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1.- EL COMPLEJO MAYOR DE HISTOCOMPATIBILIDAD

1.1.— CONCEPTO

El sistema inmune de la persona que recibe un
transplante cde tejido solido reconoce como ext amas ciertas
moléculas presentes en las celulas injerfadas v ataca vy
destruve dichas ceélulas del mismo modo Qque lo haria con
pacterias u otros agentes extranos.

{as moléculas que se reconocen coma extrafas se

denominan ANTIGENOS DE HISTOCOMPATIBILIDAD o antigenos de

transplante, Yy proporcic .an 'a los tejidos de cada individuo
su propia identidad bioquimica. Estcs antigencs cde
histocompatibi®idad son antigenos de membrana que estan
codificados por un grupo de genes, estrechamente ligados
entre si, ocupando aproximadamente un segmento de .4
centimorgans (medida de recombinacién geénica, Qque alude.a
una frecuencia de wun 1% en la recombinacién) en el brazo
corto del cromosoma & (Mc Breen ; cols., 19773 Breuning ¥y
cols., 1977). Este grupo de genes cnnsfituye el Complejo
Mayor de Histocnﬁpatib%lidad (MHC ¢ CMH); a su ver sion
humana se le ha denominado SISTEMA HLA (Human Leucocyte
Antigen Group A) Yy Su conocimiento ha permitida wuna
aplicacion ¢linica directa en el emparejamiento de tejidos

y 6rganos pare la cirugia del transplante, asi como g3ra




reducir la reaccion ‘inmuﬂmlogica del receptor contra el
injerto.

No obstante, aun cuando en un principio el interes
por estas moléculas de la superficie celular partiera de su
papel en el rechazo del transplante, cabia pensar gue esta
no puede ser su funcion bicldgice normal, Vya que en la
naturaleza no se da el trasplante de tejidos entre
individuos. En realiidad, su funcion biolégi~3 es discernir
entre lo propio y lo extraro, para informar eventualmente
al sistema defensivo de la entrada de agentes
potencialmente patdgenos e imiciar en consecuencia una
respuesta inmunologica; dentro dJde este contexto puede
incluirse el trasplante de tejidos comc  la introduccién de

material biolégico extrafo dentro de un organismo.

1.2.- RECUERDO HISTORICO

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) fue
descrito por primera vez en el raton, como la region del
genoma MUrino que contenia los genes Que determinaban el
rechazo de aloinjertos (Gorer 1936a). Mas tarde fué mapeado
en el cromosoma 17 del raton (Gorer, Lyman Yy Snell, 1948).
De forma analoca se ha ido descubriendo en todas las
especies de-mamiferDS estudiadas hasta ahora.

El desﬁubrimiento de los antigenos eritrocitarios de
los sistemas AB@ (Landsteiner, 19@@) y Rh hizo posible :a

realizacion del primer- tipo de trasplante en seres humanos:
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la Eﬁgnstuslan sapqu;néﬁ. No obstante, este descubrimiento
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no resolvio al.prnbf&ma1 plqntdéﬂp par‘los transplantes de

e \s b
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tejidos sédlidos. L N :
.b'l.*. '- cq' ” & -

-

En efecto, cuand5'§a'ﬁi?hsg*antaba un trozo de piel
Paat 0
b e 2 iy

*
o un 6rgano de una persona a otra, el injerto no seolia .

sobrevivir. Al cabo de una semana aproximadamente,
tejido transplantado se inflamaba y poco despues mdéﬁg Y
desprendi :

ios primerns estudios realizados sobre el mle

de rechazo de tumores en re*ton los 11ev¢rnn,a‘cahn fgtznrf
(19@9) y Little (1914) y supuszeron los pr;merus gaﬁbs que
hicieron posible el posterior déscubrimlantucq;l

mayor de hzstocumpatlbllldad (CMH) Yy su piﬁdl

puesta inmune. Estos estudios devwostraron la xmportan:iaxﬂg

las diferencias genéticas a este nivel

receptor en el resul tado de los injertos-fLittle y-Ty

1916) .
Haldane, en 1933, descubrio que_l' 
tumores no dependia de antigenos especifzco‘

sino, de antigenos alogénicos, qun-qitaban bres.ntni

en los tejidos normales comu en los neopldsicos.

que estos antigenos, pudian G sér
1dent1f1cados por Landsteiner (1951) en los hgm@tiuﬁ

En base a estos descubr;mzentos.‘“
xdentzfzcadés por Gorar y su equipo del Lister In&titute f

Preventive 'Hudigiﬁ& ( 936a) cuatro qrupas sanqu'




eritrocitos de ratones singénicos a-los .ue llaméd: I, II,
111 v 1IV. (Gorer, 1936a, 1936b vy 1937). La utilizacion de_
estas cepas singénicas ha sido fundamental pafa el estudio
del CMH murinc y humano, ya que lo- “ntigénos HLA tienen
muchas variantes genéticas vy es .extrem‘damente dif;:il‘;
investigar su naturaleza mol-cular feﬁ; »pnblacinnli;.
heterogéneas, tal como ocurre en el hombre. Estas capas 5!
producen y mantienen por cruzamxentos endoflmxcos a tra

géé Jrﬁ@n-racinnes hermano-hermana (compaﬁgros en

. Al cabo de veih£¥ - :

':Qiriaﬁiiidad genética eancre ”los'rﬁtonQEJ.

'minxmo y la progenie puede ser can;‘

:homo:;qota en préctz:amente todos ;ns IUCu

fdimostrar por la supervivencia de »

:freaixzcaas entre ellos. Por ello, 1ns,ditos fun

: sobre e:tos ant;qenos
!i-ctuados en estas cepas murinas.

”HI“funcxunales que no pueden hacerse

ﬁ*actxbles en los€'ratones. Tales son

-to‘él(siltema'ac amt;genos do hxstocuﬂﬁltxbxlidad;

tnm&ndose éste en muchas {act;iqnes c
refcrencxa para ol astudxo dgl sistlia-HLA.
. ‘Mas tarde, v cnntxnuando con sus h.stud;os %uhrc'
grupos sanguineos, Gor!r demdstrd“la_inpartancidﬁdig: q

11 en ‘tl rechazo de injertos tumoralij;  Fpri'




transplantéd tumores procedentes de wuna cepa Il posiiiva a
la descendencia de un retrocruzamiento entre cepas 11

positivas y I1 negativas.

£l resultado fue que los animales negativos ;55

-~

rechang;n el tumor procedente de la hcep& positiva g+
produﬁién-anticuefpos que no eran espnc.rzcos del tumqg;
sino que reacc;onaban con todos los tgj;d 'id:

%de donde se ohtuvo el tunor, inclusi

: lrit_‘catas‘ _que portaban el ant;geno 11. Los

Estas mhsultados sugirxeron a Gorer

[Bimostro el caracter inmuﬂnlaqx

th-tas entre 1nd1v1duos nn :

_1943; Medanar, 1944).

La nlturaltza celular de ia_rg&puﬁgta'inmunszn el

1962, Gouuhs




producciﬁh ye anticuerpos anti-injerto era probablemente
secundaria a la destruccidn celular del tumor.

La denominaciéon de estos antigenos responsables del
rechazo o aceptacién del tumor como antigencs de histo-
Compatlbllldad y de los genes que los codifican como qenél
de histocompatibilidad fué acufada por Snell (1948). Estas
antiqenos estan presantes en la mayoria de los tcjxdul y‘m.
dxfmﬁren de unos xnd;vxduos a otros dnntrn de 11 u&agﬂ

{de aqui la denomzna:16n3 e Qloant;gnnnsr.

Lds : antigenus

;alular capac.u de prnvocar q

‘”}ns mecan1smns de 1nt¢racc1dn cclular de.

“uué‘ otrns,- 10 e




sorer denomino a los antigenos y genes de
histocompatibiliqad murinos H-2, haciendo el 2 referencia a
su Numero Ge grupo sanguineo.

Counce Yy colaboradores (1956) dividieron los locus

que codifican los antigenos de histocompatibilidad en: a)

“mayores", cuya 1nccmpat1b111dad Ctauca el rtp1do rechazo de-‘f

injertos vy, b)“ ' penores' que son aquel;os que no 10 5~

préuu;qn. S6lo se califico como hayof éﬁ'éi ratdn; qqu’

,que fue denominado con anterioridad locus H—Z,. i
eran var.u::s5

e

ztermxnb por 1lamarle "complejo H-2".

Snell (1958) obtuvo una herramxentn de gran uﬁ&li@aﬁf
&

n gl estud;o del sistema H-2, las repas cung,

Aproxlmadamente veinte anos
:ﬁitcubrxmlunto del sxstema H-2, se dtsc)brxo:
humana"ég' ant;qenns leucocitarlos, sxstnma HLA o compl Ju f
: mayﬁr de histucompatxbxlldad dll humbre.‘fél”
: 31qcﬂ%icu¢rpos leucocitarios en el suero lde
:pol1transfundidos, que desarrollaban feacciﬁais
{Dausset, 1954; Miescher y Fauconnet, 1954), asi cnmo in el
de mujéres embarazadas que producian anticuerpas cnntra
alo;ntiqnna; del padre presentes en 21 feto (anfﬂood y!;_
.&ols.; 195é; Payne y Rolfs, 1958). Estus- aﬁ§3sueros

reaccionan con células procedentes de unos individuos, psro




no con las de otros, dentro de la misma especie, lo que
hacia suponer que reconocen estructuras alélicas.

En el homtre el descubrimiento del sistema HLA ha
sido muv imporcante por su papel en el rechazo de injert
y en la suscetibilidad a détarminadas enfermedadas;.adem
cse ha convertido en un instrumento muy util en estqdid&
antronologicos, epidemiolégicos y Medicina Forinle. 7
alqdpos de los hitos mas interesantes.

A pesar del reconocimiento general -
impartantes haliazgos iniciales, no _sﬁ prodqjirdn'yk
signi f icativos en toda esta serie de estudios hasta ‘qup_pal
aplicaron metodos estadisticos para el an&lxsis dof'l
fegultadus seralégicos obtenidos (Van Rood, 1963)1

. enfrenta el suero de mujgées emba}qzadaw
é;b;;idad 1oucnaqlut1nante, a un panel

*iujétui sanos; aplicando métodos estadxsticoa y.t‘jf'b
'confingencia 2 N2 snbre los factores de rea:dibn je .
suero, se &Omunité la exzstencia de un s;st.ﬂa

‘al que denomint gQrupo 4, cnmpuesto de dos alelost

que. se heredan de farma autusbmzca domznant!‘ h

1963). De este nodn Il describia cl primer sisteﬁg de

grupos leucocitarios.

E1 mayor estimulo para el estudxe dc estas ant;gcnos‘w

J-',

leucocitafios partio d@:l; qr:n lmpnrtancia que cohriru“

los tranlplantos de argancs, fundamentalmente de ri&bn.

Yan ﬂood‘nbservo que la supervxvencia del'transplant& renil-




entre Qemelos univitelinos era superior a la presentada por
el transplante entre sujetos que no lo eran, atribuyendo
éste hecro a la identidad de antigenos leucocitarios los
gemelos. De este modo, este autor llegd a la conclg?iqﬁ-ﬂé
que los antigenos leucocitarios guardaban una absaluﬁ&
identidad con los antigengs de transplante; eran un;zﬁilé;
co%a.
Algo mas tarde se defini® un:'sistemg alilicd&'
tigenus al que se dendmind LA (L de leucocito y A
ant;genn)(Payne, 1964) . Cnnitl dl;cub;imiaﬁidt
hﬁev,. antxgenos en relacion con‘los grupos 4 y LA@ ;
de manifxesto que estos antigenos, pertenecen,{
controladas por  locus est;;chamente re1§
denominadoé en la actualidad locus A y B, rosﬁect;vam
En ur. priﬁcipiu, estos ant;qencs se
salo sistema denominado Hu-1 (Bach y Amas,
nts tarde como HL A (Human Leucocyte Antigun E_au
En la época actual todas
al slstemc HLA y su relac16n con transplante,
etc., se anallzaﬁ en reunxones 1nternacxonaxts
hiftoc-dﬁhétibilidad‘ que se donomnan I.H.W. t:ntc‘
Histocompatibility Norkshqp}. v La primera
reuniones se celebré en 1.964, bajo la direcciéh'ﬁé hmgl @ﬁr
Durham (Carolina del Norﬁe). b?sde eﬁtnncgs yJiqpﬁLMH

periodicidad variable se han celebrado diez rcubﬁghgg, IY“

esta en marcha la undécima, a celebrar en' Japén ent




Noviembre de 1991. En cada una de elias se han unificado
criterios y nomenclaturas tras contrastar los trabajos
reaiizados por diferentes laboratorios siguiendo la misma
metdédica. Han servido también para el intercambio de
antisueros y células homocigotas precisas para las tecnicas-
de tipaie, asi como para la clasificacion y accpt;ciéﬁ
definitiva de una serie de antigenos, aceptandose otrdl;de:
formh pravisxanal _ ‘

Tras esta primera reunion, la segunda se :a?;b;ﬁ5

 baJo la direcci6on de Van Rqod b4 li*-tercgr

1 972 y dlrmgldos por Terasakx y Dausset, resp cti

se determina Jue ul cortrol ' de ﬁilas' princxpilol
4is§u;ificidades seroldgicas es efectﬁado par das
ligados entre si: 'HLA—A y HLA-B. Tamb1én se descrihn lg?”

distr;bucxén general de los antigenos en qrandes grupos dc

TapmbiaciOn.

o

En el 62 I H. .W., organizado par”K;ssm.y.r_N e1"nuv‘“
(1975), se aclara 1a definicion serulégicaldnl tercerutnéus
(165“5 C)» °“Va e“iﬁt'n51ﬂ fue DrObada “medlante 1a técnica.,b

“Cappxng . basada en la mov111dad de laifprxtiinas en laﬂ

membrana lipidica. En este nuevo locus fueron d.fxnxdasr"

ocho espec1f1c1dades antlgénxcas, denﬁminadaé*HLA-Cquhasta_i

HLA-CwB. Asimismn, fue 1d¢nt1f1cadu mediante CultLvo ﬂiitu.__




Linfocitario (CML) un cuarto locus denominado locus D,
describiéndose su asociacion a determinadas enfermedades.
Se sospechaba la existencia de un quinto locus, pero
no pudo definirse hasta el perfeccionamiento de las
técnicas de separacion de linfo:itos B, basadas en sC .

capacidad de adherencia al nylon, O bien,mediante un

gradlenta de densidad. De este modo, en nl 7% 1. H.H..gil

{1 §77), se recono~ieron siete ant;genos del lacus DR, asi

‘3d¢nom1nado por su relacién con el locus D (ant;QUnas "Qr&p*{!”

.lited“), ya que sus alelos se encuentran sztuada! !n l“Q;L'

regién D/DR del MHL. En esta reunién vy en la llgultﬂtl
(196897) organizada por Terasaki, se es.gble;x.roq
relaciones existentes entre determinados 'antig!ﬁds.fé;}
locus DR v algunas enfermedades, que, con nntlrioridyd,~
habian considerado asociadas a ant;qeﬂos de otros‘}o:i."

En aRos posteriores se reconocieron otros SLIt'Q?i‘l

de aloantigenos de células B, denominados Sistemg"ﬂIIQ;ﬁs

de significacid¢n mal conocidi.

Bajo la direccién de Albert se celebrd en 1984 di 99
I.H.W. En él se afadieron nuevos alelos a la lista de fﬂ@ia
algunos de los cuales fueron prev;amente cnnsideradés“ omo.
perteneci.q}ee al 5ist¢ma MT; por otra parte, el retto d‘
antiger.os dil sistema MT vy el sistema MB fueron 1ntugradq:
en el sistqma iHLA*DG, y el pr;mit;vo grupa SB fue

identificado como DP. As;mlsmo, aumentd el numero dé.i

especificidaﬂés caracterizadas en la serie D, observando
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que se encuentran asociadas a especificidades DR; de esta
forma se configura el locus D/DR. En esta reunidn tambieén
se reviso Y modificéd 1la nomenclatura de algunas
especificidades HLA, clasificandose con cardcter definitivo
algunas especificidades incluidas de forma provisional con
anterxor;dad, y dividiéndose otras en gplits (se llama
split 'a todo aquel alelo o especxfxcldad unica que, débidp
a méjuras tecnolég;cas, es leldldO con el txempo en  dos °L.  

mas variantes aléllcas).

tn 1.987 se ce1ebra el 109 I.H.W. en Nueva YDl.‘rjk"'r

d1r1g1do pnr Dupont. -En él se han an}uzdo can car
definitivo antigenos c1a51f1cados hasta entances da
provisiqnal,'se han afadide nuevas especlfxcxdades y se
establecido nuevos splits. Asimismo, 5E~h§9 gutgiugl
bases de una nueva nomenclatura mas ”ééafdﬁii;‘ﬁ
recientes q;11azqos en el campo HLA, e
considerablémente en el perfec:innamieﬁ
técnicas de "tlpaje" como son el lsaele:trannfdﬁun
moléculas de Glase'!g tipaje gentmico para lés de 5
y técnicas de clnnos de células T para ambas. |

En novmembre del presente afio 1 991 esta previﬁta la

celebracion del XI I.H.w.. en el cual se pr-vau :un'”

importante avance en la puesta a punto del tibdjé qen@mico.3-

por ampl:fxcaczon génxca e hibridacién con oliqonucleétiﬂb§ 

como método rutinario de tipcje HLA.




ESTRUCTURA MOLECULAR

1.3.1.- Estructura de Clase I
(Figura [-1)

Las moléculas de clase I (HLA-A, B, ¥y C en humanﬁs)
son glicoproteinas de superficiq que estan ccmpuestag par
dos cadenas polipeptidicas unidas de forma no covaleng¢; 
una pesada a Yy otra ligera, identificada como la ”a;'
microglobulina con pesos moleculares -dlﬂj45.'%y
Kilbdaltans, respectivamente (Vitteta vy Capra, 1?73).
ectructura fue deducida a partir:'de la secuenﬁia

aminodcidos de' ambas cadenas (Orr y cols, 197?}

cols., 1972,.

Ei'geﬁ que codifica la cadena pesada seﬁﬁ#}la‘eﬁ el

locus HLA. Por contra, la B—2—micrngldbulinihno es una
molécula HLA, pues esta cadlficada por&'ﬁn_ﬁéﬁﬁéito qh}T.
cromosoma 15 en humanos (Becker y Reeke, 1985) y en el
ratones (Robinson, 1981). S1n ;mbarga su unzdﬁ-

cadena pesada resulta imprescindible para QUQ esta_”g

expresarse.

Cadena pesada
La estructura de la cadena pesada puede ser dividi

por su funcion Yy relacién con 1la membrana eﬁ tré;'part-
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Fi -1 y 1-

Esquema de la estructura de l_ég moléculas
lase I y de clase II (explicacion en el texto).

gl




ESTRUCTURA DE LOS
ANTIGENOS HLA
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{Strominger Y cols., 1980): una zona hidrafila
extracelular, una porcion hidréfoba gque se inserta en la
membrana y una cola hidrofila en su extremo carboxiterminal

.

que penetra dentro del citoplasma.

as— Region intracitoplasmica

. Esta formada por treinta residuos de

aminoacidos, con alto contenido en aminodcidos polares

(50%). Tiene caracter hidrofilico y en ella se localiza el j:

carboxilo terminal de la molécula (Springer Yy Strominger,r'

19763 Lopez de Castro y cols., 1979).

b.- Region transmembrana:

Es un fragmento altamente hidrofabico con una

longitud aproximada de cuarenta residuos de aminuécidus'cnﬁ

.;canfiguracian en a-hélice. Este segmentd atraviesa la doﬁie
capa lipidica y es el responsable del anclaje del antigeno
a la superficie celular (Springer y Strominger, 1976) .
Puede acilarse a través de un residuo de cisteina (Kauf fman

y cols., 1984). "

c.- Regién extracelular:

Se trata de una porcion soluble en agua de

37.000 dalton de pesc molecular. Este fragmento contiene el

residuo N-terminal, y es el r-spcnéhble de las propiedades
1]




antigénicas y serologicas de la molécula (Nathenson ¥y
-

Culien, 1974).

