noroeste

C.Sur-Kartveliano : [JJill Georgiano i~ ¥Esvano

l:l Azeri |:| Turco I:l Otros RAN

Figura D2. Mapa de la distribucién de las lenguas habladas en el Caucaso (Arnaiz-
Villena & Alonso-Garcia, 2001; Rey et al., 2013).

AZERBAIYAN g

Karabaj

Los armenios tienen la creencia de que provienen de los antiguos urartitas, del
reino de Urartu (véase apartado anterior), pueblo perteneciente a la cultura hurrita, de
lengua pre-no-indoeuropea, y que tuvo su maximo esplendor en el 900 a.C. (Cotterel,
1980). Su nucleo de poder se asent6 en el lago Van (al este de la actual Turquia), pero
los conflictos con los imperios vecinos, asirios al oeste y medos al este, y las invasiones
procedentes de los pueblos del norte (cimerios y escitas), lo debilitaron llevandolo a su
fin en el 600 a.C. Esto dio paso a la instauracion del reino de Armenia, primero como
satrapia de los Imperios Medo y Aqueménida. Este reino atraveso a lo largo de su
historia periodos de autonomia e independencia, como por ejemplo bajo la dinastia

Bagratida (siglos IX-XI d.C.), pero debido a su situacion geografica entre dos
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continentes ha sufrido invasiones de multitud de pueblos e imperios: persas, romanos,
bizantinos, arabes, turcos selyucidas, mongoles, turcos otomanos y rusos. Una de estas
invasiones, la llevada acabo por los selyucidas (1064 d.C.), dio origen al llamado reino
armenio de Cilicia, entre las actuales Turquia y Siria, fundado por la dinastia real de los
Rupénidas que huyeron de dicha invasién. Los turcos lo invadieron a finales del siglo
XIV d.C., poniendo fin a este reino (Sellier & Sellier, 1993). Esto supuso el inicio de la
diaspora Armenia, que continuo6 durante la dominacion otomana, llevando a la mayoria
de la poblacién principalmente a paises de Oriente Proximo, Europa y Ameérica.
Armenia fue el primer pais en adoptar el cristianismo como religion oficial del estado,
en el 301 d.C., doce afios antes de que lo hiciese el Imperio Romano, lo que podria
haber llevado a un mayor aislamiento con respecto a sus vecinos no cristianos
(Hovanissian, 1997). El pueblo armenio habla una lengua de origen indoeuropeo con un
alfabeto propio, probablemente impuesta por los imperios persas que lo dominaron,
aunque su lengua original pudo pertenecer al grupo de las lenguas dene-caucéasicas
(Ruhlen, 1987; Arnaiz-Villena et al., 2002; Figura D2).

Estudios basados en marcadores genéticos clasicos presentan a las poblaciones del
Céaucaso como portadoras de haplogrupos, tanto de ADNmt (H, J, T y U5) como de
cromosoma Y (J1 y J2, en el caso de los armenios), que los relacionan con las
poblaciones de Anatolia, Oriente Proximo y con azeries y kurdos (Quintana-Murci et
al., 2004; Hennerbichler, 2012). Esto se sitta en la linea de los trabajos basados en HLA
que establecen una minima diferenciacion entre poblaciones mediterraneas orientales y
occidentales en lo que se refiere a estos genes, conformando un sustrato HLA
mediterraneo, en el que se incluyen las poblaciones del Caucaso y los kurdos (Sanchez-
Velasco & Leyva-Cobian, 2001; Arnaiz-Villena et al., 2002; Rey et al., 2013).
Concretamente los armenios parecen estar muy relacionados con los mediterraneos
orientales: turcos, judios y cretenses (Arnaiz-Villena et al., 1999; Arnaiz-Villena et al.,
2001c; Arnaiz-Villena et al., 2002; Matevosyan et al., 2011).

Las distancias genéticas a partir de las frecuencias alélicas sitlan a georgianos y
esvanos entre las poblaciones mas proximas a kurdos (Tablas R3 y R4). Azeries y
turcomanos también presentan valores de distancia bajos, aunque no tanto como la
muestra kurda. Los armenios, aunque se sitlan muy proximos a georgianos y esvanos
en cuanto a sus distancias Da (10.76x102 y 20.43x107?, respectivamente), no se
encuentran entre los grupos mas proximos a las poblaciones de estudio, mostrando

mayor relacion con los kurdos (Tabla R3). Los dendrogramas y los analisis de
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correspondencias muestran a las poblaciones del Caucaso en el conjunto de poblaciones
del mediterraneo, situando en el mismo nodo a las tres poblaciones caucasicas, junto
con los turcos (Figura R1). Esto coincide con la tesis del origen comun de las
poblaciones de Oriente Proximo y Caucaso, defendida por multiples estudios previos.
Los kurdos, seguidos de los azeries, son los que guardan una mayor asociacion con

estas poblaciones.

2.3 Relacion con poblaciones de Asia Central

Asia Central es la region asiatica comprendida entre el Mar Caspio y China
occidental y entre Siberia meridional y norte de la India. Esta regién ha servido
geografica e histéricamente como via de comunicacion de personas y mercancias, asi
como crisol de pueblos y culturas, al estar ligada a la Gran Ruta de la Seda desde su
origen. Entre las regiones pertenecientes a Asia Central se encuentran las Republicas de
Tuvd y de Buriatia integradas en la Federacién Rusa, zonas de origen de dos
poblaciones sugeridas como muy proximas a la poblacion ancestral de gran parte de los
grupos euroasiaticos y amerindios: los tuvanos y los buriatos (Uinuk-Ool et al., 2002).

Los primeros son descritos como una mezcla de grupos mongoloides y tdrquicos,
gue habitan un area que se extiende desde el norte de Mongolia hasta la costa norte del
lago Baikal, proxima al macizo de Altai. Se les supone un pueblo aislado en relacion a
otras poblaciones de la region, ya que se diferencias en base a diversos parametros
antropomorficos. Se trata de un pueblo mayoritariamente nomada dedicado al ganado de
cabras, ovejas, caballos y camellos. Hablan una lengua tarquica de la familia altaica con
la presencia de muchos vocablos de origen mongol (Martinez-Laso et al., 2001; Uinuk-
Ool et al., 2002). Los buriatos son un pueblo mongoloide que habitan en los alrededores
del lago Baikal, y que al igual que lo tuvanos, practican el nomadismo y la ganaderia
ovina, caprina, equina y de camellos. Hablan una lengua mongélica de la familia altaica
muy proxima al mongol (Uinuk-Ool et al., 2002). Los todja y los tofalar son grupos
étnicos que habitan también en la Replblica de Tuva y zonas colindantes, con una
marcada similitud antropomorfica, pero diferentes a los tuvanos (Uinuk-Ool et al.,
2002). Se considera que tienen un origen mixto de poblacion tdrquica con tribus del
norte de Siberia, samoyedos y keti (los tofalar hablaban una lengua samoyeda que ha
sido reemplazada recientemente por una lengua de origen tdrquico).

Otros pueblos que se supone son originarios de Asia Central aunque localizados

en Siberia occidental y este de Europa, y que guardan relacion con las poblaciones
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descritas anteriormente, son los mansi y los chuvasios. Los primeros son un pueblo
ugrio que viven en el distrito autbnomo ruso de Janty-Mansi y que tradicionalmente
subsisten gracias a la pesca, a la caza y a la cria de reno. Hablan la lengua mansi,
perteneciente a la familia fino-ugrica (Uinuk-Ool et al., 2002). A los segundos se les
considera un origen mixto de poblacién tarquica oghur protobulgara (pueblo altaico)
con los pueblos ugrios que habitaban la region en la que se localizan mayoritariamente,
la republica de Chuvasia, en la Rusia europea. Hablan chuvasio, una lengua de la rama
tarquica oghur (Lewis et al., 2014).

Trabajos previos basados en ADNmt y cromosoma Y constatan un alto nivel de
diversidad de haplogrupos en Asia Central, lo que sugiere que las poblaciones
centroasiaticas estan entre las mas antiguas del continente, de las cuales han surgido
los linajes ancestrales de Europa, América y el subcontinente indio, pero con escasa
contribucion a las poblaciones del Suroeste Asiatico, entre ellas las poblaciones iranies
(Wells et al., 2001; Quintana-Murci et al., 2001). Estas conclusiones pueden ser
sorprendentes si atendemos al gran nimero de migraciones documentadas por parte de
grupos altaicos, en distintas épocas (indo-iranios, mongoles y turcos), pero sirven para
apoyar la hipétesis de que las poblaciones ancestrales asentadas en esta regién eran lo
suficientemente densas para absorber ese flujo génico, y que los procesos de
“iranizacion” y “turquificacion” se dieron fundamentalmente en el ambito cultural y
lingliistico a través de la élite gobernante. Derenko et al. en un estudio posterior
determinan que existe una diferenciacion genética clara entre las poblaciones del lago
Baikal (buriatos) y las poblaciones altaicas actuales (tuvanos, todja y tofalar), que puede
ser explicada por una contribucion desigual de los linajes paternos de origen
centroasiatico y occidental al acervo genético de las poblaciones siberianas actuales
(Derenko et al., 2006). También determinan que las poblaciones altaicas actuales son las
que tienen una mayor presencia del haplogrupo R-M17, haplogrupo asociado con la
expansion de la cultura Andronovo (véase Introduccion apartado 12.3 y Figura D3), por
lo que podrian estar muy préximas a los grupos ancestrales indo-iranios. Por otro lado,
estudios llevados a cabo en chuvasios detectan divergencias entre los linajes paterno y
materno: mientras que el ADNmt evidencia una presencia mayoritaria de haplogrupos
representativos de poblaciones europeas (H, U y K) y ausentes en poblaciones altaicas
(Graf et al., 2010), el cromosoma Y pone de manifiesto que el haplogrupo mayoritario
es el R-M17, de origen centroasiatico-altaico, aunque los siguientes haplogrupos en
frecuencia son el N3 y el J, representativos de los pueblos ugrios y caucasico-
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mesopotamicos respectivamente (Tambets et al., 2004). Esto sugiere que aunque la base
de la poblacion es ugria-cuacésica, los varones de los pueblos protobulgaros que

colonizaron la regidn contribuyeron a los linajes paternos.
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Figura D3. Mapa de las migraciones de los pueblos centroasiaticos (altaicos) hacia
el Suroeste Asiatico (corredor irani) y Europa, atendiendo a la dispersion de los
haplogrupos del cromosoma Y (Hennerbichler, 2012; Grugni et al., 2012; Hay,
2014).