: Esta regids: esta formada por tres dominios
estructurales (Lew y ce' ., :986): al, a2 y a3, de unos
noventa aminoacidos de longitud. Estos dominios son la
estructura basica del CM', siendo el a3 el més'préxiﬁofhllg
membrana y el al ef mas externo. De ellos el a2 vy _.1_§§  

presentan un puente dis.tfuro colocado centralmente qua une

dos residuos de cisteina, separados por unos sesenta

aminodcidos, lo que les confiere una gran camp,gtibilid.&¢

En el dominio a2 existen cadenas de hidkétéswﬂae _;Fﬁénﬂu-

El dominio a3 es homologo a otros Vﬁieybro; m

superfamiliazde las inmuroglobulinas; no lo so@,#:ﬁ

los dominios al y a2. S
La cadena pesada €s la reépon:@ﬁle.fé.

polimorfismo genético a traves de variaciéﬁé#f'ini

secuencia de aminoadcidos de i0s doﬁinios .

variaciones no

en cuatro regiones diferentes (Lé: ez de Casfro _fj:d‘ig

1982). A su vez, estas diferercias en la'?géé'

presentes

una misma especiz

capacidar yue tienen estas molécu'as de detectar antiq;hdi

extrathce al organismo, Y entre ellos, antigéhos{ HL?

i

diferentes, frente a los cuales se organizara una

respuesta; ademas, estas zonas de variabilicad son Qibs{

15
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lugares de reconocimiento para CTL. El dominio a3 es'
practicamente irrelzvante para estas funciones °‘(LOpez de

castro y cols., 1985). Se han desarrollado técnicas de

mutagénesis dirigida que han ayudado a profundizar en al_,

‘e

conocimiento de la relacion estructur‘-funcxdn de it;m
moléculas (Taketani y cols., 1964).
Mediante estudios d2 unidn

pracedentes de moléculas de Clase

?Nathnson, ;9“

Re&ientad@nti se ha cristalizado I

HLA-AZ y analxzado su estructura por difr;

(8jorkman y cols., 1987a)(Figura 1:2)- qﬂhf‘

los primeros 45-50 res;duos de cada uno de_

y az forman 4 bandas B3 las nrxmoras blndas de

1bs dominios son antxparalelas ¥ fue*temente

purntns de hxdrOQeno de forma que Qntre todas

L) confcrmaria una especie de plataform..

é#sta se situarian dos afhelices, cada una

ultimos 48 residuos dercada dominin.

como une ﬁEna-uura o "gruta canformada entre fha ao:
hélices que astr--a cerrada por debaJo por las parczonés
bandas B ﬁue pasan bajo las hélices, a modo de suelo.
Dr*fko de esta hendidura se c>locaria el antigeno que va.a
36! ﬁresentado. Practicamente todos los ‘résiduos

polimérficos de HLA-AZ se situan en el suelu o en la




Arriba: RepresentaCLQn
tica de. los cuatro dominios extracnlai,;
fa  HLA-A2; en su parte inferior se situa
sxmilaras a los de 1nmunoglobu11nq -
y en“la superior, los ﬂqs
quedando entr: istot

TﬂLQ-AZ, campuest 'par los dominins

 ;dg ﬁﬁibn al ﬂeceptnr de Célulaé T; ﬁad;
‘dominios . estd4 constituido  por = cuatro

‘antlbaraiglas, seguides de una larga rnqiﬁﬂ huliﬁé
ambos _daﬁ;nias,j al emparejarse, :

1Am1na de B béndas. B;_
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hendidura. Mediante estos hallazgos, se ha avangado en el
conocimiento de la estructura oe io0s lugares de union de
las mcleculas HLA para antigenos extramros y linfocitos T
‘BJorkman Yy ccls., 1987b) .

Por ntra parto. el polimorfismo en la sccuencxa.

de ammnoécxdus (alll e)_crea Y altera dicha hendidura a'f_
la qqy_ se une p‘ptidn, 1o Que suglere una pagp"
structqul para la_‘gapjgifxciﬂad_A}t;ica env.a ug!

ntigenos extran

il

 Cadena ligera

199 residuos. de amxnoacxdos sin n;ngun grupo car':

1972) . Es sumamente constante (Benacerraf y Un. nu

aunﬁge se hlﬂ encontrado hasta siete alelos dxfﬂruntc -’Iﬂ
ratbnftPér;rnau y cols., 1990). Su funcion parec
relacionad;' con la estabilizacion de la égt}ucfﬁ

terciaria de los antigenos de Clase I.

Molaculas "HLA class I-like"
Por otra parte, existnn_otros genes fuera de la

regién genomica que el sistema HLA ocupa en el cromosoma 6,

que codifican moléculas que presentan hnmalcgiai_fdl.ds”‘

secuencia importantes con .0S productos de los genaslde
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clase I, y que se combinan con g-2-microglobulina, para
expresarse en superficie. Entre ellos se encuentra un .grupo.

de genes situado =n el cromosoma 1, y qQue se expresa én.ll‘

timo (Martin .y cols., 1986; Calabi y Milstein, 1996) v unu

gen codificado por el citomegalqvirué (Beck Y- Barrull,fﬁ
1988), cuya funcion ceria la de impedir el r!conoéimxento
de las células infectadas por parte de lo: 11nfoc 

cxtotanxcus (Browne vy cols., ic7@).

1.3,2.— Estructura clase II

(Figura I-3)

Los antigenos de clase  § € (HLA-DR; ﬂ‘

 DRw52/53) fueron descubiertos

der HLA clase 1 sometidos a

(Strominger y cols., 1975)..

cnd.nas polipeptid;cas ay B| ambas atra;;gsdﬂ is
plasm&ti:a (Sprznger y cois, 1977).L_ f'Tieh¢h“
moleculares de 30-32 vy 27—29 klludaltons, respectzva
unidas de forma no covalente (Strominqer, 1975; Humphrevg'“
cols., 1976). Poseen cadenas de hxdratn; de carbono unidas
a los dominios al, a2 Yy Bl (Shackelford Y cnl:, 1982;.
Kauffman y Strominge ~- 1?83{, lo que explicar;a el mayor
peso molecular de la cadena a (Shack?lfard'y'Strominger,#

1783) .




Desde 1982 se conoce la secuencia de aminodcidos de
estas moléculas (K#uffmann y Strominger, 1962; Larhammar y
cols, 1982). La organizacion tridimensional de ambas
cadenas deducida de aguélla es muy @?milar, pud;éndosn_”
dividir, basdndose en su topografia enff}iiicidn‘con

membrana celular en'tr.s.segmcntusi

Tzene carécter hidrofilico Y esta compunng pgrl

1_al£e&ﬁhtiva en algunos de los ‘iqptiqosy

fosforilacion (Kauffman y Strominger, 1979) .,

Reqzén transnenbrana

Puede no estar presente juﬁtbfﬂ]

-asos de spl;cxng aternativos, dlndo 1ugar

~ Rmgién extracelular:
Esté consztulda por dos dominios litructurales,

al y a2 bara la cadena a, Y, Bl y B2 para la tadqna f de

aproximadamente noventa aminoacidos cada unqrflKauffman y
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Strominger, 1983). a1 vy Bl se localizan distales a la
4 4

memrana plasﬁética (N-terminales), mientras que aZ y B2 se

encuentran mas proximales. El segundo dominio de la cadena

“ay los dos_ dominios de la cadena B cnntignen Qudntqs

disul furo.

Esta regitn es 1a 'Tlipﬁﬂsable ael'ﬁéiimorfismn d@“

Jag moléculas de Clase I1. Lat ;moltculas DR,‘ que son un

mzentras que Ia B pre!intg

*%icndo~a1 dominzo A1 (N tarm;nal) mts pa'imarfi o

3111‘ son polimérficas (Guyert y col;.,
ﬁfdxendoﬂ.la var;ab;lxdad dﬂ las cadenas a:'ail
_ﬁ.rmxnal del domxn;o al (lees Yy Capra, 1985);
Lai genes DPa y DPB que codifican las cad;n
”_moliculas DP son ambos polimérficos (Hurlny y ch'
1982) “
'Li1984). Di:ho pnl;morfxsmo seJ ubxca
prxmer dominio (Dkada y cols., 1985) 3
Los dominios proximales a 1a membrana az y BZ tiun.

gran homologia en su secuencia de aminodécidos con dnminioi

de las inmunoglobulinas Y de ot-os wmiembros de ~la
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sgperfamilia de las inmunoglobulinas (que incluye, entre
otros, %1 Receptor de células T,  CD4, CD8, HLA clase 1,
etc.). Estas proteinas muestran un modelo comun de
conformacion tridimensioﬁal, consistento‘in dos limlnas en.
conformacion B antiparalelas, compuestas de 4 v 3 hilgﬁas
: de aminoacidos respectivamente. Esta ifmfliiuq |
suponer un origen evolutivo comun a todas ellas,

de“ un gen ancestral implicado en el Fﬁconé@%g

.1ntercelu1ar (Williams y Barclay, 1938).Jf

En cambio, los dnm;nxos ﬁgstales al y 81

tal homolog;a. a pesar de que elﬂpu&nte dlsulfuru prln'ntn

en e

el thontradn en los dominios de las'A
: ‘ ; g

(Kappes y Strominger, 1988). Se ha hié&bii‘li‘z‘ido‘_i

-e§tructura"tridimensional conJunta de lmbos donxni

_*{_

s;mxlar a la que hemos expuesto para las MDltculll de ;
I3 una "gruta , conformada entre ambos damznios,:

‘ese va a aibergar el péptldo que va a ser presuntudu (E
Y cnls, 1988). Tamblen se ha nbservadu que lus pr1m¢ros.

- aminoécidos, aproximadamente. de al y Bl (equivafﬁntes

estructuralmente a las primeras bandas B a® al vy a2 en

clase I) son esenciales para la dimerizacion (Sant y cols., o

P

1987), lo gue refuerza esta hipétesis.
Como es facilmente observable, las 'estructurii en
conjunto de HLA clase I vy clase 11 son muy homélogaslﬂcada

una de ellas consta de 4 dominios extracelulares de 90—100
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aminodcidos cada uno, de los cuales los dos mas distales
eon mucho mas polimérficos que los proximales, siendo éstos

dos ultimos homélogos a los dominios tipo inmunoglobulina.

La diferencia radica nrincipalmente en la conectividad.g.mqul

estos 4 dominios: mientras en.clase‘l son tres los_ﬁbminiqg
unidos en una sola cadena (pesada),.y'que&a”unp libT’
microglobulina), en clase II‘eitén aqrﬁptd&s* pdr 
.fprﬁaﬁdn las cadenas a y B (Kappes Yy Sﬁfominger; 1988)
_Ci;mﬁa Inv

% Se ha detectado la presencia
:pﬂlééula, la llamada
una qiicoproteina badsica rica en metionih§;1 

‘mplecular de 3@ a 35 Kd, que no presenta

(Jones, 1979). Se detecta junto a las m'olécul:;l_s de g

- e

I1, antes de expresarse en la membrana celular hl

1985). En humanos lo

welsh, 1984). El papel de esta molecula:na .isfé c.
habiéndose demostrado que nO es esencial para la expresion
de los antigenos de Clase 1II en la superficiéhﬁnlular
(Austin, 1985). Recientemente se ha demos trado ﬁ;e es
fundamental para el transporte de las moléculas de Claggr}l
al compartimento endosomial de la célula, de manera ﬁgﬁ

terga acceso prioritario a los péptidos provenientes da'la

fagocitosis de particulas extracelulares (Hammerling v
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Moreno, 1990); de esta forma reconduce a las moléculas de

clase Il a la ruta de presentacion :.tigénica adecuada.

4.- ORGANIZACION GENOMICA

El1 complejo mayqf de higtucbmpatibiliédﬁ huma

s;tuado en el brazo cortn dnl crom .

i

_La porczon dxstal de:

q;pa crnmbsémico),
ue :se'esttn' cara:ter;zando en

-mhmén dentro de

'y cals, 1974; Telsberg y cols.,- 1977). Hay tambxén otrr
 genes localizados en esta raglén, plro que na
el qul _codifica pyara la enzima 21 hxdroxxliﬁa
1985), etc. .

. Han sido identificados hacieﬂﬁbfpstudiés“in el -GQH'
tanto del hombre como del ratén cuatfo tipbs’de-goness
genes de Clase I, Clase II, Clase 111 y Clase IV (Figura I-

4).
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1.4.1.— Clase I

Estda constituido por al menos 17 genes (Strachan,
1987). Entre e€llos se han identificado hasta la fecha 7
locus cdentro de esta regién del MHC en humanos, juﬁfp a_u;a
cantidad indefinida de pseudogenes. Los genti de Clase I
estan exprasados en la prdctica totalidad de las ctlulas
nuclendns del orgnnlsmo. Fodemos d1v1d1rlos en dos qrupb!:

7‘7 aqugllus que codifican los clls;cos antigenas

-,l

fdif”triﬁspiante, que son los respcnsabf&s del rnchazq&dl

1nJertos y que actuan como moléculls de restrirci

los linfocitos T citotéxicos (K, D y L en el ratﬁh 9 HLA-A,
B, vy C en numanns) {Bodmer y cols., 1989, parn los genes
humanos). Los genes de Llase 1 humanos dif;eren dt los ;
ratén en su organizacion, ya que los genes HLA-'., B y?
por este orden Y en distancia crtciegtn respecto _g@l
centréomeroc se encuentran contiguos unos de otros, mienté;g
que en el ratoén el gen K se encuentra separado de los étrpéil

Y

genes de Clase i por genes de Clase IIry 111,

. - otro tipo de genes de Clase 1 de funcibp
Qgsconocida (Qa y Tla en el raton y Qa vy Tia "like" en ei
hohbfe). El equivalente humano de los genes Oa y Tla no ha
sido claramente definido pero parece que ?iertos genes de
este tipo se encuentran teloméricos al locus HLA-A (Orr y

De Mars, 1984). Han sido descubiertos mediante técnicas

genéticas (Holmes, 1989). Los locus caracterizados han sido
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denominados segun la longitud del fragmenEn obtenido
mediante la digestion con la restrictasa Hind IIIj el
Comité para la nomenclatura de genes H_A les ha conferido
una denominacidn definitivas €, F, S5y H (Bodmer y cols.,
199@). E1 ren H fue el primer gen de clase 1 aislado Yy
secuenciadu, Yy parece ser un seudngen (Malissen y cols.,
1982). E1l1 gen E ha sido el primer gen no cldsico de clase
1 que ha ganado la aprobacién de dicho Comité en el X
Wworkshop internacional de Histocompatibilidad, 1987 {Bodmer

y cols., 1989); se situa entre los locus A Y C, ¥y se ha

observado gque tiene Juena homnlogia con los genes A, ByC;

la qrganizacidn del gen esta conservada, y se ha llegado a
detectar mRNA; por otra parte, se ha observado producciﬁn

en lineas que no expresan HLA-f, B ni C, de una molécula dn
41 Kd que se une a B2-microglobulina y reacciona-ﬁqn ﬁ}
anticuerpo monoclonal We/32 (Koller y cols., 1988). : Ei
resto de los locus se halla telomeérico respecto al ldéuﬁ A

(Koller y cols., 1989).

1.4.2.- Clase II £

Los genes de Clase I1 codifican 1los clésicos
antigenos la vy estan expresados predominaﬁtemente en
células linfoides. Estas moléculas cstan implicadas en la

presentacion de antigenos extrafos y en la activacién de

linfocitos T helper (genes I-A e I-E en raton y region C,
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que incluye HLA-DR, DP y DQ en humanos -Kauffman y cols.,
1984a). Son los "lasiros ‘"genes de la respuesta inmune".
Mediante una serie de criterios bioquimicos se ha demos-
trade qu2 los artigenos HLA-DR sor h@mdloqos- a los
antigencs I~E‘ murinos (Allison, 1978) y gque los HLA-DQ ton

homélogos a los antigenos I-A (Bono vy Strominqer; 1983).

Mo se ha detectado sin embarga, ningun gﬁtigéﬁﬁ

murina de Clase II equivalente a HLA-DP, pero existgh"
_Qxﬁunaﬁ pruebas acerca de’ la existencia de untigengpﬁf;E
"1ikeu“'_n ciertos haplotipos y uno de _ellus ﬁyqﬁb ser

homélogo a la molécula HLA-DP (QOzato y_Shachs; 19925.

1.4.3.- Clase 1I1I

Los genas de Clase III codifican los :umpanentpsdil
complemento, C2, C4 (con dos genes en tandem, CAA th4B) Yy
Bf que participan en la lisis celular e intervf&ﬂnn en la

respursta inflamatoria.

1.4.4.- Clase IV

Un nuevo tipo de genes implicados en la sintesis dé
ciertas enzimas, factor de ~ecrosis tumoral y la proteina
del citocromo P450 se agrupan como los genes de Clase IV.
Dentro dél complejc' también podrian existir genss que
codifiquen chaperoninas, citoquinas, proteasas, etc.

(Parham, 1990).




Reciertemente se han descrito genes, Qque mapean .
entre las locus OCBE y DNA de la region HLA clase 11 cuya
secuencia es homéloga 2 la de otros miembros da‘.?g‘-
superfamilia de transportadores denominada ABC (ATF‘b;ndina.
cassette) (cdescrita por Blight y Ho}lénd.h 1?90);.'-
que se cuentan la pratein;‘ que confiere mi

resistencias a farmacos, O proteina reouladora

conductancia transmembranaj estas pruteina57 ng"ﬁﬁ T

relacién estructural con los cenes de MHC clase .

(Dev@n;on et ai, 1990; Spies &t al, 19?0; Trunsdqlig et a!, -?

1993). Su funcion puede ser la de transpnrtaﬁd;ahqﬁgégéi

de energia de péptidos desde el citosdl al-iﬁﬁeriqr :
reticulo endopldsmico para unirse a clase [ vy
prasentados al exterior de la ceélula vy estimdf;r a f
linfocitos T (Trowsdale et al., l??ﬁ). Estas moii#giq
pueden torresponde' con las que se sosbgchabﬁ existianij
la region de HLA clase II vy podian regular la expresidn;di
genes de clase 1 a un nivel pcsttranscripcianal (Cresueil,
1987). Resulta significativo que Ssu _expresiap;ghe
incrementa con T-interferon al igual que Iag mblétulés'ide
clase I1I (Trowsdale y cols, 1990). De esta forma séﬁﬂ
regularia en cierto modo la presentacion antigénica pﬁf;

parte de las moléculas de clase I.

La asociacidn en esta regién del genona de proteinas =

cuya funcidén esta estrechamente relacisnada con la defensa

inmunolégica facilicaria la evolucién de haplotipos que
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contienen proteasas, transportadores, moléculas de
presentacion con especificidades compatibles, etc., que
ofreceria una gran ventaja en la respuesta a antigenos

patogeénicos (Parham, 1990) .

I DRGANiZACIUN GENOMICA DE HLA CLASE 1I

(Figura I-5)

{?ﬁl eétgﬁin de la organizacion de los ggna;?de Clas
II ha sido emprendida mediante técnicas genéticag“clliica
y biaﬁuimicps. La introduccién de la "pulse :fﬁglﬂ‘

' eslectroforesis"” (Carle y cocls., 1986}, que pﬁfﬁiiqb 1

separacién de fragmentus de DNA de hasta 1000 Kb, combinada i

con la técnica del Southern blotting ha permitido gdhqf;r B

:uﬁfmapa de restriccién a gran escala de la regién de Clase '

11 (Hardy y cols., 1986). Dentro del conjunto, existen

genes mas relacionac nesde €l punto de'vista‘gvolptigd »

(similitud en sus secuencias Yy proximidad fisica) vy :
funcional que se agrupan'eh las llamadas "subregiones;. tga
distribucién de estas subregiones ha sido estuaiada péf
pérdida de marcadores genéticos en mutantes con deleciones,
las cuales definen el orden de los locus, y Su distancia
relativa al centroémero. Las subregiones contienen genes
para las dos cadenas ay B (salvo excepciones), lo .|jue es

inusual ya que los genes de la mayor parte de las proteinas
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heterodimericas no‘estén préximos en el genoma (Kappes y
Strominger, 1988}._. Estas subregiones son las siguientes,
en distancia creciéhte respecto d?l centréomero.

—-DPa abarca unos 100 Kb, ¥y cnﬁséa de dos genes A
y dos genes B'fn}denados de forma altgrnativa, a saber:
DPB2, DPA2, DPB1, L Al. En la molécula codificada por:;o§15
dos ultimos se encuerttran las e@pecifiﬁdades bP. Loiidds
primeros (mas centroméricos) sbn-seudoggﬁes (denamjn;d
previamﬁnte SX). i |

Se ha descrito un seudogen en csté_zana_éil

genoma no emparentado con 1&6 proteinas de cltsé. ;I,lquu

J ; : Sl e v
parece teneg’ gran homoloqia con el gen que cpﬂiticékhi
proteina ribosomal L32. ?arece ser una copia pgéce;;ﬂli e
un mRNA que se ha insertado fortuitamﬁnic  (Ynung .y 
Trowsdale, 198%). : . :

- DZ/DN: sélo contierne un gen para un§ éadena q," 

denominado DNA (Trowsdale y Kelly, 1985) (no confundir con

las siglas de ‘“"acido desoxirribunuclgito")f
posiciéﬁ est4d estrechamente ligado a la regibﬁ DP.

- DO: contiene un unico gen, poB,
préximo a DG. No parece formar pareja A-B con el anttrkor,
dada la gran distancia que los separa (unos 206 Kb)i=pprr;
otra pdrte su regulacién no esta coofdinada, pues DNA es
inducible por T-interferon, mientras _Que PDOB no 1o es

(Tonnelle y cols., 1985).




No se conocen productos proteicos de estos
dos locus, aunque si se ha aislado mRNA poliadenilado, con
splicing normal en células B, a bajos niveles {Auffray Yy
cols., 1984).

- p@: . .sta de dos genes A Y otros dos B,
ordenacdos alternativamente: pGB2, DGA2, DGB1, DOAl. No se

ha detectado transcripcién ni producto alguno de 105 @(

ultimos, a los gque anteriormente se les denominéba Dx; Sig;‘

emhafqo no son seudogenes, pues nNo tiehundilteracionéi‘_”
deletéreas en el reading frame (modo de .lectura de los
codones), ni en las seRales de splicing ni. ;ﬁ‘afﬁébﬁéég%
(Auffray y cols., 1984). e i . %
Log dos primeros ccdificéﬁ las moléculas qu‘

' contienen los determinantes antigénicas"
descritc moléculas de isotipo mixto .
estudios (Lotteau y cols., 1987) (isotipo desiéha uno a;?lo;;
tipos de moléculas de HLA clase II que se exprj;an qﬁ_}a
membrana de las células); la aparicion de éséé tipn{zae
heterodimeros en la superficie puede deberse a asimetrias“
en los niveles de expresion de alguna de las cadenas, pefq?n
no es lo normal, de manera que los heterodimeros q#i ﬁismﬁ
isotipo (DQaD@BR, DRaDRB, DPaDPB) son los prnducidqs
habitualmente por las células, ya que los nivelésﬁ.ﬁn e
expresién de las cadenas son similares (Sant y Germa®n,
1989); .,la asociacion de los monomeros Y el transporte son

‘mucho menos eficientes en las moléculas hibridas que en los
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heterodimeros adecuadamente formados (8ant y Germain,
1989).

Por otra parte se incluye en esta region un
fragmento llamado DVB, Qque no se expresa (Ando vy cnls{
1986) . .

- DR: Esta constituido por un gen A (DRA), vy uﬁ
numero ya?iable de genes B, que depende del haplotipo (para
”%} - concepto de haplotipa, veéase
‘Pol hpcfismo“, mds abaijio)s ésto 16 difereﬁéiaiﬁ

de subregiones en los que la

(correspondientes a las cadenas B) esté_ m&§~p:unléfg£g§7'

’(Bﬁhme y cols., 1985). Por esta razén vya nn-se:ﬁabl;_
nalelos DR", sino de "haplotipos DR" 'cuanﬁo 5 tfat_,ﬂ_,_
organizacién genomica.

Las moléculas que portan Ias_gbpg;ifi;idadgﬁyj'

DR individuales estan constituidas POT’PFodudtog g 195.._

genes DRA vy DRBi; en cambio las éSbecifi;idﬁgdngf

supertipicas DRw32 vy DRw53, definidas poOr Suercs _g&e

reconocen simultaneamente productos &e varjogu ?}élos“' s

diferentes (Bodmer y Bodmer, 1984) estan ubicadatnen‘ OEE;T -
molécula com;ges£a por ;1 producto dél mismo geni“Déﬁ
combinado con éi_pruducté de un gen DRB adicional (Borski y
cols, 1985; Sﬁies Yy cpls., 1985). En cada haplotipo existe
como maximo uh gén que codifica una especificidad

supertipica, por lo que se pensé que los locus para DRwS2 ¥y

DRwS3 podian ser alélicas. Mediante estudios estructurales
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comQarativos, ce ha desmentido dicha suposicion, llegando a
2 "

la conclusién que DRwS2 y DRwS3 estan codificadas por locus

diferentes producto de linajes evolutivos distintos (Gorski

y cols, 1987), a los que se les ha llamado locus DRB3 para

el DRwS2 y DRB4 para el DRwS53, en ia nueva nomenclatura

unificada (véase mas abajo, en la seccién "Polimorfismo"). .

Igualmente se ha descrito una nueva secuencxa,

homologa a las demas presentes en el locus DRB csocxada d'“

.5.

‘mloé‘haplotipos DR2, y.cuyo producto se asocia a la cadpna '

DRa para expresarse en membrana. A este locus se ddnpmina‘:n4

DRBS. Un andlisis genbmlco ha revelado que este locusvse
situa en wuna pdsicién sxmzlar al gen DRE3 en_ ogrns
haplutlpos (Kawal y cols., 1969). .

Por tanto el numero de qenes productivos var;a
segun el haplotipo (Figura I—g); por otra parte cxiste,A”
también dependiendo de los haplbtipos, un:ﬁﬂmero variable
de pseudogeres B y dé fragmentaos génicdsimptqaﬁgti&os_ Es
decir, no existe un mudeInTComun de urganiia;;§n q$niéa en
la subregion HLA DR para todos loe= individuos: asi, los
haplotipos DR1 poseen un gen A y s6lo un gen E;upar *elln
estos haplotipos no tieneﬁ especificidad. supeftipica, y
s6lo presentan una molécula DR en superfiqié-(Kappes Y
Strominger, 1988).

Los haplotipos DR3, 35, Y wb, en cambio, estan
asociados con DRwSZ y muestran patrones similares al ser

analizados per Southern blotting. Se - han identificado 3
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Figura I1-6:

Represzentacién esquematica de la 6&&%ﬁsicibn
de los genes DRB en ios distintos haplotipcs DR; se  puede

observar que su numero varia en cada uno de ellos.
otra parte, los genes DRB3, DRB4, y YRBS, a pesar de
coincidir en ningun haplotipo, no sou alelicos, sino
corresponden a estirpes génicas dxferentes, por allo
consideradvus como locus diferentes. 108 pseudoqnnes
se hallan presentes en algunos de los haplotipos no se

consignado para mayor claridad (en los haplotipos
Dwil, el gen DRB4 se comporta como pseudogen, debid
alteracién en los sitios de splicing).

Por
no

que

son
que
han
DR7,
o a




FIGURA 1-6

Haplotipas DRL y DRw1® X

;ﬂ:ﬂﬁ v MOIéCUIB

DRB1 = molécula
DRB5 = molécula
asociada a DR2

Haplotipos DR3, DR5 (wll y wli2), DRwé (wi3 v wié)

w DRA + DRB1 molécula

DR”» + DRB3 = molécula

Haplotipos DR4, DR7 y DRwY X%

W molécula DR4,
etc.

molécula DRNS:_’{. e

Haplotipos DRwB

ﬁ molécula DRwB,
con reaccien
cruzada para

DRwS2

| €1 alelo DRB1%21@3 no se expresa en superficie; por
tanto er. estos haplotipos no existiran moléculas DR en la
superficie de las células.

b $ Los haplotipos DR7, Dwll no expresa en superficie
DRwS52, debido a alteracién en el splicing del.gen DRB4.
Por tanto solo expresaran en membrana una molécula DR.




genes DRB: BI, BII, BIII en los haplotipos DR3 (Rcllini.y
cols., 1985) La cadena codificada por BI porta el
determinante antigénico DR3, y el codificado por BIII,_los
determinantes DRwS3 (Gorski y cols., 1985); BIll es- un
seudogen (Rollini y cols., 1987). E1 haplotipe Daua;
asociado a la especificidacd DRw352, parece tener un dnicn'

gen B, a pesar de asociarse seroldgicamente a DRwS2 (Bodmer,wi

Y apdmer, 1984).

Los haplotipos DR4 y DR7, asociados a la_;;ﬂ:¢

especificidad DRwS53, muestran patrones similﬁréi_ .ﬂi
blottings. Poseen un gen DRA, un gen DRB que detérminq_lgf
especificidad DR (4 6 7 segun el individuo), otfofggh'ﬁﬁn
que hace lo propic con la especificidad DRw53,~y atf;mﬁ

pseudogen, llamado DR4$1; adends estan presentgé' 6#@&%!
fragmentos geénicos no funcionales (Spies y cols., i@bs;
Haas y zols., 1987). Se han detectado diferencias g;tre
haplotipos DR4: en algunos aparece un nuevo pseudagen_DRﬁQZ

(Andersson y cols., 1987).




Fiqura I[-7:

Organizacién exén-intrén de los genes de HLnf“
clase 11, correspondiendo el esquema superior a. los g,n',

que codifican la cadena a (DPA, DGA y DRA),‘ y el infer or .
a los B (DFB DGB Y DRB). AT j




FIGURA 1-7

fﬁiTGQnes-corresbohdientes_q la ;ad{jq a (DRA, DGA y DPA)

L= Péptido iider
al,a2
_f1,B87= Exones que codifican los dominios axtr
.~ de las moleculas de clase 1l
fM=  Ex6n que codifica la readon transmembrana
Cl= Exén que codifica la regién citoplésmica
I'UT= Secuencia perteneciei.ca al gen, 19 traducida
(untranslated), situada en el extremo 3° del
mismo.




1.6.—- ESTRUCTURA GENICA

(Figur. I-7)

La estructure en dominios de las proteinas HLA tiene
una clar a correspondencia a nivel gendédmico, a semejanza gel
r;stc de glicoproteinas (Gilbert, 1978 . La molécula de
iLA est. codificada er segmentos de DNR (exones), cada una
de‘lcs-cuales se correspont con un dominio eétructufai en
la proteine madura; estos exones estdn separados por zonas
no codificantes (intrones). LoOs intrones podrian funcionar
cono <ona “tampon' que aseguran el emparejamiento correctﬁ
dv las familias de genes que contienen varios duplicaccs en
la meiosis y mitosis; en la region HLA, esto tendria
aspecial reIeQancia, ya jue en elia hay varias copias de

secu~~~iss similares entre si vy muy proximas en la nebra

del DNA (Doolittle, 1985).

1.0.1.— Clase 1

Cada uno de los genes de Clase I esta dividido en
ccho exones, la maynrid oe lus cuales se correlacionan ton
los dominios de los polipéptidos de Clase I. El primer exon
codifica la secuencia lider, mientras qu-, el segundo, el
tercero y el cuarto, codifican respectivamente los dominias
al, a2 vy a3. E1 4uinto exéon codifica la porcion

transmembrana; para la porcion citopldsmica y la region 3°




e transcrita (3°UT) bhay dos exones o tres, segun los

alelos (Strarhan, 1987).

1.6.2.—- Clase I1

Los genes que codifican los antigenos ~de Clase 11

poseen una disposicion muy similar entre ellos, presentando

tan s6lo diferencias en las distancias entre exones, que
oscilan entre veairias kilobases que separan el exéon al de la
secuencia sefal, y sdlo 180 bases en direccion 3° del exon
que codifica el dominio a2 del locus DNA.

Los genes para la cadena & (genes_ﬁ) contienen cinco
exones que codifican: a) la zona no traducible 5° mas la
secuencia semnal, b) dominio ail, C} dominio a2, d) region
transmembrana y cola citopldsmica, y e) la regién 3° UT
(untranslated).

Los genes pars la cadena B3 (genes B) estan
crganizados de la misma manera, salvo 1a cola-citcplésmica,
que ectd codificada en el exédn 5 (24 pares de basgs)
separado del e .6n & que cedifica 3'UT y del exon 4 que
codif. : la region transmembrana (Kauffman vy cols., 1984;
Steinmetz y Hood, 1983).

A partir de este modelo general existen pequefas

variaciones, sobre todo en el extremo .




1.7.- POLIMORFISMO EN HLA CLASE II

El polimorfismo es una cualidad intrinseca de este
complejo de moléculas. Para cada locus podemos encontrar en

los individuos de una poblacion concreta una o varias

formas alternativas de un gen determinado denominadas

alelos.

Los antigenos del sistema HLA se heredan de forma
mendeliana con caradcter autoséomico codominante. Todo
individuo posee dos copias dei sistema HLA, cada una de las
cuales procede de uno de los padres. Por tanto los
descendientes tienen wun 5@% de prnbabilidad.de obterer
cualquier alelo de uno de los padres. Si el hijo recibe el
mismo alelo de ambos padres. se producird un estado de
homozigocia para un antigenoc HLA dado, Yy de heterozigocia,
si ambos alelos son diferentes.

Al ccnjunto de alelos que ocupan los diferentes
locus HLA procedentes de un progenitor se denomina
Haplotipo, vy se hereda pricticamente siempre en bloque
(salvo un 2% de casos en los que se produce recombinacion
genética dentro de la region HLA). Debido a ello, la
aparicion de ciertos haplotipos en una poblacidn ocurre
4Jna frecuencia superior a la esperada (que seria la
resultante de la combinacién al azar de los alelos de los
diferentes locus). A este fenomeno se 1le denomina

desequilibrio de union, y Ppor ssta razén se tiende a hablar
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mas de "haplotipos" que de "locus" cuando estamos
refiriéendonos a HLA clase II, y mas concretamente a DR y
Da.

El caracter hereditario del sistema HLA vy su
polimorfismo hacen Qque la frecuencia de aparicién de
algunos alelos sea diferente segun distintas razas, dando
lugar a que cie~tos alelos aparezcan solo en determinadas
poblaciones.

Las teécnicas empleadas para reconocer .qué variantes
alélicas de cada locus estan presentes en un individuo
concreto {procedimiento denominado tipaje)
fundamentalmente dos: la serolégica, Y la
Recientemente se han introducido nuevas tecnologias, como.

el empleo del iscelectroenfoque para los alelos de clase I,

y la biologia molecular para los antigenos de clase 1o

Por medio de cada una de ellas se ha conseguido
caracterizar un cierto numero de variantes er  una

poblacion.

1.7.1.~- Polimorfismo serolégico

En un principio, ia region HLA-D se descubrio a
través del fenomeno de la reaccion mixta linfocitaria que
ocurre practicamente entre todos los sujetos (sobre todo
los no emparentados), dewido precisamente a que la
i iformacion genética en dicha region del genoma no @s

idéntica en individuos diferentes (Yunis y cols., 1971).
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Esto posteriormente llevd a la descfipcibn de aloantisueros
que reconocian determinantes antigénicos relacionados ‘con
las estructuras biologicas que determinan la aparicion de
esta reaccién (van Rood y cols., 1975).

Recientemente se ha introducideo el uso de
anticuerpos monoclonales (Kohler y Milstein, 1975) como
herramienta para identificar lcs sitios de unidn al
antigeno y correlacionar posicién con funcion. Al ser una
ﬁoblacién homogénea de inmunoglobulinas (a diferqn;ia de
los sueras humanaos que contienen una poblgcidn'
poliespecifica de anticuerpos;, reconocen un sdln epitopo

que puede localizarse en varios alelos de diterentes locus,

por lo que dan patrones de reactividad diferentis a la

serologia comun (Marsh y Bodmer, 1989).

- DR: Hasta el momento, se han reconocico hasta 18

especificidades serolfAgicas DR: DR1-5, DRwé, DR?, DRw8--wl8

(la designacién DRw indica que la especificidad eété aun
sin definir completamente). Las especificidades DRwll a
DRw18 provienen de "splits" o subdivisiones, de algunas de
las especificidades reconocidas anteriormente (por ejemplo,
DRwil y DRwl2 estan encuadracas dentro e la especificidad
DRS, de la cual proceden; todos los individuos DR3J
descritos hasta la fecha son, ‘bien DRwll, bien DRwi2).
Esta nomenclatura sigue lous criterios adoptados por el
comité ce la OM3 para la nomenc latura de los factores HLA

(Bodmer y cols., 1989).




*s Ademas, existen dos especi%icidades
supertipicas, DRwS2 y DRwS3, asociadas cada una a varios
alelos DR seroldgicos. El primero va ligado a DR3, 5, wbé,
y 8, mientras que el segundo lo hace cun DR4, 7y w9
(Bodmer y Bcdmer, 1984).

- DQ: Se han definido 9 alelos serolégicos D4,
denominados DOwl-9; existen otros indiQiduos' que no s
pueden incluir en ninquno de esos gQrupos: son los DQw
blancc, o DAwa. Por otra parte, DOWS y 6 son splits de
DOwl, mientras que DQw7-9 proceden de subdividir DAw3.

Estas especificidades sqrnlﬁgicas DQ estan en

desequilibrio de union con los tipos DR; DAwl tiende a

asociarse a DRL, 2 y wé; DGQw2 con DR3 y 7, y DQw3 con DR4 y

5. DO blanco lo hace con DRwB. De aqui que se hable en
-oanjunto en teérminos de "haplotipo DR1" (corresponderia a
DR1-DOwl), © ’"haplotipos DR3" (que incluirian los

haplotipos DR3-DRw52-DQw2), por ejemplo.