Estudios basados en HLA en estas poblaciones confirman en gran medida lo
expuesto por los trabajos mencionados previamente. Uinok-Ool et al. establecen que las
poblaciones centroasiaticas y siberianas forman un grupo monofilético en el que los
buriatos y mongoles, y las poblaciones altaicas, estan bien diferenciados (Uinuk-Ool et
al., 2002). Por otra parte, los tuvanos son los que presentan un mayor polimorfismo
HLA, lo que sugiere que es un grupo mixto a partir de pueblos mongoles, turquicos y
caucasoides, como resultado de la region en la que se localizan, histéricamente
documentada como crisol demografico, algo que es confirmado por otros autores
(Martinez-Laso et al., 2001). En cuanto a los chuvasios, los genes HLA los relacionan
con poblaciones centroeuropeas y caucasicas, con escasa influencia de poblaciones
asiaticas y siberianas (Arnaiz-Villena et al., 2003).

En el presente estudio, los dendrogramas presentan a las poblaciones de origen
centroasiatico en dos grupos bien diferenciados: los buriatos y los mansi, proximos a
chuvasios y aleutianos (cuyo origen se presume que esta en las poblaciones del lago
Baikal, Moscoso et al., 2008) en un grupo mas proximo a las poblaciones europeas y

mediterraneas; y las poblaciones altaicas (tuvanos, todja y tofalar) proximas a
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poblaciones siberianas (Figuras R2 y R5). El dendrograma basado en las frecuencias
haplotipicas HLA de clase Il, que tiende a homogeneizar las poblaciones, las presenta
también separadas pero en el mismo conjunto, y alejadas de chuvasios y aleutianos
(Figura R7). Al analizar las distancias genéticas, observamos que son los turcomanos y
los azeries los mas préximos a chuvasios, mansi y poblaciones altaicas, con valores Da
entre 15 y 24x107%. Los buriatos, sin embargo, son el grupo centroasiatico més alejado
de las poblaciones de estudio (Tablas R3 y R4). El origen caucasico de gran parte del
acervo genético de los chuvasios puede explicar la proximidad genética a estas
poblaciones, ya que de entre todas éstas es la mas préxima a los kurdos (Arnaiz-Villena
et al., 2003; Graf et al., 2010). La relacion con los mansi, cuyo origen se supone que
estd en la region Altai-Baikal, podria deberse a una mezcla posterior con genes
caucasicos (Uinuk-Ool et al., 2002). En cuanto a la relacion entre turcomanos, azeries y
poblaciones altaicas, tanto las distancias genéticas como los analisis de
correspondencias parecen indicar que poblaciones ancestrales proximas a tuvanos, todja
y tofalar pudieron contribuir en parte a la genética de estas poblaciones. Los turcomanos
de Iran proceden de grupos iranios o pre-iranios que habitaban al este del Mar Caspio,
gue se mezclaron con las tribus turquicas oghuz, procedentes de Asia Central (Altai)
entre los siglos X y XV d.C. (Luther, 2001; Johanson, 2006) y que mas tarde se
establecieron en el noreste de Iran (Golestan y Jorosan), lo que puede justificar esta
relacion, confirmada por estudios con otros marcadores (Grugni et al., 2012). Sin
embargo, a pesar de que existe una fuerte asociacion entre los azeries y poblaciones del
Céaucaso y del Mediterraneo oriental, mayor que entre estos y los turcomanos, estos
resultados podrian sugerir que el proceso de “turquificacion” causado por las tribus
altaicas oghuz tambien dejo su huella en la constitucion genética de esta poblacion,
conclusion defendida por otros autores (Schonberg et al., 2011) y por datos historicos y
linguisticos (Yarshater, 1988). No obstante, esta relacion pudo deberse a un contacto
anterior con las tribus de origen altaico (indo-iranias), como sugieren estudios basados

en otros marcadores (Yepiskopasian et al., 2011; Grugni et al., 2012).

2.4 Analisis de haplotipos

El estudio del desequilibrio de ligamiento entre dos loci (HLA-A-B, HLA-B-
DRB1 y HLA-DRB1-DQB1) en las poblaciones iranies del sur del Mar Caspio nos
indica, en primer lugar, la frecuencia significativa de un namero considerable de

haplotipos bi-locus de clase Il que contrasta con los pocos haplotipos frecuentes
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detectados para las otras dos combinaciones analizadas. Esto se debe en parte al elevado
polimorfismo de los loci HLA-A y HLA-B tanto a nivel general como a nivel de las
muestras estudiadas, y en parte a la mayor distancia en pb que separa a estos loci entre
si y con respecto al locus HLA-DRBL, lo que supone un desequilibrio de ligamiento
menos significativo. Por otro lado se observa un nimero considerable de asociaciones
caracteristicas de poblaciones a priori no asociadas genéticamente con las poblaciones
de estudio, 0 que no han sido identificadas en ninguna poblacion analizada hasta la
fecha.

De los 44 haplotipos HLA-A-B encontrados estadisticamente significativos en las
poblaciones de estudio (14 en turcomanos, 20 en azeries y 15 en kurdos, Tabla R5)
solamente 19 han sido descritos en otras poblaciones con una frecuencia significativa, y
de estos Unicamente 10 forman parte de los haplotipos HLA extendidos descritos (Tabla
R7). Asi, los haplotipos bi-locus A*02:01-B*13:01 (presente en turcomanos), A*02:01-
B*35:01 (en kurdos), A*02:01-B*50:01 (en azeries), A*26:01-B*08:01 (en kurdos),
A*30:01-B*13:01 (en turcomanos y azeries) y A*33:01-B*14:01 (en azeries) son
caracteristicos de poblaciones del Mediterrdneo, Caucaso y de Oriente Proximo
(Gomez-Casado, 2002; Gonzalez-Galarza et al., 2011). Por otro lado, los haplotipos
A*03:01-B*07:02 (presente en azeries), A*03:01-B*44:02 (en turcomanos), A*24.02-
B*35:01 (en turcomanos y azeries), A*24:02-B*52:01 (en kurdos) y A*31:01-B*35:01
(en turcomanos) se han descrito previamente en poblaciones cuyo origen se supone que
estd en Asia Central y del norte de Europa (Johansson et al., 2008; Gonzalez-Galarza et
al., 2011). El resto de asociaciones HLA-A-B descritas, con frecuencias bajas en las
poblaciones de estudio, como A*01:01-B*37:01, A*02:01-B*07:02, A*68:01-B*44:02,
A*68:01-B*51:01 (todos presentes en azeries) y A*02:01-B*51:01 (en turcomanos)
también estan presentes en poblaciones de origen centroasiatico, como sami y aleutianos
(Moscoso et al., 2008; Johansson et al., 2008).

Para los haplotipos HLA-B-DRBL, las poblaciones de estudio comparten con otras
poblaciones solo 11 de los 38 haplotipos encontrados estadisticamente significativos, de
los cuales Unicamente cinco forman parte de los haplotipos HLA extendidos (Tablas R5
y R7). Estos son: B*07:02-DRB1*15:01, que formando el haplotipo extendido
A*03:01-B*07:02-DRB1*15:01-DQB1:06:02, y B*44:02-DRB1*04:01, que asociado
al haplotipo extendido A*03:01-B*44.02-DRB1*04:01-DQB1*03:02, se encuentran en
poblaciones del norte de Europa, irlandeses y sami (véase parrafo anterior), y que
también estan presentes en azeries; B*08:01-DRB1*03:01 (presente en las tres
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poblaciones de estudio), que asociado al haplotipo extendido A*01:01-B*08:01-
DRB1*03:01-DQB1*02:01 es caracteristico de europeos, y que en este caso estd
presente en kurdos (Sanchez-Velasco et al., 2003); B*50:01-DRB1*07:01, que
formando parte del haplotipo extendido A*02:01-B*50:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01
es caracteristico de poblaciones mediterrdneas (véase péarrafo anterior), y que esta
presente en azeries y kurdos; B*58:01-DRB1*03:01 que asociado a A*33:03 estan
presente en baluchis y asociado a A*33:01 aparece en las tres poblaciones estudiadas.
Otras asociaciones presentes en las muestras de estudio se han descrito en sami y
aleutianos (grupos cuyo origen se supone centroasiatico), como B*37:01-DRB1*10:01
y B*39:01-DRB1*12:01. No ha sido posible comparar los desequilibrios de ligamiento
entre dos loci HLA-A-B y HLA-B-DRB1 de muchas de las poblaciones centroasiaticas
y siberianas analizadas para HLA de clase Il ya que carecen de los perfiles HLA de
clase I.

En cuanto a los haplotipos bi-locus HLA de clase 11, de los 23 observados, 18 se
han descrito en otras poblaciones con frecuencias significativas, y de estos la mitad
forman parte de haplotipos extendidos (Tablas R5 y R7). De este modo, los haplotipos
DRB1*03:01-DQB1*02:01 (presente en las tres poblaciones pero con elevada
frecuencia en kurdos), y DRB1*16:01-DQB1*05:01 (en azeries y kurdos) son
caracteristicos de mediterraneos (Goémez-Casado, 2002; Gonzalez-Galarza et al., 2011;
Figura D4); mientras que los haplotipos DRB1*04:01-DQB1*03:02, DRB1*13:01-
DQB1*06:03, DRB1*14:01-DQB1*05:02 y DRB1*15:01-DQB1*06:02 (todos
descritos en las tres poblaciones, el ultimo con elevada frecuencia en turcomanos) son
mayoritarios en poblaciones de Asia Central o cuyo origen se sitla en esta region (sami
y chuvasios) y poblaciones siberianas (Uinuk-Ool et al., 2002; Johansson et al., 2008;
Figura D4). EI DRB1*07:01-DQB1*02:01 y DRB1*11:01-DQB1*03:01 presentan una
distribucion global, estando presente en la mayor parte de regiones macrogeograficas,
fundamentalmente en poblaciones de Europa atlantica, Mediterraneo, Caucaso y Asia.
El resto de asociaciones HLA-DRB1-DQB1 descritas también estdn presentes en
poblaciones centroasidticas (DRB1*01:01-DQB1*05:01, DRB1*07:01-DQB1*03:03,
DRB1*12:01-DQB1*03:01), siberianas (DRB1*09:01-DQB1*03:03, DRB1*14.02-
DQB1*03:01, DRB1*15:01-DQB1*06:01) y  mediterraneos (DRB1*13:02-
DQB1*06:04, DRB1*10:01-DQB1*05:01, aunque este ultimo también esta presente en

buriatos con una frecuencia significativa).
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Cabe destacar el haplotipo DRB1*13:01-DQB1*06:02, descrito en azeries y
kurdos, ya que esta presente en las poblaciones persas con frecuencias significativas
(Gonzalez-Galarza et al., 2011).