1.?.2.- Polimorfismo celular

Este nivel de pnlimorfiémo se tasa en 1ia
transformacion blastica observada cuan’ . se cultivan juntas
células de dos individuos uiferentes (Bain y cols., 19643
Bach y cols., 1964). Ante la ausencia de reaccién cuando
cse mezclan leucocitos de dos hermanos HLA idénticos (Bach ¥

Amos, 1967), se reconocié el control que ejercen los genes

dei MHC sobre las moléculas responsables de esta reaccion.
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Esto hizo pensar en su utilizaciéon como test in  vitro de
h:-tocompatibilidad (Bach y cols., 1964). A este fenén 2no
se denomina reaccion mixta linfocitaria, y puede ser
aprovechada para seleccionar donantes compatibles para
transplantes de organos, sobre todo entre miembros dg una
famiiia, ya Qque se ha detectado que el cultivo mixto
linfocitario predice la evolucion de injerto (Harmon ly
cols., 1982).

Mediante estas técnicas de tipaje celular pédemus
detectar dos series antigénicas polimérficas diferentes:

a) Dw (especificidades asociadas a HLA—D)(Bradley Y
Festenstein, 1978). Se observd que la reaccion mixia

linfocitaria estaba controlada por un locus diferente a

HLA-A, B y C, dentrc de la misma region HLA (Vunis y cols.,

1971). E1 método es basicamente un cultivo mixtd primarid,?
enfrentando por una parte células HTC (homozygous typing
cells) 1omazi§ctas para HLA clase 11 {Hirschberg ¥y 'cols.,
1976), cuyo tipaje es conocido, Yy par otra las células'
problemas; si N0 aparece proliferacion, se interpreta gque
ambas comparten los antigenos HLA. También se puede
realizar el tipaje detectando citolisis en lugar de
proliferacion (Schendel vy cols., 1985). La variabil.idad
obtenida medi nte los cultivos mixtos linfocitarios se ha
é;talngado en 33 tipos: Dwl-5, Dw 8.1, Dw 8.2, Dw 8.3, Dw9-
1@, Dwi2-26, Dw "BON", Dw "RSH", Dw "KT2", Dw "JVM", Dw

L]

"FS", Dw "DB&", Dw "HAG" y Dw "DBL". Cada 95pecific;dad




serolégica DR estd asociada a una o mas especificaidades Dw.
Las variantes Dw24-26 corresponden exactamente a los tres
subtipos de DRw52 detectados hasta }a fecha (DRwS2a, b Yy
c). Sin embargo se ha observaéo que“el locus D@ tambien
parece ser importante en las reaccianés';;xtas que conducen
al tipaje Dw, aunque es dificil de valorar .debido al fuerte
desequilibrio de unidn que presenta con DR; de todas formas
éste ultimo tendria el papel inmunodominante (Sterkers y

cols., 1987).

Podriamos decir que es el tipaje mas “fisiologico",

ya que es equivalente, in vitro, a la manera que tiene el

sistema inmune de detectar in vivo las diferencias 9ﬂL1°9~
antigenos HLA. Pero tiene varios inconvenientes: duzgcibn
y dificultad técnica del pirocedimiento, mantenimientuﬂde un
panel de HTC en las condiciones adecuadas, etc.

Recientemente se ha introducido el uso de clonos T
que reconocen ciertas especificidades en clase I y 11, como
posible aiternativa al tipaje mediante HTC en un futuro
(Eckels y Hartzman, 1982).

b) DPw: Este sistema alélico fue descubierto por la
aparicion de respuestas fuertes en cultivos mixtos
secundarios y algo mas tarde fue aplicado para estudios de
histocompatibilidad (Mawas Yy cols., 1975; Sheehy y cols.,
197%5). Se han descrito 7 alelos DPw (DPwl-& y un DP

blanco) que sbélo pueden ser caracterizados mediante estas

reacciones celulares mixtas secundarias (PLT o primed




Lymphocyte typing)(Shaw Yy cols., f?B@), no existiendo
apenas aloanticuerpos que lo detecten.

En estas reacciones se enfrentan ceélulas ya
"primadas" (es decir, cultivadas previamente con linfocitos
que comparten con ellas los antigenos de clase 1, DR ¥ DG):
con las células problema. La aparicion de una reacciéon se
interpreta como que las células p;oblema portan la
ecpecificidad DPw reconocida por las ceélulas primadas. La
definicion de los diferentes alelos DPw se basan un_;grupdé'
de reacciéon determinados {grupos de individqoirﬁue iénzf
reaccionan entre si en los cultivos mixtos seqqédarigs, io_
que indica similitud en los antigenos DPw). 5 " .

.
1.7.3.- Polimorfismo gendmico
Todas las teécnicas revisadas hasta este punto

detectan los productos del sistema HLA presentes en la

membrana celular: es decir, son tipajes fenotipicos. Siﬁ

embargo, las técnicas de biologia molecular han permitido

caracterizar el pdlimorfismo de estos factores a nivel
genomico.

El desarrollo cel meé todo de analisis del
polimortismo de 1la longitud de los fragmentos de
restriccién (RFLP) (Botsein y cols., 198@) supuso un
importante avance en el conocimiento del polimorfismo
alélico. Esta técnica incluye la digestion de DNA gendmico

con una endonucleasa de restriccion, resolucion




electroforética de los fragmentos resultantes en un gel de
agarosa, Y desnaturalizacién in situ del DNA bicatenario
seguida de transferencia a una membrana, donde se
inmoviliza (Southern, 1975). Las secuencias de clase Il
pueden visualizarse mediante hibridacidén con sondas
hom¢logas radiomarcadas de origen genédmico O cDNA (Wake vy
cols., 1982).

Empleando esta tecnologia se ha elaborado un sistema

integrado de tipaje, empleando DNA digerido con la enzima

Tanl, e hibridando con sondas cDNA especificas de exones de
DRA, DQa '3 DGR secuencialmente, para identificar
especificidades serolégicas de DR y D@ sin ambiguedades a.
nivel gendmico (Bidwell, 1988} .

Las técnicas de clonacion y secuenciaciéon del DNA,
junto con el desarrollo de la técnica de la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) han permitido conocer la
cecuencia de nucledtidos, y, por deduccién, a través de las
reglas que impone el cédigo genético, la estructura
primaria (es decir, la secuencis de aminndcidos) de las
moléculas de HLA clase II, y por lo tanto, el analisis fino
de 1la variabilidad alélica (Marsh vy Bodmer, 1991). El
grado dé polimorfismo reconocido se ha multiplicado con
respectn al detectado por las técnicas clésicas {seruldégica
y celular), al poder distinguir entre dos alelos que se
diferencian en un solo nucledtido, aun cuando esta

diferencia no tenga repercusion en la estructura de la
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proteina; con los métodos anteriores, sOlo conseguiamos
diferenciar alelos que tuvieran diferencias relativamente
importantes en la estructura, por lo Qque variaciones
pequefas pasaban desapercibidas.

Se ha;observado que el polimorfismo de los dominios
distales al (excepto DRa, que es monomérfica) y Bl es el
unico que tiene significacion funcional en la restriccion
(Foisom y cols., 1983). Corresponden a los exones n@ 2 de

los diferentes locus (véase la seccion _”Estrqctufa

génita“f. Incluso dentro de este dominio, la variacidﬁ

alélica no estd homogéneamente distribuida, sino gue tiende

a concentrarse en pequefas Aareas, llamadas "regiones de

diversidad", que se define como regién de variabilidad

elevada caracterizada por una concentracién de posiciones
aminoacidicaé que tienen tres O mas sustituciories alélicas
(en contraposicion a las llamadas "regiones de
hipervariabilidad", término que se reserva a los genes de
inmunoglobulinas, pues en ellas la variacién aparece entre
las distintas células B del mismo individuo. debido a
recombinacion somdatica vy mutacidn). En DR y DO aparecen
tres regiones de diversidad (Kappes Yy Strominger, 1988); en
particular, la que se encuentra entre los residuos 66 y 78
es similar a la mostrada por los dominios al y a2 en clase
I (Karman y cols., 1985). Se ha evidenciado también una
posible relaciodn estructura-funcién en algunos alelos DR:

sustituciones en ciertos codones en la molécula DRfA1 crea
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el polimorfismo definido poar Dwd, 13 y 14 en los haplotipos
DR4; ewstas diferencias se deben unicamente a cambios en 1=3
nucledtidos conservandose el resto de la secuencia
(Kauffman y cols., 1984).

Esta cuncentracion en el polimorfismo es muy
probablemente significativa en el ,roceso de presentacion
antigénica (restriccion), ya gque estes zonas de
variabilidad parecen situarse dentro de la hendidura gue
forman los dominios distales de ambas cadenas de la
molecula de clase II, estructura a la que se asocia el
péptido antigénico (Garret y cols., 1989).

Estas regiones de diversidad en la secuencia de

aminoacidos de los dominios distales (al y gl

respectivamente para ambas cadenas) tienen su contrapartida

a nivel de la secuencia de nucledtidos que la codifica, y
sy anadlisis y caracterizacion van a ser los objetivos del

tipaje genomico.

Nomenclatura

La secuencia de aminoacidos, obtenida al traducir
los cDNA clonados, es el criterio que actualmente se sigue
para definir un alelo; esta secuencia va a determinar la
estrurtura tridimensional de la molécula, lo que va a tener
consecuencias funcionales. De todas formas, es la

secuencia de nucledtidos, incluyendo 1las regiones que




coﬁtrolan_su ¥ekpresi6n, la ., que en un +.iuro terminara
definiendo un-alelo (Bodmer y cols., 1989).

La. sg;uencia de nucleotidos, ccnocida a partir del
cDNA correspéﬁdiénte a cada alelo, es imprescindible para
diseRar ids oligonuc'eotidos desti dos al tipaje por PCR
(reaccion en eadena de la polimerasa) e hibridacién con 5SSO0
(olignnucleétidus especificos de  secuencia), técnica mas
facil;. ﬁoy por ho gue averijuar la secuencia de
am;nqag}dusf .

'Por ‘convencién, se ha adoptado la nomenclatura
propﬁésia' por el “"Comite para. la Nomenclatura de los

- .

Factores HLA" de la 0.M.S. (Bodmer y cols., 1989), que se

revisa pericdicamente (Bodmer y cols., 1991), baséandose en

sistemas ihtérnacionales adoptadcs previamente (Shows y
cols.. 1??9) para evitar la dispersién de denominaciones
que impedia un intercambio fluido de informacion. 7Est§
nomenclatura es la siguiente (Tablas I-1 a I-4):

{.- A la molécula expresaca en membrana s> ie
asigna la denominacién adoptada en el momento de su
caracterizacien (D7, DQ © DP), asignandole la letra griega
a ¢ B, segun la cadena. Por ejemplo, DPPR seria la cadena
ligera de la molécuia DP.

2.—- Al cen correspondiente ae la codifica (locus)
se le denomina de la misma manera, asignandole lea letra
latina.A & B. Asi, por ejemplo, a la cadena DRa le

corresponde el nen DRA, etc. Cuando coexistan iocus en la




misma subregion (codifigquen o no alguna cadena
polipeptidica) se le afade ur numero de orden; por vijemnlao,
DRBL, DRB2, Dn33, etc., son todos genes DRB, algunos de los
cuales codifican diferentes cadenas DRBE, yue se asocian 2
DRa (producto del gen DPA) para dar lugar a diferentes
moleculas DR en membranas en la nomenciatura de estas
cacdenas también se les afiadiré el digito correspondiente
{DRAL, DRB3I, etc.); ¢« 0O ejemplo: el gen DPB1 codifica la
cadena DPhH, mientras gue en la misma subregion se encuentra

el seudogen DPB2.

S * los caracteres anterit "es se araden dos

digitos carrespondientes, bien al tipo serclogico anz'el
cual se encuadra la variante genémica en el caso deﬂﬁﬁ;i“
bien a un grupo de secuencias que presentan gran.similitud
entre si, y que han sido agrupadas juntas ( por sistematizaf
la informacién), dentro de cada uno del resto de las otres
locus. Entre estos digitos y :.a denominacién del locus se
coloca un astesrisco para mayor claridad. Por e}ehplo,
L~B1%@1 abarca todas las variantes genomicas encuadralles
dent~o del tipo serolégico DR1j; DEA1%@1 incluye todos los
alelos gendmicos cuyas cspcuencias son similares entre si, ¥y
diferentes a otros grupos de alelos del mismo locus D@GA,
etc. |

4 - Se amaden dos digi“ns mas que sefalan 1la
va-iante gendmica detectada, es decir, una secuencia de

nucl. ‘tidos determinada; en algunos Casos ilos digitds se
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hai. asignado con arreglo a una especificidad Dw, a la cual
corresponde dicha variante gendomica, y cuya secuencilia es

presumiblemente la responsable de dicha especificidad.

5.- Se sfade un digito mas cuando se han detectado

secuencias en las que s6lo existen una O varias diferencias
en la sec.encia de nucleotidos que no tienen incidencia en
la secuencia & aminodcidos, Yy por tanto, tampoco tendran

epercusisn estructural ni funcional (al no ser detectado
por et sistema inmunolégico) (Bodmer y cols., 1991); son,
nor tanto, variaciones "silentes", y correspcnden a
variaciones en la rcera posicién de algun codonj son
debidas a que el cdédigo genético es redundante (es decir,
existen varios tripletes de nucledtidos -codones- Qque
traducen el mismo aminodcidoj dos aleles pueden
d fe-enciarse Jnicamente ern una posicién nucleotidica, pero
produciendo ambos el nismo aminodcido).

Asi, rar ejemplo, se asigna la denominacion
DRB1%@401 al al2lo codificado e 21 locus DRBL1 (por tanto,
contenu-ia la .aformacion correspondiente a la cadena
ligera de la molécula gque porta la especificidad DR) que se
correspcnde con la esmrecificidad serolégica DR4 (de ahi los
digitos *04) y el tipo celular Dw4 (como Dw4 es la primera
especificidad celular, encuadrada dentro del grupo DR4, se
le asigna la variante 01).

DRB3%@101 designaria al alelo codificado en el locus

DRB3 (que tie..2 le infermacién para la cadena ligera de la
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molécula. DRwS2), correspondiente a la variante D /52a (de
ahi los digitos %@1), de la cual sulamente se ha encontrado
una unica secuer -ia de nucleotidos (por ello se coloc=n los
digitos @1 finales; en el caso hipotético de encontrar ﬁtra
secuencia de nucledtidos encuadrable dentro de _DRw52;I
diferente a ésta, que afecte a la secuencia de aminodcidos
deducida de aquélla, recibiria la denominaciéon DRB3%@10@2).

Los alelos DGB1k@5@31 y DGBX@5@32 son idéntices

funcionalmente; existen sélo diferencias en algun cocon en. :

su tercera posicion.
Existen, ademas, locus que nO codifican ningun
polipéptido reconocido en la actualidad, a los que

igualmente se les denomina con letra latinaj; por gjempiu, L

DNA (no confundir con las siglas del"’écid@f

desoxirribonucleico, pu®Rs aqui estamos tratando de un'lagﬁ§
gendamico), DOB o DOAZ (antiguo DXxa) . ~resentan
polimorfismo a bajo nivel (Johnsbn y Rask, 1989), aunque no
se les ha asignado nomenclatura numérica a sus variantes
alélicas. Es necesario tener en cueﬁta a estos locus a 1a
hora de estudiar polimorfismo genético, ya que rpuedEH
interferir en los resul tados del tipaje con sus secuencias
de nucledtidos, al existir la posibilidsd de producir
hibridaciones cruzadas.

Los o igonucleodtides empleados para la deteccién del
polimorfismo, 2 nivel giendmico, en las moléculas de HLA

clase 11, siguiendo 1la técnica mas usada hasta el momento
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(amplificacidn genica mediante PCR e hibridacidn con
oligonucledtidos -Saiki Y cols., 198&6-) tenian en un
principio comc objetivo tipar alelcs (serian los "allele-
specific oligunucleotides”), pero mas tarde fuerun
disernados para detectar secuencias determ;nadas, al
observarse la gran complejidad del polimorfismo en estas
moléculas, que haci2 imposible la caracterizaci&n_ dg ;?§f;%{
alelos con oligonucledtidos especificos; de aqui reciﬁé&i;l
nombre de SSO ("sequence-specific oligon@ﬁleotideé”).

Reciben asimismo una nomenclatura unificada (de acuerdo con

i

los protocolos para el tipaje gendmico de HLA DAﬁlM;EIH*I

Workshop Internacion§1 de Histocompatibilidad, 19?@);

1.+ Eb crimér lugar se les designa con el iégﬁs;w
dentro del cual van a detectar el polimorfismo. ' bﬁ;
ejemplo, los oligos DRB detectan variaciond;' 'nn  id
secuencia de nucledtidos de este gfupn de locus ipﬁr; i§sE'T
880 no se hacen distinciones entre DRB1, DRBZIQ DRBS} id;ﬁl“f.i
ocurre en el resto de los locus).

2.- Se les aRade dos digites (sin pnnér.niﬁqﬁn
asterisco entre ellos vy el nombre de 1los lucusj?JQQé
corresponden a la posicion aminoacidica en 1la c;den;:
polipeptidica alrededor de la cual se ercuentra la
variabilidad cue dicho oligonucleét%do va a detectar. Este
aminodcido esta generalmente dentro de algunas de :1;5'
regiones de variabilidad con las que cuent&nitudns 1B§;:

dominios polimérficos de las moléculas HLA, y de las que

50




hemos hablado con anterioridad. PFor ejemplo, los 92ligos
DRBS57 detectan variabilidad alrededor delrcodon S7 de los
locus DRB (que corresponde al aminoacido 57 de las cadenas
f de DR).

3.~ Por ultimo, se (es ajade otros dos digitos,

asignados arbitrariamente, que corresponden a una secuencia

concreta dentro de dicha region de varxabllxdad, y quo-iKHJMA

}avarece en uno 1 varios alelos. Por e;emplo, cada uno dl
los oligbnucleétidos DRB1021 y DRB10@2 va a detectar una_f-
“;ﬁecdehéié diferente, dentro de la reqiﬁnd de varigbilidqﬂluﬁ
centré&i por el codon numero 10. |

No debemos confundir esta nomenclatura ﬁtoni. 

'impieadé para designar alelos: asi DRB1x1001 ﬂﬁi 5 H

deﬁqunacian' de la unica secuencia
T{-étrgéférizada hasta la fecha dentro del tiﬁﬁ sérbiééi
DRuid, mientras que DRB10OO1 {sin sterxsca‘ \
éidentifi:ar el locus DRB en concreto) representa a ﬁna d.
7}05 oligonucleétidos que detecta una secuencia determinadaa
.ergdedor del codon 10 (o;p951c10n amznoaczdxca 10);= y

Toda la variabilidad detectada
éligdnuclebtidos se encuentra en el dominio 81 dit
diferentes molécuias, iugar donde se concéntra'ih'?m¢§or
parte del poiimorfismo de estas moléculas.

Entre lﬁs mecanismos basicos qué originan el

polimorfismo e€n HLA no parecen incluirse las mutaciones

puntuales de nNovo; parece deberse, entre otras cosas, @
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conversion génica con transferencia de ep . .0pos
preseleccionados sobre una base de duplicacioéon génica
(Gorski y Mach, 1984;.

En un intento de explicar la evolucion deI.CMH se ha
elaborado la hipétes.s de que éste se encuentra‘ bajo la
influencia de dos fuerzas evoiucionarias con{rapuestas
(Nagy y cols., 1989):

1.- Escape mutacional de 165 patégenos a la
prgsgntacibn de sus antigenos al sistema inmune. Esto e§h ?
pgligroao para la especie, Yy Ppor tanto podria habﬁfﬁﬁ
5elecciunado moléculas de CMH capaces de uniFse a .uaﬁf_
amplia gama de péptidos diferentes, a traveés de._rgﬁgajﬁ?u‘

estructurales compartidos por ellos, ademas de favure:éF,Q

los individuos que portaran loci duplicaﬂdg de H;ﬂHfﬁ,

(poligenismo), . pues aqueéllos contarian con un
suficiente de moléculas presentadoras de antiqenué;':€“ 
impedirian que el patogeno escapara totalmente dé?
presentacion. » |

Con varias moléculas de amplia especificidad séi
pueden combatir los patogenos por parte de tﬁdos;llas
individuos de la poblacidﬁ. Sin embargo, el namerd de
genes CMH presentes no debe ser excesivo, para que. 1#
autotolerancica no provoque deleciones muy extensas en'rei

repertorio de células T, 1lo que traeria como consecuencia

una gran susceptibilidad frente a patogenos extranos.




2

2.- Mimetismo molecular de los antigenos del
hgésped por parte de los patégenos, que originaria el
polimorfismo en un intento de distinguir entre lo bfnpio Y
lo "pseudopropio”, mediante la seleccibn " de cambios
alélicos en las zonas de la molécula de CMH que se unen‘ al
péptido antigenico (en otras teorias mas antigua# se achaca
al escape inmunoiogico la existencia del polimorf;smu en_5 
HLQ).‘ Con estos cambios en el CMH? tambien cggbia.el fsglfaﬂ

_iﬁhanulégico", es decir, 1o que el sistema CMH recpnoceﬁ

‘cuﬁo propio; de agui que cada iﬂdividuortengaﬁ_sd ﬁ;épia
idegtidaﬁ inhunolagica. Cag_esta’estrategia la mayor par£é _
de ia. poblacién se salva, aunque unérﬁnFtipﬁ shcumpéi.
(aquélla qge. pdgee alelos que se unen“a féépti§ds aﬁé;?L

patégenos que mim=tizan péptidos propics).

E£1 locus HLA de clase II, de acuerda a la hiﬁ@tisis 

anterior, habria evaturionado hasta 1legar a_incl@ir‘:$§4;
moléculas diferentes por haplotipo, expresadas‘en mémbfiﬁa;
(DR, DRwS2/53 -no siempre presente-, DQ y DP),. qqgf?é;

convaftiran en b—B' si el individuo es heter;zignfa ﬁﬁrai

todos los locus; togdas ellas aan puliﬁérficas y :cuﬁ
especificidad peptidica amplia. Las multiples variénteg
alélicas que aparecen en cada uno de los Iocué, extendidas
por toda 1la poblacién son suficientes para mantener a 1a
especie a éalvo, aunque ciertos individuos sucumban frente
a un ;ntigeno determinado, gue depnnde'de 195 alelos en CMH

gue posean.




TABLA 1-1
NOMENCLATURA DE LOS GENES EN LA REGION HLA

CLASE 1

Nombre Egquivalentes c risticas
previos moleculares

HLA-A cadena de clase I
HLA-B cadena de clase 1
HLA~-C cadena de clase 1
HLA-E i asociado fragmento Hind
‘ 111 de 6,2 Kb de clase 1
HLA-F : y asociado a fragmento Hind.
M I11I de 5,5 Kb de clase 1
HLA-G : : asociado a fragmento Hind
W I11 de &,0 Kb de clase I
HLA-H ’ ' asociado a fragmento Hind
- . 111 de 5,4 Kb de clase I

CLAGE II

bre Egquivalentes Caracteristica-
previos moleculares

HLA-DRA DRa Cadena DRa -
HLA-DRB1 DRiB, DRBI Cadena DRB1 que determina
' especificidades DR (DR1-DRwiB)
HLA-DRB2 DRRIT Pseudogen con secuencias
similares a DRB Lt
HLA-DRB3 DR3B, DRBIII radena DRB3I que determina
. especificidades DRw52
(DR3,S,w11,w12,w&,w13,u14) i
HLA-DRB4 DR4B, DRBIV Cadena DRB4 que determina
especificidad DRw53 (DR4 y 7)
HLA-DRBS DRBIII Cadena DRB5S de haplotipos DR2
HLA-DGAL DGal, DGQ1A Cadena DQa S T 1
HLA-DGB1 pagi, DQ1B Cadena DGR
HLA-DAAZ2 DXa, DDO2A Relacionado con DQa
No se conoce expresion
HLA-DGB2 DXB, DQ@2B Relacionado con DGP
No se conoce expresion
HLA-DOB DOp Cadena DOB
HLA-DNA DZa, DOa Cadena DNa
HLA-DPA1 DPal, DP1A Cadena DPa
HLA-DPB1 DPR1, DP1B Cadena DPf
HLA-DPA2 DPa2, DP2A Pseudogen relacionado con
: cadena DPa
HLA-DPB2 pPp2, DP2B Pseudogen relacionado con
cadena DPf




TABLA 1-2

DESIGNACION DE ALELOS HLA-DR

Especificidad Especificidad Alelos Ref
serolégica DR celuiar Dw .

DR1 Dwi DRB1%@101 25,304
Dw2@ DRB1%@142 . 200
Dw ‘BON’ rB1iD103 118

DR2 Dw2 DRB1%¥1521 . T
Dwi2 DRB1%1502 _ 326
Dw21 DRB.X1601 3256
Dw22 DRB1X1602 179
Dw3 DRB1%x2301 25,110
Dw ‘RSH’ DR31%0302 v 137
Dw4 DRB1%2401 LS
Dwi® DRB1KQ422 115
Dwi3 DRB1%D403 . 60
Dwi’ DRB1Xx0407 189
Dwild DRB1¥@4024 60,115
Dwid DRB1x@408 118,189
Dwl5 DRB1%0405 - o
Dw ‘KT2' DRB1%0406 117

- DRB1%x@409 L v
- DRB1%0410 231
- DRB1%0411 231
Dw5 DRB1x1101 298
Dw ° ' DRB1%x1102 25
- DRB1kX11@3 283
Dw ‘FS’ DRB1¥1104 . 190
Dw DRB1%120i 1,212
- DRB1%x1202 1
DRB1%1301 25,110

DRB1%1302 ¥ s

DRB1%1303 172,23€,300

DRB1%X1304 172

DRB1%13@5 230

DRO1%1401 107,110

DRB1%1402 107

DRBi%1403 217

DRB1.X1404 195

DRB1%140@5 . 218

DRB1%91701 116,148

DRB1x@722 ¢ 25




TABLA I--2 (continuacion )

DESIGNACION DE ALELOS DR

Especificidad Especificidad Alelos
serolégica DR celular Dw

DRw8 : Dw8. 1 DRB1x@8@1

Dw8.2 DRB1%28021

DwB.2 DRB1 08022

Dw8.3 DRB1%@8031

DwB.3 DRB1x@8032
- DRB1 %0804

Dw23 DRB1X@9211 it

Dw23 DRB1x@9¢12 L) o
- DRB1x1001 . 200

DRw52a DRB3%0101 T om ey

DRwS2b DRB3%0201 L2880
: DRB3%0202 . e

DRw5S2c : DRB3*0301 b d%2

Dw4,10@,13, DRB4x 0101 25,1145
14,15,17,23 116,278

DRBS*2101 ' 25
DRBS*@i02 ;
DRB5%0201

DRB5%0202




T1ABIiLA 1-3

DESIGNACION DE ALELOS D@

Esgecificidad
seroléqgica D@

DGw4

Especificidad
celular Dw

Dwi,9

Dw2,21,19

Dwi8,12,3, FS’

Dw7,11

Dwé4,10,13,
14,15

Dw23

Dw23

DwB, ‘'RSH’

Dw3,5,22

Dw3

DwS

Dw22

DwB

Dwl

Dw21

Dw?

Dw?
Dwi2,8
Dw2

DbwiB, ‘FS’
Dwl®?
Dwi9
Dw3,7

Dw4,5,8,13

Dw4,10,13,14

Dw23
Dw23,11
Dwl5

Dw8, 'RSH’

DOA1x0101
DAAL1Xx@102
DOA1x@103

DAA1%0201
1A1¥03011

DEA1X03012
DOAL1XD302
DCA1%2401
DRA1XO501
DOA1X@5S011
DOALX05012
DOAL1X@5013
DOALRD6O1

DGB1%@501
DGB1%@502
DOB1%05031
DOB1%@5032
DOB1%@504
DGB1%0601
DOB1%0602
DQB1 %8603
DGB1%0604
DB k0605
DOE2 %0201

DOB1%@301
DQB1 %0302
DOb1%03831
DQB1%03032
DGB1 %0401
DOB1%0402

Ref.

302,133
134,248

11,133
134,302
133,172
248,302
133,302

11,134

133,302,304
302

133,302
133,172,302

133,134,302
26,172
46,133,134
148,302
133,302
133,137,302
26

51

319,133
133,302

$: Continua vigente esta denominacién pues puede publicarse
sdlo una secuencia de aminodcidos o una parcial de
nucledtidos. '




TABLA 1-4

DESIGNACION DE LOS ALELOS DP

Especificidad
celular HLA-DPw Alrlos Ref.

= DPA1x0101 11,95,219,309
DPA1%0102 309
DPA1%01@3 119
DPA1%x0201 55,309

DPB1%@0101
DPB1x02011
DPB1x@2012
DPB1x0202
DPB1x@301
DPB1%x02401
DPB1x@402
DPB1%@50@1
DPB1%0601
DPB1x2801
DPB1x2901
DPB1%x10@1
DFB1x1101
DPB1%1301
DPB1%x1401
DPB1%15@1
DPB1%1601
DPB1%x1701
DPB1%1801
DPB1%1901

(Todas estas tablas han sido refundidas Yy modificadas a
partir de las sucesivas publicaciones del Comité de
Nomenclatura para los Factores HLA de la 0.M.S5.).




1.8.- DISTRIBUCION TISULAR DE LOS ANTIGENOS DE CLASE 1 Y II

1.8.1.- Antigenos de clase I

Hasta hace algunos afos se pensaba que loé antigenas
de histocompatibilidad de Clase I estaban presenteﬁ en
todas las ceélulas nucleadas del organismo (Berah Y céxs., %
197¢) a excepcién de los trofoblastos (Faulk y "Tempie;'
1976). Estudios mas recientes han demoitradu . que la’.
distribucién de 1los antigenos de Clase. I estd mas
restringida de lo que sugerian 1los primérns traﬁéjos.
(Redman y cols., 1984; Natali y cols., 19843;_Da§r y.ﬁols.;;

1984a y 1984b).

Natali y colaboradores (1984a) detectaron la rfaita. _

d2 expresién de antigenos de histocompatibilidad de;ﬁ}qie 1

en la corteza cerebral, cerebelo, ganglios simpéticp§,  ]5

hip6fisis, glandula paratiroidea, tircides=s, 'paﬁéféaé
exocrino, hepatocitos, espermatozoides, tubos seminiferos,
musculo esquelético y liso.

ﬁaar (1984a y 1984b) encuentra débil expresion de
estos antigenos de Clase 1 en mucecsa gastrica y células de
los islotes pancreadticos, ademas de falta de expresion .en

¥

endotelio corneal y gléndulas de Brunner duodenales.




1.8.2.- Antigenos de clase II

Inicialmente los antigenos de Clase I ¢ se
describieron sobre linfocitos B ¥y .munocitos (Kissmeyer-—
Nielsen, 19793 Winchester vy cols., 1975). Mas tarde, se
encontrd que se expresaban tambien sobre células T
activadés (Fu y cols., 1978) células epidérmicas de
Langer hans (Klareskog §1c015., 1977), ceélulas endatgliéles‘_

(Hirschberg vy cols., 1979) v a lo largo de dgfereﬁﬁgg ﬁ;

estadios de diferenciacién de precursores hematqpoyéﬁitgjf;,_a

(Winchester y Kunkel, 197%9) .

Actualmente, se ha demostrado que su distribuciﬂn é§_f;'

-

mas amplia de lo que inicialmente se creia vy quéfkggi
expresién no esta limitada a células del sistema iqmﬁne‘,'

sino también a células de origen no linfoide'cumu céiﬁ1;s 
g Tt ol

g e

endoteliales y diferentes celulas epiteiiélés (1eﬁ§§agr
amigdalé; epiglotis, traquea, intestinb‘déiga&p, Greﬁra;;?
epididimd y tuﬁulns contorneados pruximdles- ﬁel Ei%dn)
(Natali y cols., 1984b; Daar Yy cols., 1984b). También
aparecen en gueratinocitos, epitelio timicd, _tirocitos y
células no epiteliales como astrocitos, melanocitos, etc.
En estas ceélulas la expresion fno es constitutiva, ';ino
inducida por t-interferon (responsable probablemente de lé
aparicion de antiigenos de clase Il en situaciones enj{a

esta en mar:hé una fuerte respuesta inmune) y, en algunos

casos, TNF-a (Benoist ¥y Mathis, 1990)




1.9.- BIOLOGIA DEL MHC

(Figura I1I-9)
1.9.1.—- FUNCIONES DEL MHC

Desde que St demostrd gue los genes que rontrolan la
react.vidad inmune contra antigenos simples estan ligados a
los genes que codifican los productos del cMH y ne a los
que ccdifican las inmunoglobulinas (Mc Devitt vy Tfan,
 1¢6§), se han acumulado evidencias que corroboran el papel‘
.éénfral de los cumponentes del CﬁH: "La discrimiﬂac;an

entre lo propio y lo extrafe" (Pernis y Vogel, 198%).

Asi, CMH clase 1 se encarga fundamentalmenfe de

informar a los linfocitos citotéxicos, a traves de ﬁukw
receptor especifico, de la produccion en la cé'ila en .lé'

que se ubica de antigenos extrafos al organismo; la funcion
de estos linfocitos es eliminar dichas células, como fuente
de tales antigenos.

En cambio, la funcion de las moléculas de clase Il
es ;nformar de la existencia de un antigeno no-propio A los
linfocitos T helper, los cuales estan encargados de generar
una respuesta inmune frente a ¢l (Benacerraf, 1981); Este
antigerc normalmente es endocitado por los monocitos © bien
captados por los anticuerpos de membrana de losrlinfoc;;os
B; ambos tipos celulares son los Qque fundamertalmente

portan las moléculas de Clase II en su superficie.

b1




Figura 1-8:

Esquema de algunas ce las funciones de las
moléculas HLA. La célula presentadora de antigenas
(fagocitos mononucleares ¥y células B) capta antigenos
exdgenos, formando un fagcsomaj déste se funde con
lisosomas para ccastituir el fagolisosoma, donde el
‘antigeno va a ser degr: jado a pequefos péptidos. Tambien
se incorpora al fagolisosoma la molécula de HLA clase 11,
acomoafada de la cadena invariante Inv (nO representada);
alli =e va a asociar un péptido con una molécula HLA, ¥y
juntes, van a salir a la superfie, donde se van a
encontrar con un linfocito T helper gque porte en su
membrana un receptor (TCR) especifico para ese complejo
HLA-péptido. Esta interaccion entre la molécula HLA clase
11, peéptido antigenico, Y TCR especificu, es lo mas
importante en toda respuesta inmnune especifica, ya Qque va
a activar a la célula T, gue a su yez €S Capaz de coaoperar
con .otras ceélulas involucradas en la respuesta inmune:
linfocitos T citotéxicos (quienes a través de su TCR
especifico van a poder lisar células que presenten
antigenos, esta vez endégenos, asociados a wuna molécula
HLA clase )y linfocitos B { produccion de
inmunoglobulinas) v generacién de linfocitos T memoria,
encargados de organizar una nueva respuesta inmune ante la
reaparicién del antigeno en cuestion.

los linfocitos T helper, que presentan en su
membrana la molécula CD4, poseen TCRs que interactudan
prdcticamente siempre con moléculas de clase 1I; las
células citotéxicas, CDB+, por el coentrario, hacen lo
propio con clase i; (las moléculas acresorias no estan
representadas). En cualguier casOg stalo se producen
respuestas cuando todas las células interactuantes
per tenecen al mismo individuo (fendmeno ~ de le
restriccion).
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Han sido varios lcs estudios e investigaciones sobre
los antigenos del complejo mavor de histocompatibilidad.
Asi, en 1972, Benacerraf y ‘Mc Devitt observaron que ql
elevado polimorfismo presentado por las moléculas del CMH
determina que los individuos difieran en su'tapacidad de
responder especificamente contra determxnadaﬁ ahtiq;no.m
Sevach y Rosenthal (1973) y Katz y culabufadorus (1°73)
demq?traron que las moléculas del CMH _contrpi;g
interacciones celulares entre diversas células d!i §;?t
inﬁﬁnﬁé células T y B. Mas tardé, Zinkernagel ylbﬁai
_(1974) dembstraron que 195 linfocitos T rnconq;.ﬁ lqtj

extrafos s6lo cuando se presentan en ia stlffi

en conjuncién con moléculas del CMH autdlogo. Por

parte, Bevan en 1977 comprobé que los linfociﬁb!'f”
'llan receptores para el prnpzo CMH duran;e la‘
ciacién, encantrandase dxchns receptorns salo
11nfoc1tos maduros de sangre per;ftr;ca.

Eltas 1nvestzgacxones dieron
de los dos prc:esos mas
lmplxcados los antigenos de h19t0cnmpat1b111dadl
{.9.1.1. Fenomeno de la restriccion haplotipici;‘i- '

&n él las muleculas de Clase 1 a:tuan ; étmp
marcadores de la'propxo para los lznfocitos T citotéxicos Y
las moléculas de Clase il para los lznfocitol T‘

reguladores.




Existen, por tanto, dos tipos distintos de

restricciéon, la mediada por las moléculas de Clase I vy la

mediada por las molécu'as de Clase II.

a.~Restriccibn de Clase I: : et
Para que una célula T citotéxica (CTI-) pueda liiak-¢;
cu'n po=1b1e célula diana que exhibe un antiqenn recnncczdaa

; de no ocurr;r e;ta, 1a

'los ant;genos de Clase 1

lisis meeiada por los .lxnfqeitas_T de ctlula: $

por virus (Zinkernagel §iDuhéF£¥) 1?74).

b inantriccién ﬂe Clase II.

”Lt hc!tricciﬁn de Clase II en :la reipﬁns_

,dc :tiui_s

que su aparicién requier= ‘11 prasangxa:




alogénices. Tiene una importante implicacién en los
transplantes de érganos (Klein, 1982).

Consicste en la aparicion de una intensz respuesta
inmune, tanto humoral cor™ celular, producida al introducir
celulag de un individuo en otro de 1A misma especie, con el
que no comparte alguno de los antigenos del Cnmplejn Mayor
de Histocompatibilidad. Esta reaccién es de gran magnxtud

i;que existan inmunizaciones previas y se dirige :cpqt
:fﬂaiuant;qenns de Clase I y Il presentes en_lai'égiqias'éj
donante. no compartidos por ambas xndzviduos. s

Es esta la unica sxtuac;én en que 10&

jracnnpéén moléculas axtraﬁas sin.

.

'autblqgo, es decir, no aparnce el flnameno dej

-funt;genos de hxstocompatlbilxdad.

: aht;genos de Clase 1 tlenen qran xmportdnczi en %ilt_

gde lﬁntrnnsplantes. .

: Segun estas y otras experiénéi;s, ll canjuntn 6&-
.hfpfidus pregantado por las moléculas de CﬁH es lo que el
_;istema inmuﬁi‘ consxdera prnpio. El f.nbmenn dnjfla
h;orfeh¢cién .aﬁarecerza cu ndo el CMH de un individuo'
'}eténace' péptidos difnrentes preseltadus pur
diferentes, mas que reaccionar frentc a mqlééulaQ..ﬁ%H

aisladas (Kourilsky y Claverie, 1989).