Los haplotipos extendidos estimados (HLA-A-B-DRB1-DQB1, Tabla R7 y sus
referencias) presentan frecuencias relativamente bajas debido a que los haplotipos
parciales también los encontramos en baja frecuencia, salvo algunas excepciones en la
clase Il. Esto indica que las poblaciones iranies del sur del Mar Caspio han recibido
influencia genética externa y no se trata de aislados genéticos. En el caso de los kurdos
la posible mezcla con otras poblaciones no ha diluido con el tiempo el sustrato genético
que lo relaciona con otras poblaciones del mediterraneo, principalmente de la regién
oriental, compartiendo haplotipos extendidos y/o parciales tales como A*02:01-
B*35:01-DRB1*01:01-DQB1*05:01 (el de mayor frecuencia, FH: 3.3%), A*01:01-
B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01, A*24:02-B*58:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01,
A*02:01-B*50:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01 'y A*26:01-B*08:01-DRB1*03:01-
DQB1*02:01.

Sin embargo, los azeries y los turcomanos aunque presentan haplotipos que
indican ese sustrato mediterraneo como A*01:02-B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01,
A*02:01-B*50:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01, A*33:01-B*14:01-DRB1*01:01-
DQB1*05:01 (presentes en azeries), A*01:01-B*35:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 (en
turcomanos), la influencia en la carga genética por parte de las poblaciones
centroasiaticas que migraron a la region en diferentes épocas se observa en haplotipos
tales como A*24:02-B*35:01-DRB1*11:01-DQB1*03:01 (el de mayor frecuencia en
ambas poblaciones), A*03:01-B*44:02-DRB1*04:01-DQB1*03:02 (en azeries),
A*31:01-B*35:01-DRB1*15:01-DQB1*03:01, A*02:50-B*07:03-DRB1*13:01-
DQB1*06:03 y A*24:02-B*35:01-DRB1*15:01-DQB1*06:02 (en turcomanos). El
haplotipo kurdo A*01:01-B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 y el haplotipo azeri
A*03:01-B*07:02-DRB1*15:01-DQB1*06:02 compartidos con poblaciones irlandesa e
inglesa, podrian surgir de un efecto fundador procedente de poblaciones mediterraneas
ancestrales (tales como los iberos) que colonizaron las Islas Britanicas tras la ultima
glaciacion (en el caso del primero), o de poblaciones escandinavas con origen en grupos
centroasiaticos (como los sami), como defienden diversos autores (Oppenheimer, 2006).

A pesar de que no se han encontrado coincidencias entre los haplotipos HLA
extendidos de las poblaciones de estudio con las otras poblaciones iranies, haplotipos
bi-locus de clase Il con fuerte desequilibrio de ligamiento y frecuencias significativas en
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las tres poblaciones, estan muy representados en las poblaciones persas: DRB1*03:01-
DQB1*02:01, DRB1*07:01-DQB1*02:01 y DRB1*11:01-DQB1*03:01.

Este estudio comparativo sirve para confirmar lo que nos indican las distancias
genéticas y los andlisis de emparentamiento: las tres poblaciones tienen un sustrato
genético comun que las emparenta con las poblaciones de la cuenca mediterranea y del
Céucaso. Este sustrato es mayoritario en kurdos, ya que presenta la mayor parte de los
haplotipos, tanto bi-locus como extendidos, definidos como mediterraneos, y que estan
presentes también en las poblaciones persas. Sin embargos los azeries y especialmente
los turcomanos, presentan con frecuencias considerables haplotipos definidos como
siberianos de origen centroasiatico, lo que sugiere que las tribus altaicas (con origen en
Asia Central) pudieron contribuir al acervo genético de estas poblaciones, en mucha
mayor medida que en los kurdos. Poblaciones como los chuvasios tendrian una historia
genética similar, ya que aunque muchos de sus haplotipos bi-locus son de origen
europeo-caucasico, también presentan haplotipos de origen centroasiatico, lo que indica

que las tribus tarquicas invasoras dejaron su huella genética.

2.5 Estimacién del mestizaje

Los resultados del estudio de la estimacion del mestizaje se encuentran en la
misma linea de los anélisis previamente discutidos, ya que las tres poblaciones de
estudio tienen un sustrato mediterraneo relevante y comun, que en el caso de los azeries
se aproxima al 50% (Figura R8). Sin embargo, en lo que respecta a los turcomanos se
observa que el componente ancestral mayoritario es de origen centroasiatico, proximo al
50%. Esto concuerda con lo reportado en estudios previos con otros marcadores. Grugni
et al., mediante el analisis de haplogrupos del cromosoma Y, observan en una muestra
similar de turcomanos del Golestan la presencia mayoritaria del haplogrupo Q-M25
originario de la region altaica (Grugni et al., 2012; Figura D3). Otros autores identifican
la presencia relevante de otros haplogrupos con el mismo origen, como son el P-M45 y
su descendiente el R-M173, en poblacion turcomana de Turkmenistan (Wells et al.,
2001; Figura D3). Los estudios basados en ADNmt observan hechos similares al
identificar con una frecuencia importante en esta poblacion haplogrupos descendientes
del macrohaplogrupo M de origen centroasiatico (Maliarchuk et al., 2002; Quintana-
Murci et al., 2004). De igual modo, los azeries presentan una proporcion ancestral de
origen centroasiatica que, aunque sin ser la mayoritaria, es bastante relevante. Esto se

encuentra en la linea con estudios basados en ADNmt que observan con una frecuencia
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significativa haplogrupos descendientes del macrohaplogrupo M (Schonberg et al.,
2011). Todo esto sugiere un aporte genético consistente tanto en turcomanos como en
azeries por parte de poblaciones altaicas en distintas épocas y a través de varias
migraciones posibles.

En cuanto al componente ancestral caucasico, son los kurdos los que presentan
una mayor proporcion estando proxima al 60% (Figura R8). Estudios basados en
ADNmMt identifican con una frecuencia mayoritaria haplogrupos de origen caucasico o
mesopotamico tales como H, J o T (Richards et al., 2000; Quintana-Murci et al., 2004).
De hecho, los estudios de emparentamiento genético a partir de este marcador
demuestran que las poblaciones kurdas procedentes de distintas regiones (Iran, Georgia,
Turquia y Turkmenistan) se agrupan con poblaciones del sur del Caucaso (Nasidze et
al., 2005). La presencia dominante de haplogrupos J1 y J2 del cromosoma Y en
poblaciones kurdas de distinta procedencia también sugiere que el origen de estas se
situaria en torno al Céaucaso y Mesopotamia, al relacionarlo con poblaciones de esta

region (armenios y georgianos; Wells et al., 2001; Nasidze et al., 2004).

3. PROGRAMA DE TRASPLANTES Y ELABORACION DE LISTAS DE
ESPERA VIRTUALES EN POBLACIONES DEL SUR DEL MAR CASPIO

La compatibilidad HLA entre donante y receptor en caso de trasplante de érganos
solidos y tejidos es necesaria si se quiere lograr la supervivencia del injerto (Gorer,
1936; Snell, 1948). Particularmente, en el caso de trasplante de meédula Osea la
compatibilidad debe ser estricta. Por esta razén los perfiles genéticos del donante y del
receptor son un dato clave en la elaboracion de las listas de espera que se encargan de
priorizar en la distribucion de los injertos susceptibles de ser trasplantados. En Espafia,
las listas de espera para la seleccion del receptor se confeccionan para los donantes
cadaver y contienen los datos necesarios para decidir el receptor mas adecuado ante un
organo concreto disponible. De los receptores potenciales se dispone de la siguiente
informacién: datos clinicos (historia clinica, complicaciones actuales o pasadas, etc.),
ciudad de referencia (para el criterio geografico), edad, la antigiiedad en el programa de
trasplante, grupo sanguineo, datos inmunologicos (HLA-A, -B y -DR) y la presencia o
ausencia de anticuerpos preformados anti-HLA, su tipo y su cuantificacion. Una vez
establecida la compatibilidad HLA, para garantizar la igualdad y la equidad, los criterios
se establecen atendiendo a dos aspectos fundamentales: territoriales y clinicos. Los

primeros permiten que los organos disponibles en una determinada area o region sean
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trasplantados en esa misma region con prioridad para reducir al maximo el tiempo de
isquemia, y los segundos contemplan la gravedad de los posibles receptores. EXisten
circunstancias adicionales a considerar que pueden estar por encima de los criterios
territoriales: la urgencia absoluta o “urgencia 0”, circunstancia en la que el paciente
necesita un trasplante en el menor tiempo posible para sobrevivir y por ello se
trasplantard el primer 6rgano compatible por grupo sanguineo y con prueba cruzada
negativa (no existen anticuerpos circulantes citotoxicos que pueden acabar con las
células del donante desencadenando el rechazo) sin atender a la compatibilidad HLA; y
sujetos hiperinmunizados con anticuerpos circulantes contra una o varias proteinas del
sistema HLA, de forma que es muy dificil encontrar un érgano aceptable y se les
asignara el primero para el que no tenga los anticuerpos preformados frente a los
antigenos del donante.