En los ultimos afios se ha demostrado, que
alteraciones en la expresion de los antigenos de
histocompatibilidad de Clase 1, desempefan un importante
papel en el grado de malignidad vy en la capacidad
metastadsica de wun tumor, siendo la idea mASrhqceﬁféda'
actualmente que la pérdida o disminucibn en in_egp;ééiqéfdgg

estos antigenos es un mecanismo que permxte a

tunbrales escapar a la accién del 515t.m‘ : in@Qﬁ*a

% F‘ tenstexn y Garr;du, 1986) .

furma degradida (Moller, 1987), como péptidos
a_‘la “gruta“, observnda en la .1struc,
”#;~ moltcula; de clase 1 (BJorkman v cols.,‘i?ﬂ?h@ ‘y'

ﬁ‘en clase 11 (Brown y cols., l?BB) -Tpdas 1:3:
pueden-asociarse a un gran numero de pépt.

3cada una. de los -alelos  de HHC lu hace

“dxferente de pﬁptidos; Esta unién esﬁde

(Buus y cols., 1986). - |
< ' $a;k£h observado la existnﬁ_xa d.[ dos rutas
presentacxon antlgenica, dependiendo 'de la proceden_
antigeno. Si (bte prnvxene del exterior de ia célulq,
captado por ésta y presentado paor las moléculas de clase ff

a 1a§ células T helper, mlentras que si el antiqnno ut
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producto de las rutas biosintéticas celulares, se asociard
a las moléculas de clase I y presentado a las células T
citotoxicas (Germain, 1986).

Existen datos experimentales recientes, que
demuestran que las prqteinas antigénicas no son presentadas
a las células T helper como moléculas intactas, sino que
antes son escindidas en péptidos menores en el interior de
IQ célula presentadura de antigenos (Unanue, 19941, -
pé#tiﬁos xnmunogénlcns resultantes se unen entunces*a
- m";éﬁula de }Clasg I1 (Upanue, 1987).
ingresan en elA com,artiﬁento l‘isosom;al
presentadnra dnnda son degradado' ;uatﬁriurmehfh‘uh‘

las moléculas de L .ase II cuya furc;an es la de pr#leﬁ
 ”-e1 antigeno a las ‘céiqlas T, : ;nteraﬁtuanda cn@ lap]
h?;reclptares de dichas céiulas (TCR) ,
\camplnjo antageno—MHC (Schwartz, 1985). De
molécula de Clase II, se comparta mas cumn un
:camo un simpla sztio de unidn para lni p&ptxdus da
de ant;genos extrafos. Las células T, por tanto, r
_lus péptidos extraﬁos después de que estos
'”npropxadamente a la molécula de '

Sy

papel de esta malécula de Ctase II

moleculnr para los pépt;dos ant;qihzcos (Germa1n,

a

‘.—.}1"

antcnienﬂo el pépt;du en una conf;qurac;én favornbl& pnra‘
que sea ade:uadamente reconoc1do por parte de las células T

(Gammon, 1986).




Dentro de: este proceso, la cadena invariante
asociada a las moléculas de clase 11 determina la
localizacién intracelular concreta de estas moléculas: en
el interior de las vesiculas endosomiales (Bakke y cols..__
199@), dirigiéndolas de esta manera hacia la ruta d;
procesamientoc de antigenos de procedencia eubgena‘{Teytonlyg

cols., 199@0). Para la correcta or;entacxdn del pruccsa son

”adriqs la ;adena Inv y ambas subunxdades de HLA clasu'g;f

ti'iquiééu, 199@). Esto es posible, debido al hechq de que

la Q& 6hjdel peptido antigénico e Inv a clase 'II gs_“
mutu‘&ente exclusiva: la unxan de Inv a claﬁe II '
rltacula endopldcmico impide la asociacion de esta mol*

con el oéptido. Al 1legar al compartxmentc endosumzll,
diso&ian, (por el ba;o pH y la actividad prateol;ticl
presente en los endbsomas -Roche Yy Cresw¢11,119933“
'ﬁermxte la asocxac1¢n de clase II con péptldol ar;gin&&,
por la degradacion enzimadtica de antigenos enﬂoﬁiéadp
pndrxa decir que Inv retarda la de V

claba II hasta el momento en que logra situarld

adecuado (endosoma). De esta forma, Inv pr-selé&c,ﬂna de
Valqunag manera qué peéptidos van a esta? di punxbles par&
snirse a clase 11 (Brodsky, 1998), v facilita yparac
entre ambas rutas de procesamiento antiggpéﬁﬁ.

parte, a pesar de _nho géir .xmprescxndxbl.;_
proéesamiento Y presentacibn' antigénica.gia ‘ﬁiegpnc§a o

ausencia de Inv altera el plegahiento'de los dominios de ..
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clase I1 que se unen al péptido, modificando por
cuns;guiente su especificidad, asi como el reconocimiento
por parte de anticuerpos monoclonales (Peterson Yy Miller,
1990) .

Por otra parte, las vias de prucesamientow-y
presentacion antigénica son d;ferentes cuanda se trata de
MHC clase I; en este caso, los ant;gencs procedan de 1a

lrw&a normal de bios:ntesis proteica qe’la ‘i@u} -(Tuwnsend

 yﬁf;orresponden a proteinas v;richﬁ o

iﬁgtﬁi ps. Se ha observado, al igual que en las molécu
_He -clﬁgi Iiff hﬁa'_los antigenas rtconocijw
IinfbcitOS eé:el\zuontento de MHC. clase I son
cartos ptotzdos (Townsend Y cols., 1986); " .
'}:itosalzcos pasar;an al-'rnticulo endopliim,
?sintetizan las mn‘éculas de MHC clasc I)
%tr&nsportndores dopendzentes de_ e grg;a,
' fqaractnrizadns (Parham, 1990) hv-.se':
Vlmoieculas de clase I que terminartn i
'meﬁbrana. Dichos fragmentos son pres?ntadoa al
(11nfac1tos T citatﬁx;cns) en 01 m1smo cunte‘*ﬁ
-mnlécula ue Clase I,‘ La asoc;acxan del p&ptxda
.cnn Its mol&tulas de clase I

1egamxento correcto d! Ia :adena pesada, as cd
mxcrﬂgluhulzna Yy transporte ‘a :

¢Q;ols.'; 1989)- o P‘ﬁtldﬂs por

uxtrcurq subunidad del complejn de presentlcibhfiﬁifgiqiba51




(Kvist y Hamann, 1990), junto a la cadena pasada y la B-2
microglobulina, "instruyendo" de alguna forma a la molécula
de clase I para que adopte una conformacién estable y
correcta (Parham, 1989).

Por otra parte, se ha observado que las hbleculag
CMH estdn implicadas en determinar qué péptidos se puﬁdqﬁzf
hallar intracelularmente, Yy por tanto que )fva ser
considerado como “propio"A (y como tal, pré
“iiﬁiéma inmunoldagico para que éste desarrolle tole,r__
f;énte a ello), ya que la molécula de HHC protngl ;nfg
medida de la degradacion a los pﬁptidoggg :
(Falk y cols., 1990). : e

La diferencia en las vi
presentacion antvgénxcas responden a la dilt;n'
qul txnne asiqnada cada una de las clases dil

7-unl relpuesta 1nmune. De todas mantras, c0m

“complejldad de ambos mecanxsmos, de los ci ales?aﬁg

ant;génxco de las células“'f (TCR) (Kronenberg, 1986}, Que

es adquirido por el linfocite T en la fase intratxmica del
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desarrollo (Adkins, 1987). Cada supoblacion linfocitaria
reconoce al antigeno unido a una determinada clase de MHC a

travées de esta molécula TCR (Saito y cols., 1988). La

interaccién del TCR, péptido antigenico y la molécula de

clase 11 lleva a la activacién de la célula T, y porxtgnta,j

a un respuesta inmune frente 3l antigeno (Sltte_y_‘ﬁpls.."

1937}. - Se ha observado que la secuencia.'pri@‘fiﬁivﬁd
i La'uminotermznal pol;mérfzcn de la malécula d :

= _nﬁﬁcial en el reconocmm;ento par parte dcv 1 ﬁ” gﬂ

El
fqlx;as;lado can un puenta d;sulfurn y con yn p
HQg EE—QB Kd, aislado medlante

;.xcuerpas monoclonnles que

Ayunns 40—44 Kd (Kappler. 1993; Allzson. L?94).

:nmiﬂfbs varlablts y constlntes simila g




subsector de timocitos tanto en raton como en humanos
(Chien, 1987).

Los TCR sé encuentran asociados en la superficie de
la célula coﬁ otras moléculas, denominandose al conjunto
"complejo 73", el cual se encuentra _posiblemente
involucrado en la tfansduccxdn de senales. El_caﬁpleiakTS
hqmino incluye dos glicoproteinas denom;nadas T y G‘de 25—

21 Kkd respectivamente (no confund;g_conu el;receptor“

‘ya comlﬁtado en el parrafo ‘dﬁtgggh )

Hed;ante una seriu de GStUlea i-

11¢andos de los TCR aB son peptzdos iun;dos

b
ot

;f;wpar las moleculus CMH (Babbxtt v cuxs,' 1@@@

.CHH clase II Y TCR (Sette y cols., 1987)._

A pdrtir de datos obtenidos de la secu-ntia
regiones varinhles:de la TCR, se ha deducido una citrutturh‘
en laminas B'gi@fl”ﬁosu a las regiones varxnblet de ?iéﬁ
inmunuglobulinu::a;SQfha'sdgerido un modelo de iﬂterac&ién1
entre TCR y MHC unido é;ﬁﬁﬁptido antigénico, b..andog,j.hf{:

las estructuras de 1los dominics variables del TCR,
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{suponiendo una dispoéicibn seme;ante de las_‘reqipnes
hipervariables o détérminantes de: complementar;edad CDR en
inmunoglobulinas y TCR) y los dominios ﬂistdles de la

molécula MHC (Bjorkman 'y cols., 1987a)

e X

Este péptxdu,_ sztuado en la qruta-




Los linfocitos 18 noO poseen en su superficie las
moléculas CD4 ni CD8, y no ‘estén restringidas por las
moléculas MHC clasicas. Pueden estar en relacién con las
moléculas de clase 1 no clasicas ("Ga-like en humanos")
(Strominger, 1989), habiéndose ya dqscrita para un antigeno
extrafo concreto reconocimiento,'restringido por MHC de

c;asé clasico, por parte de células T8+ (Vidovic vy

Y

1 424. Suleccian del r-purtorxo de células Ty tolirigﬁiiﬂﬁ
: \ Eﬁilten varias formal de mantener la tuleraﬁﬁx; z‘;
1_propxo lﬁchuartz, 1999). El mecanismo mas xmportantc cnh-;;
prp:eso;dl tolerancxa a ic prupla es la delecion en Il tiuu
d&*clonos“T cuyos receptores sean espec;f;cus para pépﬁidos
ivaqgs dc{ prqte;nas propias unidas a moltculasf“HHC_”“
kLasﬂcP}uiﬁs
E?hpniibiég con MHC propxo en aus.nc;a de
dxf;nﬁds..”-Se ha suger;do que el rttonoc;mxcnto di
.iCﬂMHIEJOS MHC—autoant;geno pueden estar znvalucrado
:é procesos de autorrequlacxon (Kouaxlsky y Claveril,"IQBéf
sl" ha observado que las@maléculas'del MHC -stan‘etup“dol
‘ : (Buus Y cnls.; 19@8) {§3-
g gucf ﬁ%ﬁ:gntan léoAstiiuéivament;f;utohntigenos (Lorenz %1

Estos pépt;ddﬁ;lutélogos, ﬁruceduntes de la

degradacién ' de proteinas nomales. podrian  ser los
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antigenos de histocompatibilidad menores, en contraposicion
a los antigenos HLA, O mayores (Wallny y Rammmensee, 1990) .

Se ha postulado 15 existencia de dos vertientes en
esta seleccidn: negativa que elimina los linfocitos T
autorreactivos, asegurando tolerancia por las propias
proteinas {Marrack ¥y Kappler, 1988) y positiva, que asegura
cierta afinidad por los alelos MHC del individuo, y que
trae coma consecuencia la division de la poblacion T en dos
qrﬁpos CD4+ y CDB+ (Sprent y cols., 19898) .

Empleando ratones transgénicos para él Receptor de
células T se ha pustuladq una teoria basica de desarroi}n.
linfocitario (Von Boehmér, 199@) . Las moléculas ﬁHdi
determinaran el desarrollo de los timocitos CD4+ CD8+ ﬁuéi
expresaﬁ TCR aB. i el receptor se uﬁe con ciqrti;
intensidad a ligandrs MHC presentes-en el epitelio t;ﬁitqﬁi
la célula sera seleccionada ¥ continuara 'su dosgrrolla;‘ii
el receptor no se une a un ligando timico, O gien‘se
con suficiente intensidad, la célula morird tras unos

No existen pasos discretos durante 1la seleccidn}“é

realidad la cualidad de las seRales la que decide 12

~eleccion o no de una célula.

g1 fenotipo de la ceélula 5e1eccibﬁada dependera de
la clase del ligando MHC al que se uniéd su receptor: szré
i Bhee il a Wk Tglal BIVLIN LT unié a MHC
.clase 11 (Janeway, 1988; Von Boehmer, 1988). La gﬁprei;on”:#-

de clase II en céluias estromales timicas es necesaria pari
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la selecciton positiva de células CDa+ (Bill y Pal.er,
1969), como lo son las moléculas de clase I pararlos
linfocitos CDB+, ya que se ha demostrado que la ausencia de
expresion de clase 1 provoca una eliminacién total de estos
linfocitos (iijlstra y cols., 1990). Por otra partc,. 1&9‘”_
moléculas de clase II son necesarias parsa delecibnar 1&9 
células CD4+-CDB=+ {McDuffie y cols., 1988).

La delecién clonal no elimina todos losiitidﬁbsng
sutorreactivos, sobre todo en el caso .dﬁ
especificos no expresados en el timo; puéden cohtfgiersu
través del reconocimiento de complejos MHC—péptxdal aropxau 
en la periferia, por parte de clonos T, pero sin QQe
reconocimiento sea capaz de generar sefales cnestimu Ihﬁnﬁ
(Mueller y cols., 1987). Por otra parte, se puedgfa

la tolerancia en estos clonos posiblemente ;a;t

células supresoras aun no completaman te caracterizadas

(Schwartz, 1989).

1.10.- REGULACION EN LA EXPRESION DE HLA CLASE Il

(Figura I-9)

Los dos tipos celulares mds estudiados desde el
punto de vista de la expresion de los antigenos de clase 11
han sido los monocitos-macréfagos y las células B. El

regulador mas importante en la expresién de clase 11 en el
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Esquema de los ele

5

exp enxﬂn ‘de los antigenos HLAjci;ié _%

: ¢ {explicacion en el

cnls., 1939, ¥ Benoxst y Nathxs, 199.)

3 ‘,n' i No

a la secuenc;a X2 por falta_ﬁe espacio.
elementa: de control




REGULAG!ON EN LA EXPRESION
“'DE LOS GENES HLA CLASE Il

Oétamerp- EXON, 1




macrofago es el r-interferén (Rosa y cols., 1983); otros
inductores sor el factor de necrosis tumoral «a (Pfiienmaiar
y cols., 1987) y el GM-CSF (Fischer y cols., 1988). En

células B, la unién cruzada de las inmunoglobulinas (Mond

y cols., 1981) y la interleuquina-4 (Noelle 'y cols., 1986)

son los maximos inductores de la prresiﬁh,;mégﬁtﬁgs queggf'
interferon bloquea el efecto de la IL;4 KNOﬁH;.y coi;:i.
'&éﬁkj; _ En ambﬁs tipos celulares, los glucodprtxco;des_
;Einhxb-n.la expresxan (Warren y VOQEI, 1985; Dennst§ Mnnd,‘
-iQBa), as; como la awfetnprotexna, que parnce exggicar 3
'ausgncia de clase II en neonatos (Lu vy :ols.,ﬂiégﬂi;{'

La regulaciﬂn_‘de la expresion génica

.’;-

'ﬁ geﬁaralmente czer*as secuencias lacalzzadas - en
' 5‘ del 'qen, gn la_ zona conuc;da como promotnr.
*ﬁ?ﬁdatorns se localizan en el extremo 5 del qtn‘vjsu.
’ estar a una distancia del inicio de entre 100 y 1E¢¢
Estas Al otras secuencias promotoras gobiernan al navnl dﬁ.
unién de las protesinas reguladoras al ADN, 1lo cual a iu;vez
regula la actzvxdad de la ARN polimerasa, Yy, Por tanto;'iiF_
transcripcibn génica. Otro tipo de elemento requlador
serian las léecuencias “enhancer"” o potenciadorns; las
cuales suelen tener un mayor tamafo y estar situadas hacia
un extremo u a@ro del gen, pudiendo actuar en ambas
direcciones (Halloran y cols., 1986) .

Aunque podemos encontrar gran numero de datos acerca

t

de 1la regulaciéon de los genes CMH, es una cuéstidn que
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continua estando poco clara. Conocemos que tanto la
inmunosupresién como diversos tipos de inmuhodeficicn:ias.
estdn asociadas a expresion disminuida de los antigenos qc
_histocompatibilidad (Halloran y cols., 1986). De 'hecﬁé

muchns cxper;mentos han sido realizadés qn' pacxenteu qﬁu.

gu:ren IQ:?llamados "sindromes de lznfueito de con

;udémﬁﬁtﬁti,Qn la.expresﬁpn fée lol Ge"'i "@F? Bena

¥ requlacian de la e
s de Clase ' 11 se han visto

5

%!cuenc:ai ,;‘omotﬁras Y potencxadoras asi
ans-acting" Yy secuencxas "cis" (Salter y colt'
Se -&onocen'_t&mbxén otros factores

rcgulaciﬂn de los antigenns de clasa 11,

astructura de la crnmatlna (Ting Y cols., 1995);

"(d- ﬁ.tiiICIdn de los

(Car'tngtnn Y cols., 1989%5).
Pasamos a analzzar con cierto dltlll!'
._rcﬁuiaduras de la exp-esion de clase II (Benoxst y

1?90):

1.18.1.- Elementos cis

Consisten en secuencias aspeciales de nu:le&t1§bs,

localizadas en direcciéon 5° del punto de tris io dn 1a

transcripcion. Su accion recae di?ectamente sobrﬂ 16;

‘




genes situados inmediatamente detrds de ellos. Se

descrito dos regicnes:

i.- Regiétn promotora proximal
€s en esta region donde se <

"enhancer y promotora a nivel de actlvidad consfi;yﬁ@f@
.-”'_'re los nucledtidos -190 a +w.