Los estudios sobre perfiles HLA de poblaciones concretas, como es nuestro caso,
sirven para elaborar listas de espera virtuales para trasplantes en las que se definen los
alelos y haplotipos HLA (A, B y DR, aunque también DQ) mas y menos frecuentes para
cada poblacién/grupo étnico. En el caso de Iran, que cuenta con una gran cantidad de
grupos étnicos distintos con fuerte presencia poblacional y con caracteristicas genéticas
propias, tambien en cuanto al sistema HLA, puede ser de gran ayuda, méas cuando estas
etnias también se distribuyen en otros paises, tanto vecinos como lejanos. Nuestras
poblaciones de estudio se ubican en un area urbana y no se trata de poblaciones aisladas,
ya que comparten varios alelos entre si con frecuencias significativas que a su vez
presentan una amplia distribucion global, como A*02:01, A*03:01, A*24:02, B*08:01,
B*35:01, B*51:01, DRB1*03:01, DRB1*11:01 y DRB1*15:01. Sin embargo, son
frecuentes alelos que en otras poblaciones son raros (A*02:50, B*35:27, DRB1*03:13)
y muchos de los haplotipos observados son nuevos. Por esto, en Iran, donde no se
analizan los perfiles genéticos HLA para comprobar la compatibilidad donante-receptor
de manera rutinaria (Griffin, 2007), las listas virtuales pueden ser de gran utilidad si se
obtuvieran los perfiles Gnicamente de los receptores. En estas poblaciones se aprecia la
presencia del haplotipo bi-locus HLA-B8-DR3 (B*08:01-DRB1*03:01, especialmente
en kurdos), que predispone a fallo renal en pacientes con nefropatia por IgA durante los
trasplantes renales, lo cual se puede convertir en un factor de riesgo para el rechazo del
trasplante, que en un hipotético programa de trasplantes deberia tenerse en cuenta
(Andresdottir et al., 2009).
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En resumen, es imprescindible definir el perfil HLA de turcomanos, azeries y
kurdos y de los grupos étnicos vecinos para poder establecer programas de trasplantes y
programas preventivos y epidemioldgicos para enfermedades ligadas a HLA. También,
es importante que exista mayor difusién e interrelacion entre los programas de
trasplantes existente en los paises que albergan a estas poblaciones para establecer un
buen programa de intercambio y crear una base de datos HLA accesible para todos que
responda a las caracteristicas genéticas particulares de cada poblacion. Uno de los
obstaculos para la realizacién de estos programas cooperativos es la legalidad de la
venta de rifion “in vivo” para trasplante renal en Irdn que, ademas de los conflictos
éticos que puede suponer, permite Gnicamente que el donante y el receptor sean de la
misma nacionalidad con el fin de evitar el turismo sanitario (Griffin, 2007). Este
programa surgio a finales del siglo XX como respuesta a las largas listas de espera para
este tipo de trasplante, a la ausencia de un programa de donacion cadavérica y a la
precariedad de los sistemas de didlisis (Griffin, 2007; Ghods, 2014).

4. ENFERMEDADES LIGADAS A HLA Y FARMACOGENETICA EN LAS
POBLACIONES DEL SUR DEL MAR CASPIO

Desde que se observo por primera vez la relacion entre determinados alelos del
sistema HLA vy patologias (determinados alelos de HLA-B y linfoma de Hodgkin;
Aimel, 1967), numerosas variantes alélicas de estos genes han sido asociadas con
enfermedades autoinmunes (principalmente), inflamatorias e infecciosas. El estudio de
estas enfermedades en grupos étnicos distintos ha mostrado con frecuencia asociaciones
diferentes entre distintos alelos del mismo grupo y una enfermedad concreta.

Entre las enfermedades autoinmunes ligadas a HLA se encuentra la diabetes
mellitus tipo |1 (DM1, enfermedad que ocasiona la destruccion selectiva de células beta
del pancreas causando deficiencia absoluta de insulina) que en poblacion caucasoide se
asocia su presencia a los alelos de clase 1l DRB1*03:01 y DRB1*04:01 (Tabla 14;
Vicario et al., 1992), ambos con una amplia presencia en nuestras poblaciones de
estudio (Tabla R2). Un estudio sobre la relacion entre distintas variantes HLA de clase
I1'y DML en poblacion azeri de Azerbaiyan concluye también que distintos subtipos de
DR4 se encuentran asociados a esta enfermedad (Ahmedov et al., 2006). Por lo tanto,
tanto turcomanos, como azeries y kurdos presentarian alelos HLA con susceptibilidad
diabetogénica. No obstante un estudio sobre la incidencia de esta enfermedad en

poblacion total irani determina una tasa bastante inferior a la de los paises de su entorno
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(Pishdad, 2005). El sindrome de Behcet, enfermedad reumatica cronica que origina
inflamacion de los vasos sanguineos, es conocido como enfermedad de “la ruta de la
seda”, ya que este sindrome es muy comun en Oriente Proximo y Asia, en paises que se
sitlan a lo largo de la antigua ruta comercial, con una gran incidencia en Iran. Esta
distribucion coincide con la del grupo HLA-B*51, especialmente del alelo B*51:01, que
se supone es uno de los principales factores de riesgo de esta patologia (Ohno et al.,
1982; Wallace, 2014; Tabla 14). La sintomatologia de esta enfermedad parece ser mas
leve si el individuo presenta en heterocigosis con B*51 alelos del grupo B*27 (Ahn &
Park, 2007). Tanto turcomanos como azeries y kurdos muestran frecuencias
significativas de alelos B*51 y muy bajas para alelos B*27 (Tabla R1). La artritis
reumatoide, entre otros factores genéticos, estd asociada a distintas variantes de HLA-
DRB1 que varian en funcién del grupo étnico. Estudios en poblacién irani y kurda de
Irak demuestran que los principales alelos de susceptibilidad en estos grupos con
DRB1*01 y DRB1*03, ademéas del DQB1*06 en kurdos, mientras que DRB1*11 es
mucho mas frecuente en poblacion sana (Al Timimi et al., 2014; Saghafi et al., 2014).
Los dos primeros grupos de alelos son frecuentes en las tres poblaciones de estudio, sin
embargo el DRB1*11:01 es el mas frecuente en poblacion kurda (Tabla R2) mientras
que DQB1*06 tiene una frecuencia inferior, lo que podria suponer una menor incidencia
de esta enfermedad en esta poblacion.

En cuanto a las enfermedades infecciosas ligadas a HLA, determinadas variantes
alélicas HLA estan asociadas a un efecto protector frente a la malaria: B*35, B*53:01 y
DRB1*13:02 para la causada por Plasmodium falciparum (véase Introduccion apartado
8.2) y A*02:01 para la causada por P. vivax (Arevalo-Herrera et al., 2002). Estos alelos
estan presentes en las tres poblaciones de estudio, sin embargo el A*02:01 es el alelo de
su clase mas frecuente en poblacion azeri (Tabla R1). La malaria causada por ambos
Plasmodium es endémica fundamentalmente en las areas rurales de la region sur-sureste
de Iran (zona tropical). Sin embargo, hay pequefios focos de malaria por P. vivax al
norte de los montes Zagros (provincias de Azerbaiyan Oriental y Ardabil) en
determinadas épocas del afio (Hemami et al., 2013). Esto podria sugerir una relacion
entre esta patologia y la frecuencia significativa del alelo protector en el principal grupo
étnico de esta region. Una de las asociaciones entre HLA y enfermedad infecciosa mejor
documentada es la del SIDA. La infeccion por el virus VIH-1 es tratada y pronosticada
hoy en dia con base en el perfil HLA. El grupo de alelos B*57 est4 asociada con un

control efectivo de la infeccidn por este virus y un mejor pronéstico, incluso con poco o
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ningan tratamiento (Crawford et al., 2009). Este grupo de alelos tienen poca
representacion en las poblaciones de estudio, estando totalmente ausente en kurdos. Sin
embargo, el grupo B*58 (B*58:01) con fuertes similitudes en los péptidos de union al
antigeno a los alelos del grupo B*57, y que en algunas poblaciones se le asocia con un
papel protector frente a la progresién del VIH-2 (Trachtenberg & Erlich, 2001), se
encuentra en una frecuencia significativa en kurdos. Esto permite pensar que sea este
grupo de alelos el mejor candidato para el prondstico y tratamiento de esta enfermedad
en esta poblacion, en el caso de que futuros estudios demuestren su asociaciéon. Los
alelos del grupo A*32, bien representados en las tres poblaciones de estudio, también
parecen estar asociados con una lenta progresion de la enfermedad en poblaciones
caucasoides (Trachtenberg & Erlich, 2001). Por otra parte el grupo B*35, cuya ausencia
estd relacionada con un mejor prondstico de la enfermedad, también estd bien
representado, siendo el mayoritario del locus HLA-B. Sin embargo la tasa de
prevalencia en adultos de esta enfermedad en Iran es baja (0.2%) y muy similar a la de
los paises de su entorno (Central Intelligence Agency, 2013).

En lo que respecta a la farmacogenética HLA, la mayor parte de los estudios se
han realizado en poblacion caucasoide de origen europeo y asiatica, pero no se tiene
constancia de ningun trabajo concreto en poblaciones de Iran. Sin embargo, diversos
alelos HLA relacionados con efectos adversos a diversos farmacos estan presentes,
algunos con frecuencias considerables, en las poblaciones de estudio. Cabe destacar la
elevada frecuencia del alelo A*24:02 tanto en turcomanos como en azeries y kurdos,
que esta asociado a la aparicion de rush cutaneo en tratamiento con el farmaco
anticonvulsivo carbamazepina; la presencia del alelo DRB1*15:01 en las tres
poblaciones, siendo el mas frecuente de este locus en turcomanos, que esta asociado con
dafio hepético en tratamiento con co-amoxiclav (combinaciéon de antibioticos); y la
frecuencia significativa del alelo DRB1*01:01, especialmente en kurdos, asociado con
sindrome de hipersensibilidad en tratamiento con el inhibidor de la transcriptasa para el
virus VIH-1 nevirapina (Becquemont, 2010; Gonzalez-Galarza et al., 2011; Tabla 15).

Los perfiles genéticos HLA determinados en el presente trabajo pueden ser de
gran utilidad para establecer programas de epidemiologia preventiva en estas
poblaciones para aquellas patologias con una demostrada asociacion a HLA, asi como
para minimizar los posibles efectos adversos generados por la accion de determinadas

variantes alélicas ante determinados farmacos.
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Conclusiones

A partir del estudio genético HLA realizado en las poblaciones iranies del sur del

Mar Caspio -turcomanos, azeries y kurdos- y su comparacion con 13000 cromosomas

de otras poblaciones, podemos concluir:

1.

Los estudios comparativos de las poblaciones, a través de los dendrogramas y
analisis de correspondencia, permiten observar que las tres poblaciones
estudiadas tienen un sustrato genético comin que las emparenta con las
poblaciones del Mediterraneo oriental y del Caucaso, muy evidente en el caso de
kurdos y azeries.

Estos estudios y los andlisis de estimacion de mestizaje sugieren que
poblaciones ancestrales proximas a los pueblos altaicos actuales (Asia Central)
pudieron contribuir, en parte, a la genética HLA de los turcomanos, y en menor
medida a la de los azeries.

El estudio de los haplotipos HLA de dos loci y extendidos sitlan a las
poblaciones de estudio en el contexto HLA de las poblaciones del Mediterraneo
oriental y del Caucaso, como se deduce de la presencia de los siguientes
haplotipos entre los méas frecuentes: A*01:01-B*35:01-DRB1*03:01-
DQB1*02:01, A*02:01-B*50:01-DRB1*07:01-DQB1*02:01, A*01:02-
B*08:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01 y  A*24:02-B*58:01-DRB1*03:01-
DQB1*02:01.

La presencia de haplotipos HLA, A*24.:02-B*35:01-DRB1*15:01-DQB1*06:02,
A*03:01-B*44:02-DRB1*04:01-DQB1*03:02 y A*03:01-B*07:02-
DRB1*15:01-DQB1*06:02 en turcomanos Yy azeries apoya que la contribucion
genética de poblaciones centroasiaticas que migraron a la region en diferentes
épocas es importante. Esto se corrobora por otros datos genéticos y
arqueoldgicos.

Al estudiar las relaciones entre estas poblaciones comprobamos que hay una
fuerte correlacion entre la genética HLA y la geografia, pero no entre genética y
la linglistica: estas tres poblaciones proximas en su situacion geografica estan
estrechamente emparentadas entre si seguin sus genes HLA y sin embargo hablan
lenguas pertenecientes a familias linguisticas distintas.

El hecho de que estas poblaciones estén genéticamente emparentadas pero
tengas rasgos linguisticos y culturales que las diferencian, sustenta la hipotesis
de la “dominancia de élite” por la cual se produce una imposicion cultural y

linglistica por parte de una minoria gobernante de invasores, que da lugar en
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nuestro estudio a una “iranizacion” cultural en el caso de los kurdos y
“turquificacion” cultural en el caso de los azeries.

7. Los perfiles HLA obtenidos en nuestras poblaciones iranies tienen una
aplicacion directa en el campo de los trasplantes de tejidos y O6rganos,
permitiendo la elaboracion de una lista de espera virtual de trasplante para un
futuro terapéutico.

8. Los perfiles HLA obtenidos también se pueden aplicar al diagndstico y
terapéutica de enfermedades ligadas a HLA, como el SIDA y su asociacion con
alelos B*57 y B*58 (serotipo B17) vy a la farmacogenética, ya que diversos
alelos, como A*24:02 y DRB1*15:01, estan asociados a reacciones adversas a

determinados farmacos.
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ANEXO 1

ABREVIATURAS MAS FRECUENTES EMPLEADAS EN EL TEXTO
(ordenadas por orden alfabético).

aa Aminoécidos

a. C. Antes de Cristo

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNmt Acido desoxirribonucleico mitocondrial
ADR Reaccion adversa a farmaco

APC Celulas presentadoras de antigenos

ARN Acido ribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

ARNr Acido ribonucleico ribosémico

ARNt Acido ribonucleico transferente

ATP Adenosin trifosfato

BiP Proteina de union de la cadena pesada de la inmunoglobulina
BTN Butirofilinas

Bp2M B2-microglobulina

CD Marcadores de diferenciacion

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

Da Distancia genética de Nei

DC Células dendriticas

d. C. Después de Cristo

DML Diabetes mellitus tipo 1

dNTPs Deoxinucledtidos trifosfato

FH Frecuencia haplotipica

HLA Antigenos leucocitarios humanos

HSP Proteinas de choque térmico

li Cadena invariante

Kd Kilodalton

LMP Proteinas de bajo peso molecular

LY6 Antigeno leucocitario 6

Mb Megabase

MHC Complejo principal de Histocompatibilidad
MIC Genes relacionados con la cadena de MHC de clase |
MIIC Compartimiento de MHC de clase Il
MSY Region especifico del cromosoma Y

NJ Neighbor-joining

NK Celulas Natural Killer

p Probabilidad

PAR Region pseudoautosémica

pb Pares de bases

PCR Reaccion en cadena de la Polimerasa
PSMB Proteosoma 3

PV Pénfigo vulgar

RE Reticulo endoplasmatico

RFLP Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
SNP Polimorfismo de nucleétido simple
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SSOP Oligosondas especificas de secuencia

TAP Transportadores asociados a la presentacion antigénica
TCR Receptor de la célula T

TNF Factor de necrosis tumoral

UT Region no traducida

VIH Virus de inmunodeficiencia humana
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ANEXO 2

TABLA Al. Perfiles HLA de todos los individuos incluidos en el estudio. EI nimero de
identificacion de la muestra va precedido del prefijo “Go” en el caso de tratarse de
turcomanos, “T” en el caso de tratase de azeries y “K” en el caso de tratarse de kurdos.

HLA-A HLA-B HLA-DRB1 HLA-DQB1
Muestra Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo2 Alelol Alelo?2
Go2 01:01 24:02 07:02 35:01 11:01 14:01 03:01 03:04
Go3 02:01 03:01 38:01 39:01 08:01 12:09 03:04 04:01
Go4 02:01 03:01 13:01 44:02 04:01 15:01 03:05 06:02
Gob 24:02 29:01 08:01 35:20 04:01 15:01 03:02 06:02
Gob6 29:01 68:01 35:01 54:01 11:01 13:08 03:01 05:03
Go9 11:01 24:02 13:04 40:01 11:01 15:01 03:01 06:02
Gol3 01:02 29:01 13:01 51:06 04:01 07:01 02:01 03:02
Gol4 03:01 63:03 08:01 35:27 03:01 15:01 02:01 06:02
Gol6 02:01 03:01 13:01 35:01 04:01 07:01 02:01 04:01
Gol7 02:01 30:01 07:03 40:46 04:01 08:20 03:07 04:01
Go18 24:02 33:01 58:01 58:06 03:01 15:01 02:01 06:01
Go21 02:01 11:01 01:.01 35:01 10:01 15:01 03:07 04:01
Go22 03:01 26:01 35:10 53:07 03:01 15:01 03:01 05:03
Go23 30:01 68:01 35:01 40:46 10:01 15:01 05:01 06:02
Go24 26:13 32:04 08:01 35:01 03:01 15:01 02:01 05:01
Go29 01:01 02:34 37.01 40:39 08:20 10:01 04:01 05:02
Go30 03:02 24:02 27:.01 35:01 01:01 11:01 03:01 05:01
Go3l 02:50 31:07 07:03 51:06 07:01 13:01 03:01 06:03
Go32 02:50 32:03 07:03 14:01 04:01 07:01 05:01 06:03
Go33 02:34 30:01 13:01 38:01 04:01 15:01 02:01 06:03
Go34 01:02 23:01 37:01 44:02 03:01 08:01 02:01 03:02
Go36 02:01 30:01 07:03 08:01 04:01 07:.01 02:01 06:03
Go37 24:02 31:02 35:01 51:06 04:01 15:01 03:02 06:02
Go38 02:01 02:50 27:01 51:01 03:01 08:01 02:01 04:01
Go39 11:01 26:13 35:27 40:02 03:01 12:09 02:01 03:01
Go40 02:01 26:01 08:01 35:27 03:01 15:01 02:01 06:01
Go4l 11:01 30:01 13:01 55:01 11:17 15:01 03:01 06:02
Go43 11:01 33:.01 35:01 53:01 07:01 11:28 02:01 03:01
Go45 01:02 24:02 15:17 57:01 01:01 13:01 05:01 06:03
Go46 02:34 24:02 15:46 51:06 07:01 11:01 02:01 03:01
Go50 02:01 24:02 15:24 35:20 11:01 15:01 03:01 05:01
Go51 02:01 03:01 08:01 35:01 03:13 13:01 02:03 06:03
Gob54 02:34 24:02 35:01 40:01 04:01 15:01 03:02 06:02
Go56 02:01 24:02 15:24 35:01 11:01 15:01 03:01 05:01
Go57 23:.01 32:04 35:01 49:01 11:01 15:01 03:01 06:02
Go58 30:01 32:01 13:01 49:01 11:01 15:01 03:01 06:02
Go61 02:50 29:01 07:03 15:10 04:01 13:01 03:02 06:03
Go79 29:02 69:01 40:39 51:06 11:01 15:01 03:01 06:02
Go80 02:52 29:01 13:01 35:01 03:13 14:05 03:01 05:01
Gosl 31:01 32:01 35:01 51:01 03:01 15:01 03:01 05:02
Go82 24:02 26:01 07:02 49:01 11:01 15:01 02:01 03:01
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TABLA A1l. Continuacién

Go85 02:01 02:01 13:01 48:01 07:01 11:01 02:01 03:01
Go86 02:50 24:02 35:01 49:01 01:01 13:02 05:01 06:04
Go87 01:02 24:02 35:01 57:01 03:03 07:01 03:02 06:03
Go90 02:52 03:01 13:01 55:01 04:01 07:01 02:01 03:02
Go91 02:48 24:08 35:01 51:01 11:01 15:01 03:02 06:03
G092 02:34 33:01 18:01 27:01 01:01 04:01 03:02 05:01
G093 02:52 11:01 13:01 35:01 03:08 08:20 02:01 03:01
G094 01:.01 02:61 35:01 57:01 03:01 07:.01 02:01 03:03
G095 02:50 31:.01 35:01 39:01 12:01 15:01 03:01 06:02
Go97 11:01 29:01 07:02 15:02 07:01 15:01 02:01 05:01
G098 24:02 26:01 38:01 51:01 01:01 11:01 03:01 05:01
G099 02:01 33:01 14:02 15:02 01:01 15:01 05:01 06:01

Go100 26:01 31.01 35:01 40:01 11:01 15:01 03:01 06:02
Go101 02:50 24:02 35:01 48:01 03:01 04:01 02:01 03:01
Go102 01:01 03:02 08:01 35:01 01:01 03:01 02:01 05:01
Go103 02:50 03:01 08:01 51:01 03:13 14:24 02:01 06:04
Gol04 03:01 25:01 18:09 35:10 03:01 10:01 02:01 05:01
Gol105 01:02 25:01 07:02 39:01 08:01 15:01 04:01 06:04
Go106 31:01 32:.01 18:01 35:27 11:01 15:01 03:01 06:02
Go108 29:01 31:.01 35:01 39:01 07:01 12:01 02:01 03:01
Gol109 11:01 26:01 38:01 51:01 10:01 13:01 05:01 06:03
Gol10 02:50 30:01 14:02 35:38 01:01 07:01 02:01 05:01
Gol12 03:01 26:01 07:02 50:01 07:01 11:01 02:01 03:01
Gol15 29:01 68:01 08:01 13:01 03:01 11:01 02:01 03:01
Go120 23:01 69:01 35:01 50:01 07:01 13:06 05:01 06:02
Gol123 02:01 02:52 51:01 51:08 07:01 15:01 06:02 06:02
Go129 01:02 02:01 35:01 51:01 11:20 13:02 03:07 03:07