U_&n:.pruqres1va_ en dxrecc;én 5’
;transfeccxén poster;or

parte, y aplzcacman de'ticnlcas de
EéCle., 1987' Shorman y cols, 1989;h;;
'”;Tiang Yy cols., 199@) por otra.
pgdtnus consxderar las sxguxentes:

o a) Area Z/W: Esta situada Qntra las ]
~15§ ﬂ;,_ -~128, 'respectn de}_ punto de 1n£c&o
1.:tr.ﬁ§;fipc10n.. En elia _exist;n una"
;imﬁbrt#ntes tanto por homologia de

funcionalas. Entre ellas destaca el box

cols., 1987), dondg la producc;ﬁn de mutacxﬁﬁei' hace

disminuir drésticamente la actividad
promotora. :

‘'or otra parte existen zonas adn no d!fiﬁiﬁiﬁ
nitidamente: grupo de &-7 pirimidinas justo 5’ de box X

(quizd4 sea una simple extension de eéste; mas abajo. se
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explica con mayor detalle el box X); un sitio de union al
factar NF-kB, 5 del box S; este factor es importante en la
respuesta a activadores en otros sistemas d;farnntos a HLA bt
(Lenardo ¥y Baltimoré, 198?),'y pareqq sar;.;mportgaye en 1n-i‘;;
respuesta a T—intarferOn Y TNF*q en cl sksttml GQﬂLCD'" -

nos ocupa. Por ultimo, nos encontrnmgs tamb*‘n o_rg

. b) Boxes X e Y: Fueron iqs primeros el

fueron identificadﬁs

eucluszvos de
"‘relativo rtSpecto al inicio de fla ;tra
conseryad ;_as; como la distancia entﬁt..
'baQ:;)ﬁ} Su delec16n elimina la “;;tivid
f”-nhancer" (Boss ¥y Stromanur. 1986) .
La secuencia Y contiene un box CAAT’
ii; deéir. AATTG), que parece seguir:)funcx
"inhéhcer“. de la transcripcién, fﬂi‘(_
contrapartida no invertida (Kappes Y Strom;gﬁiu,

c) Octéamero: (Shermdﬂ,y cols.,: 1957) cnlﬂtidu
entre las posiciones -52 . a -45; esta tambien presente en
promutores de otros genes diferentes'a MHC clase II, como.«
s9n 10% que codifican las cadenas. 119era y plsuda de la

inmunoglobulinas, 1la histona humana B2, la U25nRNA, Y en

sV4@0; no obstante, sdlo estd presente en el gen DRA, y NG
: 9
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en el resto de genes de clase 'l (Reith y cols., 1988).
Esto podria explicar su elevada actividad en células
humaras y la dominancia de 1la molécula DR en presentacion
antigénica (Benoist y Mathis, 199.) :
d) TATA box, cuya funcion es aJultar el inicio de
1'tl‘trahscripcibn. En los experimentos realizados no parece
:ﬂlnfluxr sabre la transcripcion, por lo quu st pllﬂsa .ﬁa Ut

forma diferente a la de,;

Esta situada cntre los nucleétxdun HZGBB a
S

_Dentra de ella parece ex1stir un hox X—Y,lnvortida

X‘=¥'), una cnpia de la secuencia llamada “B"

otras gcnes y qUe szrvu'da‘lugar de unidn para unl

de factores prntoico' (Lnnardu Yy Baltimora, 1989),

‘que‘par!ce ser un. 1mpurtante elemento “enhanc

"al box X" =Y (Koch, v cols., 1969),

15 10.2.— Elementos trans

Consisten en factoreﬂ  proteicus, que actﬁdﬁkt
las secuencias anteriores, pero estan; codxfzcadas
segmertos de DNA alejados de la zona que se contrula Ten

eqkro caso, HLA clase IFJ.(Mitcphel] y Tjian, 1989).

Vamos a describir los mas importantes:




a) Proteina de union al box W. Estd presente en
todas las ceélulas (no es especifica de ningun tejido).
quizad sea desplazada por otro factor durante la induccion
por 7T-interferén, en aquéllas celulas en las que ‘§§ W f

ex pr.s‘ .

b) RF-X, o proteina de union al box X ‘(Reith

cols., 1988). Parece ser “ubicua. ; Necesita

encia .en direc;ién_{Qj

Lnttrferén de HLA cllse II;

!actor como inguctor de la enpresxbn.'_ u;'}

c) NF—V (Dorn y cals.,1?97¥ tamhxén denog&aqda

todas las células examinadas hasta ahora}'patg parec
diferente de otras proteinas que también se unen

box CAATT.




Su funcién parece ser la de interactuar con el
factor RF-X, modificando su conformacién para hacerla mas
afin por su secuencia de union.

d) proteinas de unién a la secuencia
diferenci;h del grupo énterior, énl que

solapante 3° del box x.:' que can_tieﬁ“

En caajﬂnto, I&thuﬁEs;SXV

para la Expresxbn de estos genes.
wmecanxsmn de 1nducc16n de la expres;én por t-interfe

Y las factores que?faltan en los s;ndrumes de I;nfoc'

desnudn, al ser los factures conncidos todoslubicuos, Y se

muy selectivo, en camb;o, el defdcto en clase II.




1.11.- ASOCIACIUN HLA-ENFERMEDAD

Al tipar una poblacion suficientemente grande sa

descubrian asociaciones, en
ia'poseéian de una variante
'i{w padec;mzentn de una

p§c1enﬁms-'con enfnrmedades

ble, exxst;endo un

quls.,

ocasiones muy estrecbat,igntée
qlt}ica de nlgﬁn locus dé'HL
detnrmlnada enfermldad.
autnxnmunas estn as

xncrementa&en la Treq

enfermddades en las que se hallarén 

alelo HLA de acuerdc con

de estas asociaciones entre
provocado el planteamiento
el origen genético de estas

funcién de los antigenos de

una seril de

afecciones y su relacién con la

histocompatibilidad.
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Sin embargo, en ningun caso existe una asociacion |

perfecta entre el tipo serologico y la enf;rmldad?f“'

mayor parte de los individuos que portan

asociados a._ la enfermedad o dq;itfpllqh”

DNID v 1a

dlfarente al lcida alp ticu en




esto confirma estudios previos que mostraban cémo algunos

alelos confieren resistencia a la enfermedad (Todd y cols.,

1987). Estas mismas Observaciones se han obtenido en la

cepa de raton NOD que dcaa;??lla una forma espontana?‘dl

IDDM con qrandes similitgdéi con la enfermedad human_ y

cuya unlca molécula_ de clase If que enpresa contione
sidLo de ser;na eé la misma pusi:zan

"1thga y M:Dgyxtt. 1987) .

: céﬁ" otrqs_ aminoécidos y

?tbﬂfptmaciéh"del sitiohde

] PR

‘eso no se eber;an témar'

_puel estos residuos san ﬁpd?fe ‘de

' .pf;uyan."T

“andlisis de la secuencia de':lh;nbécidos

Eaﬁfirman y explican la mayor parte de lay‘asacigbfanqs'
alélicas _observq&as en esta enfermedad. : Sin'ienﬁifg;}
existen a}gunas' asociaciones, siguiendﬁ con laﬁfﬁiséﬁg
enfermedad (diabetes iﬁbulin-depcnd;énte), qué ;né. se
correlacionan con dxcho marcadar gan&tlcn (nO*aspértiéo en
lglposicibn 57 de'DGB): la cadena DGB en los haplotipos DR?'

éé similar a las que encontramos en otros haplotipos que se
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asocian a enfermedad, pero en ellos no existe 'n incremento
en la= frecuencia de la misma; esto se puede explicar
teniendo en cuenta que la cadena DOa de dichos haplotipos
es especial, Yy podria contrarrestar la ;usceptibilldiaf%,
conferida por la cadena DER (Todd Yy culs., 1987);,|n-hpﬁ
dcmostrado que ambas cadenas son necesarias .
igresentacién antigénica (Ronchese y ‘
-ﬁm&?wgg°;gimo, explica el hecho de que los heterozigotos DR3-DR44
.-ti&n&n.un mayor r;esgo de sufrxr la enftrmedad quénpa '
“s6lo’ nﬂsv‘a DR4. |
en ?1 déf;c;t de Inunnglnbulxna A (Olllrup Yy Eols.;
Qque parece ser mucho mls frocuent: entre 10! cnf_
DMID (Smith y cols., 1978). |
La AR esta prlnCLDalmentQ asncinda a
'icgcepcian de la variante DR4-DN1¢ tNepom Yy cols.w,
Sa‘ ha observado que la tercer region r.
(Aminotcidas 65-75) es muy similar en
'cqnfieren susceptlbllxdld, m;entras que en Duiﬁ
dos am;nuacidns cargados (posiciones 70—71),‘no preslntts_
" en los'pr1m¢ros, lo que hace pensar en su 1mportantia en laij
asociacion de estos alelos con la AR. Esta “regién de_
variabilidad es uné zona de redonocimiento por parte de la
célula T (Bach y cols., 1986) .

Recientemente se ha estudiado también 1la base

molecular del pénfigo vulgar, enfermedad cutanea més

frecuente en judios, que esta asociada fundamen talmente a
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DR4 vy DRwb. La susceptibilidad en . DR4 se asocia
fundamentalmente con Dwi@ lo que implica que estan
involucrados residuos de la tercera region de variabilidad,
al igual que veiamos ern el parrafo anterior en la artritis
reuma‘oide ‘Scharf y cols., 1988). En cambio si se ha
observado asociacion de un alelo D@ rarc (diferente sOlo en
la posiciéon 57) cuando la suceptibilidad esta en DRwé
(Sinha y cols., 19886). Tambieén se ha confirmado lé
asociaidn entre DPw2 v la artritis reumatcide juvenil
pauciarticular, pero no en artritis reumatoide del aﬂu1t9

(Begovich y cols., 1989) .

Las enfermedades autoinmunes provienen de

slteraciones en la tolerantis a lo pro~io, que conllevan
una activacién aberrante de clonos T autorreactivos. Todas
las observaciones expuestas en parrafos anteriores y'otras
muchas sugieren que las moléculas de clase II contribuy&n
directamente al origen de estas resp.ostas autoinmunes &
‘ravés de la interaccion de ciertos residuos polimérficos
presentes en ellas con péptidos Y receptor de células Ts
Estos alelos que confieren susceptibilidad podrian formar
un sitio de uniodn al antigeno que presentara eficazmente un
péptido propio a células T; también es posible que estos
mismos alelos sean incapaces de presentar el péptidq propio
a células T supresores O bien no puedan delecionar células

T autorreactivas (Todd Yy cols., 1988).




Otro mecanismo propuesto se basa en alteraciones en
la regulacion de la expresion de los antigenos de clase II,
ya que se ha visto que algunas células pueden expresar
"ectépicamente” clase Il al ser tratadas con ~—interferan;

esta expresion puede llevar consigo 1la presentacion. de

antigenos propios secuestrados (Botazzo Yy cols, 1986).




TABLA 1-5
ON

Enfermedag

Anemia perniciosa
Arteritis de células
gigantes DR4
artritis reumatoide DR4
Artritis reumatoide
juvenil DRw8
péficit de IgA DR3
Dermatitis herpetiforme DR3
DIDM DR3 y/o DR4
L _ DR2
Enfermedad de Addison DR3
Enfermedad celiaca DR3
Enfermedad de Graves DR3
Enf. de Takayasu DR4
Esclerosis multiple DR2
Herpes gestationis DR3/DR4
Lepra tuberculoide DR2
LES DR3
LES inducida por
hidralazina DR4
. Miastenia gravis DR3
Narcolepsia DRZ
_Nefropatia IgA DR4
Nefropatia membranosa
idiopdtica DR3
Neuritis optica DR2
Pémfigo vulgar DR4
DRwb
§. CREST DR3
5. de Beoodpasture DR2
Sindrome sicca DR3
S. de Siogren DR3
Tiroiditis postparto DR4
Tiroiditis de Hashimoto DR5S

DMID: Diabetes Maellitus insulin-dependiente
LES & Lupus Eritematoso Sistémico
| : E1 100% de ius pacientes es DRZ2

Riesgo Relativo de acuerdo con Wolff (1955)

(Tomado de diversas fuentes)




2.- REACCION EN CADENA DE LA HOL IMERASA

Es- una reaccion bioquimica que tiene como objetivo
amplificar secuencias especificas de nucledtidos con gran :
eficiencia (Saiki y cols., 1983). Consta de ciclos

rppetidbs, cada uno de los cuales estd integrado por varios

:égémehtéé.i ;ad&’ uno de los cuales se realiza a una
‘£;$perééﬁra determinada.
realizaéian ' requieren dos

oligonucleétidos sintéticos (11amados primers o c@badofé;s;
"_:omplementarias a secuencias flanqueante?rrespecto. ﬁe_;g"
regiﬁn de interés. i

La reacciun consta de los siguientes 3 seqﬁ;ﬁté;
(Figura I-1@):

{.- Desnaturalizacion del DNA a 952 C

2.- "Annealig”" o renaturalizacion con lpﬁ;“

oligonucledtidos (primers) en presencia de un gran exceso
molar de éstos. Se requieren dos, uno para cada hebra duf
acido nucleico bicatenario, los cuales hibridan con Sus
extremos 3° apunténdoge entre gi, y dejando entre ambos ia
secuencia a amplificar.
3.~ Sintesis, llevada a cabo por una DNA
polimerasa, Y cebada por los primers.
Al finalizar este primer ciclo, se duplica el

numero de copias de la secuencia de interes.
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Figura 1-10:

e

s Esquema del fundamento de la reacc én
cadena de la polimerasa (PCR), -~ del procesa
hibridacion con oligonucieotidos. Estd represent
solamente un ciclo de la PCR (Desnaturalizaciéon del DNA, .
emparejamierito o "annealing"” de las hebras del DNA con los
primers y extension con DNA polimerasa), tras el cual
duplica el numero de copias de la secuencia de int
tras una serie de ciclos similares a éste, se.
" multiplicar el nuamero de copias hasta por 100.000.
- amplificado se transfiere a papel (procedimiento ﬁggi "d t
blot"), y se somete a hibridacion con sondas SSO marcadas
radiocactivamente. Tras los lavados, solo qued
hibridando el S50 con los amplificados donde encuentre
secuencia complementaria a la suya; al realizar
autorradiografia, s6lo aparecera sefal en = dic
amplificados. Ea




REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
E HIBRIDACION CON SSO

1) DESNATURALIZACION 2) EXTENSION 2) NUEVA DESNATURALI-
Y REANNEALIG CON PRIMERS ENZIMATICA ZACION Y ANNEALING

: ; etc.
Pirimer A
DNA dlana || .l ; n . 1

+dNTPa+primers
+*DNA polimerasa

Primer B

DOT BLOT HIBRIDACION

Ampliticedo 1

Ampliticado 2

El ampliticado n* 2 e8 reconocido

por el §80, al contrario que el n*

1, y por lo tento proporciona sefal

autorradiogratice el no ser elimi-

nado con los levados. AUTORRADIOGRAFIA

880°*: 880 marcado radioactivamente




4,- N.:.a desnaturalizacion (inicio de un nuevo
ciclo).
Este ciclo se repite 20-&4@ veces, coOn lo que se

puede obtener hasta ur factor de amplificacion de 30-40.

2.1.— Enzima

La primera enzima utilizada fue el fragmentp gk;ﬁég
(Kigpqw} de 1a DNA polimerasa de E. Coli, pero €s unfhn;ﬁﬁé
tef&gléb;l y requeria ser afadido al volumen dg rla;c£;%:L

tras cada ciclo. Este problema fue rnqucltoﬁ ‘1._

_identificarse la Taq polimerasa, obtenida a partir'de'gh,g e

bacteria Thermus Aquaticus. Esta DNA polimerasa aswggtabli;f

a las altas temperaturas que s@ requieren en el pﬁg;esa;”io' %

que ha propiciado automatizar la técnicaj reciiﬁtemeﬁtﬁ’h&
sido clonada (Saiki y cols., 1988). L

La eficiencia del enzima es mejorada con detergénfnh{
no iénicos en la solucion de amplificacion (Innis y cols.,
1988) . La concentracion de magnesio es critica aﬁ le
amplificacion, pv variaciones en 100 uyM pueden provoc;r

diferencias en la eficiencia (Bell, 1989).

2.2.- Primers

Los dos primers dictan la especificidad de 1la
reaccién, pues son los que determinan que secuencia se va a
amplificar al colocarse en Sus flancos. La seleccion de

los primers es en cierto modo arbitraria, dependiendo del




objetivo del trabajoj; normalmente tienen 18-22 bases de
longitud; cada wuna de las parejas de primers tiene wunas
condiciones éptimas. Se pueden emplear varias parejas de
oligohucleétidos para cebar la PCR en un solo tubo; esto
puede ser iéteresante economicamente, ya que podemos
producir distintas amplificaciones simul tdneas, para
diferentes marcadores (Chamberlain y cols., 1788).

Al seleccionar. 1los primers, es necesario evitar en

to uos;ble secuencias que puedan facilitar la fnrmacién de.f

estructuraa secundarias: por ejemplo, 1a presencxa de basel 3¢

complementarias en los extremos 3°' de los primers\perm;ten'
el emparejamiento’ Yy extension unicamente de 1DIﬁ pr

( fendmer.o denominado primer—dimer) (Bell, 1989) .

205" Acido nucleico

Engld

£1 Acido nuclelico que actua a modo de plantilia en

PCR es generalmente DNA de doble cadena, aunque tambiéa‘sdh_.

eficacés el RNA © cDNA, que cuentan con menos 'setuehcias

semejantes a la secuencia que deseémos amplificar (y por
tanto susceptibles de ser amplificadas inespecificameﬁte),
respectb_del DNA gendmico; PpoOr otra parte no tienen los
largné intrones presentes en éste, lo gque facilita 1la
amplificacién completa en un, solo paso de secuencias

expresadas (Todd y cols., 1987).




2.4.- Eficiencia
El grado de eficfencia de la reacciéon es tal que se
puede generar material amplificado a partir de una dnica
célula (Li y cols., 1988), lo que permite su aplicacion
sobre muestras extraidas de raices de cabellos (ngu:hx y
cols., 1988), 0O lavados bucales (Lench VY. :ols., 1968}. R
Debidb a esta elevada éficienciﬁ, no se necesxta partxr d
nun @Nn muy purificado de proteinas Yy otros compongnfng
celularas, pues se ha _comprobado que el producto qulzsts % ::i}"
celular ha sido suficiente para generar amplificadpi (Sgiki "
y cols., 1986) . :
Dada la elevada Heficacia de la
presencia, aun en rantidades préacticamente infinit’s '”ﬁi;,
;deiﬁccuenciaﬁ contaminantes puede dar lugarura 5

anomalos, toda vez que pueden ser;

‘niveles detectables. Esto se evita en lo nuslble emplaandp

' material desechable per fectamente descontaminido,_e anluiu;
trabajando en areas especiales. Asimismo, €S con?cﬁiynte
. @l uso de controles cuidadosamente estableciﬁgs (Belﬁw

Rk

1989) .

2.5.— Aplicaciones

La primera aplicacion de la técnica de la PCR a ia
inmunologia fue la caracterizacion rapida del polimorfismo
en los antigenos HLA clase [I, mediante secuenciacion. .y

posterior tipaje con sondas oligonucleotidicas (Saiki ¥y
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cols., 1986). Previamente a la introduccion de la PCR se
hatian realizado tipajes hibridando tales oligonucledtidos
con DNA genémico (Angelini y cols., 1986).

El empleo de sondas 1xgonucleotxd1cas ean;;fzcns

longitud marcadas rndxnnctxva [} enzimdt; lmt El tel'ql vada 

namero de copias presontus en el producto'r

‘faciliyq-este ultimo metodo du detnccién qup'generalmente .x(g:'

Iib' con el SOUthEFﬂ, con mucha! menns copzas du .1§ i‘

sncuencia de intereés), tras fx;ar el ampllfxcada en una “ﬂit

membrana o filtro mediante el procedimiento del dot—blpt:.