T1 32:01 33:01 38:01 49:01 11:01 14:01 03:01 05:02
T2 24:03 26:01 18:01 18:01 01:01 04:01 03:02 05:01
T3 01:02 03:01 08:01 18:01 03:01 04:01 02:01 03:01
T4 01:01 33:.01 52:01 58:01 15:01 15:01 06:01 06:01
T5 24:02 33.01 14:01 52:01 01:01 04:01 03:02 05:01
T6 01:01 26:01 35:01 56:01 07:01 10:01 02:01 05:01
T7 11:01 68:01 35:01 51:01 11:01 15:01 03:01 06:01
T8 24:02 24:02 35:01 35:01 07:01 11:01 02:01 03:01
T9 02:01 29:01 5108 58:01 03:01 08:01 02:01 04:01
T10 02:50 11:01 35:01 52:01 04:01 11:01 03:01 04:01
T11 02:50 24:02 35:01 57:01 07:01 11:01 03:01 03:03
T12 24:02 33:.01 35:01 55:01 13:01 14:01 05:02 06:03
T13 02:50 24:02 35:01 44:02 04:01 11:01 03:01 04:01
T14 02:01 02:01 35:01 52:01 14:01 14:01 05:02 05:02
T15 02:50 30:01 38:01 49:01 14:01 15:01 03:05 05:01
T16 01:01 01:01 27:01 27:01 04:01 04:01 03:02 03:02
T17 02:01 26:19 07:02 40:01 04:01 15:01 03:02 05:01
T18 01:02 30:01 14:01 55:01 04:01 13:01 04:01 06:03
T19 29:01 68:01 51:01 58:01 08:01 13:01 04:01 06:02
T20 02:01 24:02 35:01 51:01 04:01 14:01 03:02 05:01
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TABLA A1l. Continuacién

T21 01:02 01:02 52:01 52:01 15:01 15:01 06:01 06:01
T22 03:01 24:02 35:01 78:01 07:01 11:01 02:01 03:01
T23 01:02 32:01 35:01 51:01 04:01 14:02 03:01 03:01
T24 24:03 68:01 18:01 51:01 12:01 12:01 03:01 03:01
T25 33:01 68:01 39:01 58:01 03:01 16:01 02:01 05:01
T26 11:01 11:01 13:01 51:01 07:01 16:01 02:01 05:01
T27 01:01 02:01 07:02 37:01 10:01 16:01 05:01 05:01
T28 03:01 11:01 35:01 44:02 04:01 13:01 03:02 06:03
T29 01:02 68:01 41:01 51:01 07:01 13:01 03:03 06:03
T30 24:02 30:01 38:01 41:01 03:01 03:01 02:01 02:01
T31 01:01 03:01 07:02 35:01 10:01 13:02 05:01 06:04
T32 03:01 33:01 35:01 52:01 07:01 15:01 03:03 06:01
T33 29:01 33:01 14:01 15:10 01:01 03:01 02:01 05:01
T34 01:01 24:02 18:01 35:01 11:01 11:01 03:01 03:01
T35 02:01 11:01 07:02 51:08 11:01 15:01 03:01 05:01
T36 2402 31:.01 35:01 55:01 08:01 14:01 04:01 05:01
T37 03:01 11:01 18:01 44:02 04:01 15:01 03:02 06:01
T38 03:02 24:02 35:01 52:01 04:01 11:01 03:01 03:02
T39 02:01 30:01 18:01 35:01 04:01 15:01 03:02 06:01
T40 01:02 29:01 35:01 37:.01 10:01 11:01 03:01 05:01
T41 01:02 68:01 08:01 51:01 03:01 15:01 02:01 06:01
T42 01:01 24:02 51:01 52.01 11:01 16:01 03:01 05:01
T43 03:01 29:01 07:02 51:01 10:01 15:01 05:01 06:02
T44 01:01 03:01 14:01 18:01 07:01 13:01 03:03 06:03
T45 11:01 29:01 07:02 55:01 04:01 10:01 03:05 05:01
T46 2402 30:01 2701 35:01 13:03 16:01 03:01 05:01
T47 02:50 24:02 46:01 51:01 08:01 09:01 03:03 04:01
T48 02:01 33:01 50:01 58:01 03:01 07:01 02:01 02:01
T49 02:50 24:02 35:01 39:01 08:01 16:01 04:01 05:01
T50 01:01 24:02 37:.01 50:01 10:01 11:01 03:01 05:01
T51 02:01 24:02 15:01 41:01 07:01 09:01 02:01 03:03
T52 02:01 11:01 51:07 52:01 04:01 15:01 03:02 06:01
T53 02:01 68:01 15:01 44:02 01:01 13:02 05:01 06:04
T54 03:01 24:02 38:01 44:02 04:01 14:01 03:02 05:01
T55 03:01 33:01 52:01 53:01 07:01 14:01 02:01 05:02
T56 24:03 30:01 13:01 40:01 07:01 15:01 02:01 06:01
T57 03:01 32:01 52:01 5808 04:01 13:08 03:01 06:04
T58 02:01 03:02 44:02 51:01 04:01 13:01 03:02 06:03
T59 26:01 68:01 08:01 49:01 03:01 11:01 02:01 03:01
T60 01:02 24:02 08:01 15:01 03:01 11:01 02:01 03:03
T61 01:02 30:01 13:01 35:01 01:01 07:01 02:01 05:01
T62 01:01 03:02 08:01 50:01 03:01 07:01 02:01 03:12
T63 24:02 66:01 41:01 51:01 04:01 07:01 02:01 03:01
T64 01:01 03:01 35:01 49:01 01:01 13:01 05:01 06:03
T65 02:01 23:01 49:01 50:01 15:01 15:01 06:02 06:02
T66 02:01 30:01 35:01 38:01 14:01 15:01 05:02 06:01
T68 26:01 34:02 35:01 44:02 04:01 07:01 02:01 03:01
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TABLA A1l. Continuacién

T69 02:01 03:01 13:01 18:01 07:01 11:01 02:01 03:01
T70 11:01 68:01 44:02 55:01 11:01 15:01 03:01 06:03
T71 03:01 11:01 07:02 51:01 04:01 15:01 03:01 06:02
T72 01:01 32:01 40:01 52:01 15:01 15:01 06:01 06:02
T73 02:01 32:01 41:01 50:01 03:02 14:01 04:01 05:01
T74 01:02 33:01 14:01 51:01 01:01 11:01 03:01 05:01
T75 02:01 30:01 35:01 35:01 11:01 11:01 03:01 03:01
T76 01:01 03:01 38:01 50:01 11:01 15:01 03:01 06:01
T77 01:01 32:01 41:01 44:02 03:01 04:01 02:01 03:02
T78 02:01 31:.01 14:01 35:01 01:01 11:01 03:01 05:01
T81 02:01 03:01 07:02 50:01 07:01 15:01 02:01 06:02
T82 03:01 32:01 18:09 35:10 01:01 11:01 03:01 05:01
T86 01:01 03:01 18:01 49:01 04:01 11:01 03:01 03:02
T87 02:01 26:01 50:01 52:01 03:01 11:01 02:01 03:01
T89 01:02 02:01 08:01 35:19 03:01 11:01 02:01 03:01
T90 32:01 69:01 55:01 55:01 03:01 15:01 02:01 05:01
T91 01:01 32:01 57.01 57.01 07:01 15:01 03:03 06:01
T92 01:01 02:01 49:01 51:06 09:01 15:01 03:03 06:02
T93 02:01 24:02 15:01 41:01 04:01 14:02 03:01 03:02
T94 11:01 24:02 50:01 52:01 04:01 07:01 02:01 03:01
T95 01:01 02:01 41:01 51:01 16:01 16:01 05:01 05:01
T97 01:01 03:01 13:01 18:01 11:01 14:01 03:01 05:02
T98 02:01 31:.01 52:01 54:01 04:01 15:01 04:01 06:01
T99 24:02 33:.01 38:01 44:02 13:01 13:03 03:07 06:02
T100 01:01 32:01 13:01 38:01 03:01 03:01 02:01 02:01
T102 02:50 02:50 15:24 41:01 12:01 13:05 03:07 03:07
T105 01:01 02:52 07:02 35:05 03:08 14:01 03:07 03:07
T110 01:01 68:01 18:01 41:01 08:01 11:01 02:01 04:01
T111 29:01 68:01 44:18 51:06 04:01 13:02 03:05 03:05
T112 30:01 32:.01 13:01 15:17 04:01 07:01 03:02 06:02
K1 02:52 03:01 53.01 44:02 03:01 11:01 02:01 03:01
K2 01:01 02:52 08:01 13:01 03:01 04:01 02:01 03:05
K3 02:01 02:52 49:01 51:01 10:01 13:01 05:01 06:03
K4 02:52 24:02 18:09 35:01 03:01 11:01 02:01 03:01
K5 03:01 24:02 35:01 58:01 03:01 04:01 02:01 03:02
K6 02:52 11:01 35:01 50:01 07:01 11:01 02:01 03:01
K7 13:01 23:01 07:24 18:01 11:01 15:01 03:01 06:02
K8 02:01 24:02 55:01 58:01 03:01 15:01 02:01 06:03
K9 02:50 26:01 08:01 51:01 03:01 16:01 02:02 05:01
K10 02:50 24:02 27:01 44:02 10:01 14:01 05:02 05:02
K11 02:61 30:01 07:02 35:01 11:01 13:01 03:01 06:03
K13 03:02 24:02 51:01 51:01 04:01 08:01 03:02 04:01
K14 02:01 11:01 35:01 44:10 01:01 07:01 02:01 05:01
K15 03:01 23:01 35:01 49:01 01:03 15:01 03:05 06:03
K16 02:50 30:01 13:01 44:02 04:01 07:01 03:01 03:05
K17 02:50 11:01 13:01 35:01 01:03 16:01 06:01 06:02
K18 02:52 11:01 35:27 40:01 01:02 15:01 06:02 06:02
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TABLA A1l. Continuacién

K19 03:01 32:01 35:01 44:02 11:01 11:01 03:01 03:01
K22 02:01 24:02 18:09 35:01 11:01 11:01 03:01 03:01
K24 01:01 01:02 35:01 35:27 03:01 13:02 02:01 06:04
K26 02:01 02:48 49:01 51:06 04:01 15:01 03:05 05:01
K29 02:48 24:02 18:01 58:01 03:01 07:01 02:01 02:01
K31 26:01 32:01 38:01 55:01 03:01 14:01 03:07 06:03
K33 24:02 33:01 18:01 58:01 03:02 04:01 03:02 06:04
K34 24:02 31:01 08:01 35:01 01:01 03:01 02:01 05:01
K35 01:02 02:01 50:01 50:01 07:01 13:05 02:01 03:01
K36 01:02 11:01 35:01 38:01 13:01 14:01 05:02 06:03
K37 26:01 32:01 49:01 55:01 11:01 14:01 03:01 05:02
K38 11:01 32:01 35:01 52:01 03:01 15:01 02:01 06:01
K39 02:01 33.01 50:01 58:01 03:01 14:01 02:01 05:02
K40 01:01 24:02 18:01 52:01 15:01 16:01 05:01 06:01
K41 24:02 26:01 38:01 55:01 01:01 04:01 03:07 05:02
K42 01:01 26:01 08:01 35:01 03:01 11:01 02:01 03:01
K44 01:01 02:52 35:01 51:01 11:01 14:01 03:01 05:02
K47 02:50 24:02 35:01 35:01 03:01 14:01 02:01 05:02
K49 03:01 23:01 44:02 49:01 03:01 11:01 02:01 03:01
K50 01:01 68:01 53.01 55:01 13:01 13:02 03:01 06:02
K51 02:50 24:03 35:01 51:01 04:01 13:01 03:02 06:02
K53 03:01 24:02 18:09 35:01 11:01 11:01 03:01 03:01
K54 03:01 24:02 50:01 51:01 04:01 08:01 04:01 04:01
K56 03:01 24:02 44:02 51:07 04:01 15:01 05:01 06:04
K57 24:02 26:01 38:01 52:01 04:01 15:01 03:05 06:01
K58 02:52 24:02 18:01 51:01 11:01 11:01 03:01 03:01
K59 02:01 26:01 35:01 38:01 11:01 13:01 03:01 06:02
K60 11:01 24:02 35:20 52:01 01:01 15:01 05:01 06:01
K62 02:01 03:01 35:01 51:01 01:01 04:15 03:01 05:01
K63 02:50 03:01 18:01 40:01 11:01 16:01 03:01 03:02
K64 03:01 32:01 07:02 18:01 11:01 15:01 03:01 06:02
K65 24:02 69:01 18:09 35:01 07:01 11:01 02:01 03:01
K66 02:01 24:02 40:15 49:01 13:02 16:01 03:02 06:01
K67 01:01 24:02 15:24 52:01 01:01 12:01 03:01 05:01
K68 01:01 31:01 08:01 54:01 03:01 04:01 02:01 04:01
K69 02:01 11:01 35:01 50:01 07:01 15:01 02:01 05:02
K70 02:01 26:01 08:01 41:01 03:01 04:01 02:01 02:01
K72 01:01 02:01 14:01 35:01 01:01 04:01 03:02 05:01
K73 01:01 03:01 35:01 53:01 03:01 11:01 02:01 03:01
K74 03:01 11:01 50:01 55:01 07:01 11:01 02:01 03:01
K75 02:01 02:61 15:17 51:01 04:01 13:02 03:02 06:04
K76 26:01 32:01 13:01 58:01 03:01 14:01 02:01 05:02
K78 02:01 11:01 35:01 51:01 01:01 11:01 03:01 05:01
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ANEXO 3
CURRICULUM VITAE

Formacion académica

Nombre: Diego Federico Rey Medrano
DNI: 72069990L

Fecha de Nacimiento: 28/06/1984

Nacionalidad: Espafia

Direccion de contacto: C/ Virtudes 22 2°B 28010 Madrid
Teléfono: 660 992 478

Correo electronico: dreymedrano@gmail.com

Situacion profesional actual

Organismo: Universidad Complutense — Centro de Transfusion de la Comunidad de
Madrid

Facultad, Escuela o Instituto: Medicina

Depto./Secc./Unidad estr.: Microbiologia I (Inmunologia)

Direccién postal: Avda. Complutense s/n 28040

Teléfono (indicar prefijo, nimero y extension): 91 301 7356
Fax: 91 301 7229
Correo electronico: diegoreymedrano@med.ucm.es

Especializacion (Codigos UNESCO): 2412.99 (Inmunogenética) 2409.03 (Genética de
las Poblaciones)

Categoria profesional: Becario predoctoral Fecha de inicio: octubre 2009
Situacion administrativa
[ ] Plantilla [] Contratado [ ] Interino <] Becario

[] Otras situaciones especificar:

Dedicacion A tiempo completo  [X]
A tiempo parcial []

Lineas de investigacion

Estudio de genética comparada de poblaciones mediante el uso del sistema HLA.
Descripcion y caracterizacion del polimorfismo y la estructura genética de los alelos
HLA.

Estudio evolutivo del sistema MHC (Complejo Principal de Histocompatibilidad)
mediante el estudio del polimorfismo de los locus MHC-G y MHC-DMB en diferentes
especies de primates (chimpancé, gorila, orangutan, macaco).

Relaciones filogenéticas entre Paseriformes; evolucion de su sistema MHC (principal de
histocompatibilidad).
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Formacion académica

Titulacion Superior Centro Fecha

Licenciado en CC. Bioldgicas | Universidad Complutense de Madrid | 2002-2008

Postgrado Centro Fecha

Postgrado en Ciencias

Universidad Complutense de Madrid | 2009-2011

Biomédicas
Actividades anteriores de caracter cientifico profesional
Puesto Institucion Fechas
Técnico de laboratorio | Ematos Vetlab, SRL 2008-2009

hematoldgico y bioquimico
Becario en préacticas (Beca

ARGO)
Becario de Colaboracién en | Universidad Complutense de Madrid | 2007-2008
Departamentos
Idiomas (R = regular, B = bien, C = correctamente)

Idioma Habla Lee Escribe
Inglés
Italiano C C
Francés

Participacion en proyectos de 1+D+i

Estudio epidemioldgico de los genes de obesidad e histocompatibilidad y
farmacogendémico HLA en Amerindios en Espafa: genes PC-1, PPARG2, apM1, y
HLA inmunosupresores y clasicos. Entidad financiadora: Fondo de Investigaciones
Sanitarias (FIS), Instituto de Salud Carlos Ill, 2015-2017. Investigador Principal:
Antonio Arnaiz Villena.

Genes de trasplante no clasicos (HLA-E, -F, -G, -DMB y MIC), y de obesidad en
Amerindios inmigrantes a Espafia: medicina preventiva, trasplante vy
farmacocinética. Entidad financiadora: Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS),
Instituto de Salud Carlos 111, 2012-2014. Investigador Principal: Antonio Arnaiz
Villena.

Genes de obesidad e histocompatibilidad no clasicos (HLA-E, -F, -G) MIC y HLA-
DMB en grupos Amerindios de América inmigrantes a Madrid: medicina
preventiva, trasplante y farmacocinética. Entidad financiadora: Fundacién Mutua
Madrilefia Automovilistica, 2012-2014. Investigador Principal: Antonio Arnaiz
Villena.
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Publicaciones o0 Documentos Cientifico-Técnicos

A.- Articulos publicados en Revistas Internacionales y Nacionales

1.- Arnaiz-Villena A, Areces C, Enriquez-de-Salamanca M, Abd-El-Fatah-Khalil S, Marco J, Mufiiz E,
Fernandez-Honrado M, Martin-Villa M, Rey D. Pacific Islanders and Amerindian relatedness according
to HLA autosomal genes. Internacional Journal of Modern Anthropology, 7:44-67, 2014,

2.- Arnaiz-Villena A, Ruiz-del-Valle V, Gomez-Prieto P, Rey D, Enriquez-de-Salamanca M, Marco J,
Mufiz E, Martin-Villa M, Areces C. Carduelini New Sistematics: Crimson-winged Finch (Rodhopechys
sanguineus) is included in “Arid-Zone” Carduelini Finches by Mitocondrial DNA Phylogeny. The Open
Ornithology Journal, 7:55-62, 2014.

3.- Arnaiz-Villena A, Vargas-Alarcén G, Areces C, Enriquez-de-Salamanca M, Abd-El-Fatah-Khalil S,
Fernandez-Honrado M, Marco J, Martin-Villa JM , Rey D. Mixtec Mexican Amerindians: an HLA alleles
study for America peopling, pharmacogenomics and transplantation. Immunological Investigations,
43(8):738-755, 2014.

4.- Rey D, Amirzargar A, Areces C, Enriquez-de-Salamanca M, Marco J, Abd-El-Fatah-Khalil S,
Fernandez-Honrado M, Mufiz E, Martin-Villa JM, Arnaiz-Villena A. Gorgan (Turkmen in Iran) HLA
genetics: transplantation, pharmacogenomics and anthropology. Immunological Investigations, 44(1):
88-100, 2014.

5.- Rey D, Areces C, Alonso-Rubio J, Enriquez-de-Salamanca M, Abd-El-Fatah-Khalil S, Bendikuze N,
Fernandez-Honrado M, Barbolla L, Martin-Villa JM, Arnaiz-Villena A. HLA in Georgians (Caucasus)
and their relationship with Eastern Mediterraneans. Molecular Biology Reports, 40(10):5523-5530,
2013.

6.- Rey D, Parga-Lozano C, Moscoso J, Areces C, Enriquez-de-Salamanca M, Fernandez-Honrado M,
Abd-El-Fatah-Khalil S, Alonso-Rubio J, Arnaiz-Villena A. HLA genetic profile Mapuche (Araucanian)
Amerindians from Chile. Molecular Biology Reports, 40(7): 4257-4267, 2013.

7.- Arnaiz-Villena A, Enriquez-de-Salamanca M, Areces C, Abd-El-Fatah Khalil S, Fernandez-Honrado
M, Rey D. HLA-G*01:05N null allele in Mayans (Guatemala) and Uros (Titikaka Lake, Peru): evolution
and population genetics. Human Immunology, 74(4): 478-482, 2013.

8.- Arnaiz-Villena A, Rey D, Enriquez-de-Salamanca M, Abd-El-Fatah Khalil S, Arribas I, Coca C,
Fernandez-Honrado M, Algora M, Areces C. Amerindians show association of obesity with adiponectin
gene SNP45 and SNP276: population genetics of a food intake and ““thrifty”” gene. Molecular Biology
Reports, 40(2): 1819-1826, 2013.

9.- Arnaiz-Villena A, Areces C, Enriquez-de-Salamanca M, Abd-El-Fatah Khalil S, Arribas I, Coca C,
Fernandez-Honrado M, Algora M, Rey D. Amerindians show no association of PPAR-)2 gene Alal2
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1774, 2013.
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Three different North American Siskin/Goldfinch evolutionary radiations (Genus Carduelis): Pine Siskin
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11.-Rey D, Areces C, Enriquez-de-Salamanca M, Parga-Lozano C, Abd-El-Fatah S, Ferndndez M,
Arnaiz-Villena A. Los primeros pobladores de América y sus relaciones con las poblaciones del Océano
Pacifico segun los genes HLA. Inmunologia, 31:83-91, 2012.

12.-Arnaiz-Villena A, Rey D. Iberian-Tartessian scripts/graffiti in Iruna-Veleia (Basque Country, North
Spain): findings in both Iberia and Canary Islands-Africa. International Journal of Modern
Anthropology, 1(5): 24-38, 2012.

13.-Rey D, Fernandez-Honrado M, Areces C, Algora M, Abd-El-Fatah S, Enriquez-de-Salamanca M,
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2012.
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Internacionales:

— 28™ European Immunogenetics and Histocompatibility Conference "From genes to therapy".
Stockholm, Sweden, June 25"-28", 2014,
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- 5”‘thNorth American Ornithological Conference (NAOC-V). Vancouver, Canada, August 14"-
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— COS/AQU/SCO 2010 Joint Meeting (80™ annual meeting of the Cooper Society, 128" stated
meeting of the American Ornithologists’ Union, and the 28" annual meeting of the Society of
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20", 2009

— X Congreso de la Asociacion Latinoamericana de Antropologia Bioldgica (ALAB). La Plata,
Argentina, October 20™-23", 2008.

Nacionales:

— XXII Congreso Espafiol de Ornitologia. Madrid, 6-9 Diciembre 2015.
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Julio 2008

Febrero 2008

Julio 2007

Curso. EndNote Web. Biblioteca de la Facultad de Medicina,
Universidad Complutense de Madrid. 3 horas

Curso. Pubmed. Biblioteca de la Facultad de Medicina, Universidad
Complutense de Madrid. 3 horas

Seminario. Origen, Diversidad y Mestizaje de las Poblaciones
Humanas desde el punto de vista molecular. Facultad de Biologia,
Universidad Complutense de Madrid. 5 horas

Curso. La antropologia fisica del siglo XXI, una ciencia sin fronteras.
Universidad Complutense de Madrid. 30 horas

Seminario. La Policia Cientifica del siglo XXI en el marco europeo.
Universidad Internacional de Menéndez Pelayo. 30 horas

Curso. Introduccion a la Genealogia Molecular. Laboratorio de
Genética Forense y Genética de las Poblaciones de la Universidad
Complutense de Madrid y Servicio de Genealogia Molecular
SIGENIab. Madrid. 6 horas

Seminario. Los primeros humanos en el viejo continente y la
revolucion faunistica del Plioceno al Pleistoceno. Universidad
Internacional Menéndez Pelayo. Santander. 15 horas

Experiencia en organizacion de actividades 1+D+i

Agosto 2010

Organizacién del Seminario titulado “El Origen de los Vascos” en el
ambito de los Cursos de Verano de la Universidad Complutense de
Madrid

Otros méritos o aclaraciones que se desee hacer constar

BECAS RECIBIDAS

2011-2015
2009-2011

2008-2009

2007-2008

Beca predoctoral UCM-FPI

Beca de la Fundacion Mutua Madrilefia Automovilistica con cargo a
proyecto "Historia poblacional de los genes anti-stress y ahorradores
de energia: su importancia en la patogenia de la diabetes y del
sindrome metabolico”

Beca ARGO concedida por el Ministerio de Educacion y el Programa
Europeo de Movilidad Leonardo da Vinci

Beca de Colaboracion en Departamentos concedida por la Universidad
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Complutense de Madrid

2005-2006 Beca ERASMUS concedida por la Union Europea y el Ministerio de
Educacion

2000-2001 Beca de la Fundacién Marcelino Botin para la realizacion del Curso
de Creacion Literaria

EXPERIENCIA DOCENTE

2012-2015 Colaborador en tareas docentes del Departamento de Microbiologia |
(Inmunologia) de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid en docencia practica y seminarios prestando
servicio a diferentes asignaturas de inmunologia de las licenciaturas y
grados de Biologia, Farmacia y Medicina y del master de Inmunologia
(con acreditacion)

2010-2012 Colaborador Honorifico del Departamento de Microbiologia |
(Inmunologia) de la Facultad de Medicina de la Universidad
Complutense de Madrid en docencia préctica prestando servicio a
diferentes asignaturas de inmunologia de las licenciaturas de Biologia,
Farmacia, Medicina y Bioguimica (con acreditaciones)

ESTANCIAS EN EL EXTRANJERO

2005-2006 Estancia en la Universita degli Studi di Roma Tor Vergata (programa
ERASMUS)

ASISTENCIA A CONGRESOS

— 1 Congreso Ibérico de Sistematica Animal. Madrid, 17-19 Enero 2012.

— 111 Congreso de la Sociedad Espafiola de Biologia Evolutiva (SESBE). Madrid, 21-25
Noviembre 2011.

— XXXVI Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Inmunologia. Pamplona, 8-11
Junio 2011.

— 25" European Immunogenetics and Histocompatibility Conference. Prague, Czech
Republic, May 4™-7" 2011.

— XXXV Congreso de la Sociedad Espafiola de Inmunologia. San Sebastian, 23-26
Junio 2010.
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ANEXO 4
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Abstract HLA-A, -B, -DQBI, and -DRBI typing has been
performed in a sample of Georgian population (South Cau-
casus). Allele frequencies, neighbour joining and correspon-
dence relatedness analyses and extended HLA haplotypes
have been obtained with comparison with other Middle East
and Mediterranean populations. Our Georgian sample tends to
be genetically related in these analyses with Eastern Medi-
terraneans and Middle East people. This is important for
future regional transplant programs, and Georgian HLA and
disease epidemiology and pharmacogenomics.

Keywords Caucasians - Georgians - Greeks - HLA -«—
Pharmacogenomics -JPopulation genetics

Introduction

Southern Caucasus Georgian Republic includes South
Ossetia and the main Caucasus Pass is placed between
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North and South Ossetia. In addition, inside Georgia two
Republics there exist: Abkhazia and Adjara. Georgian
capital (Tbilisi) has a big number of Chechen and Kurd
inhabitants. Eastern Georgia has been named Iberia since
antiquity and Black Sea part was identified as Cholchid
(The Golden Fleece and Medea mythological placement)
[1-4].

Georgia is related with Mesopotamian (Anatolian) his-
tory in ancient times [1]. It is believed that Assyrians and
Hittites took shelter in Georgia by 1200 Bc and mixed with
autochthonous Caucasus population [4]. After 730 ap
Scythians and Cimmerians coming from North went
through Georgia and many people fled to highlands [1].
Later the main Iberian tribes Tibal and Mushki formed
Georgian population nucleus, in spite of war with southern
tribes coming from ancient Urartu (Armenians). Alexander
the Great did not invade Georgia, but Romans did it in 1st
century AD after defeating Iberians (Fig. 1) [1, 2]. Romans
stayed for 300 years and St. Nino christianized Eastern
part, Kartli/Iberia, but not the western Georgian part.
Arabs invaded Georgia in 645 aD but left it going with its
culture and Christian Orthodox religion. Later Bragations
dynasty held power of Eastern Georgia until Russia
annexed Georgia in 1801 ap. Several Turks and Iranians
invasions have run over Georgia in different times. North
and South Ossetians are descents of Alans [4] and speak
an Iranian language (Fig. 1). Georgia was independent
from Russia between 1918 and 1921. Stalin was born
in Gora (Georgia) and brought Georgia under Russia rule
[1-4].

The Georgian language is close to the Dene-Caucasian
and Basque languages [5-8]. In fact, the Georgians name
their country, Georgia, Sakartvelo (in Basque language
saka = hollow, art = between and velo = summit), which
describes perfectly Georgian orography.
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Gorgan (Turkmen in Iran) HLA genetics:
transplantation, pharmacogenomics
and anthropology
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HLA class I and II alleles have been studied in a population from Gorgan (North East
Iranian city bordering Turkmenistan). This population is composed of mainly Turkmen
who speak Oghuz Turkish language. Comparison of Gorgan people HLA profile has
been carried out with about 7984 HLA chromosomes from other worldwide populations;
extended haplotypes and three dimension genetic distances have been calculated by
using neighbor-joining and correspondence relatedness analyses. Most frequent
extended HLA haplotypes show a Siberian/Mediterranean admixture and closest
populations are Chuvashians (North Caspian Sea, Russia) and other geographically
close populations like Siberian Mansi, Buryats and other Iranians. New extended HLA
haplotypes have been found, such as: A*31:01-B*35:01-DRB1*15:01-DQB1*03:01,
A*01:01-B*35:01-DRB1*03:01-DQB1*02:01. Relationships of Turkmen with Kurgan
(Gorgan) archaeological mounds, Scythians and Sarmatians are discussed. This study
is also useful for a future transplantation Gorgan waiting list, Gorgan HLA and disease
epidemiology and HLA pharmacogenomics.

Keywords Anthropology, Asian, Gorgan, HLA, Iran, Kurgan, Mediterranean,
pharmacogenomics, Turkmen

INTRODUCTION

The HLA system is the most polymorphic genetic system described in humans
and consists of several closely linked loci. The strength of the multiallelic
HLA system to single out individuals for paternity testing has been shown
to be greater than the additive strength of many other polymorphic enzymes
and blood group systems. The discovery of new loci and the presently available
DNA typing and sequencing of new alleles have dramatically increased the
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