- (Saiki y cols., 1988) se ha convertido en el método de

analisis del polimorfismo de los lbcus de_.éi;sé_iéfﬁ
amplifictdus (Bugawan y cols., 1988; Bugawan ; cc
1??2’. ' Este método de tipaje permlte 1a detec:ida de
variaciones en un solo par de bases. La hxbrldaclﬂn de

!

oligonucledtido no siempre espec1f1:a a un alelo. pues la

secuencia especifica que reconoce esta prnsente en més d-iﬁrﬁ

una variante alélicaj; cuando no existan secuen:;as alelo-
especificas, e] empleo de varias sondas; :ada una de ellas
especifica de una zona del amplificado, dard lugar a un
patrén de reaccion que identificara a cada alelo (Bugawan y
cols., 1990). ‘

Sin embargo, este procedimiento se puede hacer muy
complejo para detectar un polimorfismo tan importante' como

el mostrado por las moléculas de clase 1I, vya que seria
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necesario inmovilizar cada muestra en tantos filtros como
sondas tengamos. Para resolyer este problema se ha
disefado un "dot-blot" invertido, donde son las sondas las
que se inmovilizan en una membrana, tras serles anadido una

cola de poli-T, vy el producto de la PCR, biotinilado

actuarii como sonda; la hibridacién del 1amp11f1cado a

alguna de las sondas seria detectado mﬂdlantl una

peﬂgx&uasc que hace precipitar un sustrato incolnro snluhlc

en un complejo insaluble caloreado (Saiki v col.ﬁ.s , w-__f?

2.5;; Métodos alternativaos de tipaje

A raiz del disefo de la PQR han ido perfccci"'

nuevos métodos de deteccion de pollmurfxsmu genétxco.

métonJQue_gn el futuro puede ser aplicado extlﬂ;gﬂgﬂ@;_ e.

S
o

basa-éﬁ la digestion del producto de la amplificacion
mediante endonucleasas de restriccion (AFLP, nfﬁylimorfisma

en los fragmentos de restriccién del amplificado). th

esta técnica no es necesario controlar exhaustivamente las -

condiciones de hibridaciéon y se eliminan pasos tales como

el marcaje de las sondas (Uryu y cols., 1990) .

Otra aproximacion al tipaje HLA aprovecharia flas
diferencias en la secuencia de los oligonucleotidos' éara
reducir la eficiencia de la extensién; se  usan
oligonucledtidos que difieren st6lo en una base de 1la

secuencia nativa para detectar mutantes, comparando la

R




Zeficiencia de las extensicnes con oligonucledtidosl
marcados. Es la tecnica del primihg compgtiti#ur entre
oligonucledtidos (szb! Y cols, 1999).:.,

Una nueva manera,de dntectar camh;os en.secuanciag“
de DNA es el danomlnadn ARM& “(siitnma éﬁ amplexcaciﬁnf;“

refractaria en mutac10nes) que cansxn” en la 1mpalzb_lidad

o e

ampl;f;cacxbn _ obiervada"'

jde cllse k2  _‘5 f‘:“ : cad;f;ca cl

u'po!znorfismo de estas genes)

diferentes, por varios'métddbé,

anrn"y cols.,‘19BBa},_ bien

poster;cr transcrapc;én ¥

transcr:ptasa LnVlrta (Stoflet Y

secuenciacion C;recta (Engelke ¥ cols.,5 1988) en la q”.".:
ha descrito una variante ue utiliza el método de asxmeﬁr;ai
en la cancentr&c;én de ambos primers para bhherar
primordialmente monocadenas mediante la PCR (Gyllenstqn y
Erlich, 1988). A través de estos procedimientos, sa esta
conociendo con bastante ~rofundidad el nive!’ de

polimorfismo en los genes de clase 1I.







1.- Puesta a punto de las tecnicas de’ la Reaccion en

Cadera de la Pol.imerasa e hihridacion ﬁon

r.ligenucledtidos, edaptandelas ambas al tipaje gendmico de
HLA clase Il (DR, DP vy D0B), pracisando las condiciones
iddneas -“e su realizacion.

2~ Valora© la eficacie del tipaje gerémico como técnica
indepencdiente d. la -erclogia para tipaje HLA mediante
estiudio comparativo de los alelcs asignados por este
método con los caracterizados < ~nlér icamente.

3.- Valgrar los patrdnes de reacciton de 10 diferentes
tioos serologicos con los §s0 utilizados, y seleccionar el

¥

panel iddnec , “"a aplicacidn asistencial.

4.—- Completar t.iajes serolégicos que incluyan ¢ .0 0O los
dos alelos "blancos" en * locus DR o que muestren

racrones d reaccion débiies o dudosos.







@.- MATERIALES DE USO GENERAL

@.1.—- REACTIVOS

- Aceite wineral. Sigma. Ref.400-5

- Acido acetico glacial. Merck. Ref.56.

- @Acido clorhidrico. Merck. Ref.317.

- Acido etilen diamino tetracético (EDTA) (Titriplex

III). Merck. Ref .B8421.

Ref.979.

Alcohol iscamilico. Merck.

- Ampicilina. Llorente. Re f.2@4347.

- Azul de bromofei-s.. Merck. Ref.B8122.

Flow Laborato ies.

Bicarbonato sédico b S

Ref.16-883-49.

Bromuro de etidio. Sigma. Ref.E-8751.

Citrato sédico. Probus. Ref.48608.
- Cloroformc. Merck. Ref.2445.

- Cloruro amonico. Merck.

— Cloruro magnésico. Merck, Ref.5833.

- Cloruro s6dico. Merck. Ref.6404.

- Cloruro de Tetrametil-Amonio. Aldrich. Ref.T-1952-6.

- DNA de esperma de salman. Boehringer Mannheim.

Ref.223-646.

Dimetilsulfoxido. Merck. Ref.2931



Ditiotreitol. Sigma. Ref.D-k432.

Dodecil sulfato sodico. Merck. Retf.CZ22050.
Eosina. Panreec. Ref.171299.

Espermidina trihidrocloruro. Sigma. Ref.S52501.
Etanol absoluto. Merck. Ref.986.

Fenol. Merck. Ref .206.

. Ficoll 77@. Pharmacia. Ref.17-0400-02.

Formaldehido.zprobus. Ref.@71507.
Fosfato monosodico (NaH2P04). Merck. Ref.6346.
Genta-Gobens (Gentamicina). Laboratorios Normon .
Glutamina. Flow Laboratories. Ref.15-8@1-15.
Hepes Buffer. Flow laboratories.
Ref.16-884-49.
Hidréxido sédico. Merck. Ref.6498.
g-hidroxiquinoleina. Merck. Ref.B820261.
Naranja de acridina. Sigma. Ref.A—bS??t
NP-40. Sigma.
Parafina liquida. Merck. Ref.7162.
PBS (phosphate huffered saline). Flow Laboratories
Ref.28-1G5-85.
. Polivinil pirrolidonra. Merck. Ref.7443.
2-Propanol. Merck. Ref.9634.
Proteinasa K. Merck. Ref.24568.
RPMI 1640 Medio. Flow Laborateries. Ref.10-601-26.
Serpalbumina bovina, fraccisn V. Sigma. Ref.A-4503.

Suer s Fetal de Ternera. Flow Laboratories. Ref.29-
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Tinta China. Aerocola, Schmincke. Ref. 28770.

Tris hidroximetil aminometano. Merck. Ref.B3B6.

Xileno-cianol. Bio—Rad. Ref.161-0423.

APARATOS

Agitador magnéticoc, SBS, A-01.

Agujas para extracciones sanguineas 20G x i, 0,9
x 25 mm. Terumo.

Autoclave P-Selecta, Mod. Autester 437-G.

Balanza de precision de uso general. Gibertini.
Bafko termostatizado fijo. Izasa.

Camara Neubauer de contaje celular. Bosco.
Centrifuga de mesa de uso general. Mod. Jouan CR
411.

Cinta de autoclave. 3, Medical Products Division.
Cubreobjetos 45 x 72 y 20 x 20 mm.

Denéimetro. Proton.

Destiladar de agua Milli-Ro 7/ Milli-G. Millipore
Estufa. P-Selecta 209.

Filtros de un solo uso de 2,45 pm de diametro de
poro. Millipore. Ref. SBHA @25BS.

Frigorificos vy congelecor s de -2@eCc y -8@2C.
Gradillas para diversos tamamos de tubos.

Guantes de latex desechables. Prim, S.A.
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Imanes para el agitador magneético.
Infiernillo eléctrico. Peysan HE-10.
Jeringas de 5, 10, 20 y S€ ml. Hosp-Ico.
Material de vidrio: Matraces, probetas, Erlenmeyer,
etc.
Mechero de alcohol.
Microcentrifuga BHG Hermle, 1230M.
Papel secahte. Papelera del Besos, s.a.
Papel Whatman 3MM. Ref .303@917.
Pelicula de narafina ﬁara laboratorios Parafilm "M,
American National Can.
pHmetro Crison, micropH 2000.
Pipetas de un solo uso estériles da S ml. vy 10 ml.

Greiner .

Pipetas automaticas de 1-20 ul, 20-10@ ul vy 100-100@

pl, Pipetman. Gilson.

Pipetas Pasteur. Hilgenberg. Ref.315010@1.
Puntas para las pipetas automaticas. Daslab.
Tubos Eppendorf de microcertrifuga o2 1 ml.
Tubos Falcon de propileno de S@ ml. reiner.
Ti:bos para hemograma, 3 ml., con 7,5% de EDTA
tripotésico. Becton-Dickinson. Ref.6l5437.
Tubos de 2 ml para congelacion. Greiner.

Tubos universales de centrifuga de 25 ml. Eurotubo.




@.3.- SOLUCIONES

1.- DISOLUCION DE EDTA @,5 M pH=8,0
Se prepara disolviendo: 186,1 g de EDTA y 20 g de
~idréxido sodico en agua destilada hasta 1000 ml previo
ajuste del pH a 8,0.

Se esteriliza en autoclave.

2.- DISOLUCION DE TRIS-C1H 1 M pH=7,6

Se prepara disolviendo: 121 g de Tris y 65 m' de
Acido clorhidrico concentrado en agua destilada hasta 100@
ml previo ajuste del pH a 7,95 con acido clorhidricoe
concentrado.

Se esteriliza en autoclave.

3.— DISOLUCION DE TRIS-C1H 1 M pH=8,0
Se prepara disolviendo: 121 g de Tris y 42 ml de
4cido clorhidrico concentrado en agua destilada hasta un
volumen final de 1020 mi previo ajustz del pH a 8,08 con
Acido clorhidrico cqncentrado.

Se esteriliza en autoclave.

4.- DISOLUCION DE CLORURO SODICO S M
Se pesan 292,2 g de cloruro stdico y S€ disuelven en
agua destilada hasta un volumen final de 1000 ml.

La disolucidon se esteriliza en autoclave.
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&.- DISOLUCION DE SDS AL 1@%

Disolver 5@ g de SDS en agua destilada hasta un

volumen final de 50@ ml previo ajuste del pH a 7,2.

7.-DISOLUCION DE HIDROXIDO SODICO io M

Disolver 40 g de hidroxido sadico en agua destilada
hasta 100 ml agitandolo hasta la completa disolucion.

Se esteriliza en autoclave.

8.- DISOLUCION DE TE

Es una disolucion 10 mM en Tris~-ClH pH=8,0 y 1 mM en

EDTA pH=8,0.
Mezclar: 10 ml de Tris-HC1 1 M pH=8,0
2 ml de EDTA 0,5 M pH=8,0
en agua destilada hasta 1.000 ml

La disolucidén se ssteriliza en autoclave.

9.- DISOLUCION DE CLORURO POTASICO 1 M

Se prepara disolviendo 18,64 g de cloruro potasico

en agua destilada, ajustando a un volumen final de 25@ ml.

e esteriliza en autoclave.

1@.- DISOLUCION DE CLORURO MAGNESICO 1 ™

disolviendo 53,82 g de €Cl.,Mg en agua

Se prepara

destilada ajustando a un volumen final de 250 ml.
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Se esteriliza en autoclave.

11.- MEDIO RPMI 1640

Se prepara mezclando:
un sobre (10,42 g.) de RPMI Medium 1640 en polvo
20 ml de L-glutamina 51 3%
20 ml de bicarbonato sodico 7594
80 mg de gentamicina
1 g de ampicilina
agua destilada hasta 985 ml.

3 gotas de CIH puro, para llevar el pH hasta

15 ml de Hepes buffer 1 M pH=7,2. Este

componente debe aRadirse siempre al final.

12.- MEDID RPMI 1648 CON 15 % DE SUERO FETAL bE TERNERA
(RPMI-SFT)
Se sigue la misma receta anterior, pero afadiendo
150 ml. de suero fetal inactivado (manteniéndolo 3@ minutos

a 560C) antes de= enr@sar con agua.

13.- MEDIO PARA CONGELAR CELULAS
Se prepara mezclando a volumenes iguales 2

spluciones:

a) Medio RPMI 1640 con un 4@% de suero fetal de

ternera inactivado.




b) PBS con un 20% de DMSO (Dimetilsul féoxido)

14.- DISOLUCION DE PBS

agua destilada hasta

Disolver 1@ tabletas de PBS en

1000 ml.




1.- MUESTRAS BIOLOGICAS

Las muestras empleadas en este trabajo provieneh"de

individuos incluidos en programas de trasplante d= médula

4sea (11 casos, incluyendo entre ellos tres parejas. de

hermanos) y trasplante renal (19 enfermos), llevados a ga@a

por el Laboratorio de Andlisis Clinicos e Inmunologia del

Hospital Virgen de las Nieves de Granada. Ademas, se h;ﬁf‘

incluido muestras procedentes de una serie de ‘pQrsonas

sanas escogidas al azar (6 casos), y varias ceélulas 4055

panel (& casos). Muchas de ellas fueron seleccionadas por

tener algun alelo "blanco" en el tipaje conven:iondl

serolégico, sospechandose la existencia de otro alelo no

detectado por ese método.



2.- TIPAJE SEi\OLOGICO DE CLASE 11

Consiste en una reaccion de citotoxicidad mediada
por complemento. Como muestra biolégica usamos linfocitos

B del paciente, Qque se incuban con anticuerpos monoespeci—

ficos y complemento de conejo. Posteriormente se afraden,

bien colorantes vitales, bien fluorocromos, para
diferenciar visualmente las ceélulas vivas de las lisadas
por la accion del aqticuerpo mas el complemento, Yy de esta
forma valorar el grado de citotoxicidad de cada suero
frente a una determinada célula. El patron de reaccion de
un panel de antisueros frente a esta célula caﬁcreta‘
determinard qué sueros son mas citotéxicos y por tanto queé
especificidades serén asignadas a las moléculas HLA
presentes en la superficie de la célula en cuestion.

Los anticuerpos proceden de sueros de mujeres
embarazadas (gque Sse€ har inmunizado frente a laos antigenos
HLe del feto de origen paterno), © bien de enfermos
politransfundidos. La especificidad de estos sueros se
estudia hreviamente, selecciondndose los monoespecificos.
Para obtener sueros anti-HLA clase I1 muchas veces es
necesaria la absorcién con un pocol de plaquetas para
eliminar los posibles anticuerpos anti-HLA clase I
presentes en el mismo.

Describiremos las dos técnicas de tipaje que hemos




empleado. Se diferencian fundamentalmente en el

procedimiento de separacion de los linfdcitos B;sy-_ln el

de la reacciéon: luz visible, © luz

método de visualizacion

ultravioleta.

2.1.—- MATERIALES

2.1.1.— Sueras aleloespecificos

ercs.

En la tabla III-1 figuran las nombres dglkosf'

empleados en el tipaje de HLA clase 1II, inciuyquq# qﬁj;

especificidades respectivas. Estos sueros han sido cedidos

por distintos labératorios, cuyas iniciales se rnflajjn qg
dicha tabla indicando er primer lugar la lnﬁhliﬁﬁd“f

geografica y en segundo lugar el reﬁpansable del

laboratorio. Pasamaos a enunerar dichos laboratorios

expresando nuestro agradecimiento a todos ellos.

- @MS-LAN: Dr. Gerda de Lange. Immuno-haematology

department. Central Laboratory of the Netherland Red Cress

Blood Transfusion Centre. amsterdam. Holanda.

- BAR-VIV: Dr. Vives. Servicio de Inmunologia. Hos-

pital Clinico. Barcelona.

- BIL-MAS: Dra. Garcia Masdevall. iLaboratorio de In-

munologia del Hospital de Cruces. Bilbao

Cleveland 'inic Founda-

- (CLY-SME: Dr. Smerglia.

tion. Ohio. USA.

- COR-ALO: Dra. Alonso. Seccion de Inmunologia.
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TABLA III-a

SUEROS ALELOESPECIFICOS

— Laboratorio de
Especificidad Denominicion : _Procedencia

DR1 "~ Georgeault 575 F REN-FAU
LR1 MIC 8336 MAD-KRE
DR1 Bi 25 ' BIL=-M 5
DR1 - . Sevi-199 ‘ SEV-NU~

DR2 Madryc-16B : MAD-CLE
2 Pacault 9w530 REN-FAU
- Sevi-143 SEV-NURN
DR2 Sevi-387 SEV -NUR

- DR2. Sevi-4&0 SEV -NUR

DR Allen 986 LUN-FES
DR3 : Halet 575 REN-FAU
DR3 Riley 1238 SEA-HAN
DR3 Cleveland CC-434-1 CLV-SME

 DR3
DR3
DR3J

Ski 1134
MUR 849
Malaga B

NWY-POL
MUR-ALV
MAL-ALO

DR4 Achan BAR-VIV
Dr4 Leba S73-E REN-FAU
DR4 ; Pittenger SEA-HAN
DR4 NJ 3429 112C NWY-DUP
DR4 Hugues LH 1049 LON-FES

DR3
DRS
DR5
DRS
DRS

Dké&

DR7
DR7
DR7
DR7

DRB
DR8
DR8

Sevi—-200
Sevi-77

Prymoc 178

Sevi-45
Moral=s

Edwards Ski 892

Sevi-1@7
ryC 8020

Madryc—68B
‘Bi 114

Hill-1114-2

EB-27

CJC B86/83

SEV-NUS
SEV-NUR
MAD-ARN
SEV-NUR
BAR-VIV

NWY-PC.

SEV-NUR
MAD-KRE
MAD-CLE
BIL-MAS

SEA-HAN
AMS—-LAN
COR-ALO




TABLA III-1 (continuacidr.)

SUEROS ALELOF“PECIFICOS

Especificidad

DR9
CRQ

CR10G
DR1@
DR1@

DR1
DR1
DR1
DR1
DR1
DR2
DR2
DR2
DR4
DRS

T

DRwS2
DRwS2

DRwS3

DQw1
DAw1l
DGwl
DOw1
DAw1

DGAw2
DAw?2

DOw3
DAw3

Tall®
Control +

Denominacion

Brul 582+
CC-493-2

Guill
Seoane
Aguilar

Spei.er

Bonjr 'r 5@2C
Madryc—-5S4B

Rus

Montoya

Madryc 76B
Chev-566-G (10wl1173)
Severin

Jones | H 1015
Pocouret 512H

8.1
Cook LH?3B

EB-6&6

MTC 8124
Hyczenski
EB 32
Madryc 115
Prymoc 193

EB 25
Fe MP1

EB 51
AcMo 17.195

FeMP3 (10w3@35)
W6/ 32

Laboratorio de
Frocedencia

" REN: FAU
CLV-SME

RE.-FAU
BAR-VIV
BAR-VIV

MIN-NOR
REN-FAU
MAD-CLE
B8AR-VIV
BAR-VIV
MAD-CLE
REN=-FAU
" ON-FES
_UN-FES
?EN-FAU

LON-BOD
LON-FES

AMS-LAN

MAL -KRE
W1S-HAK
(MS-LAN
MAD-CLE
MAD-ARN

AMS-LAN
ITA-FER

AMS-LAN
SEA-HAN

1 T4-FER
LON-BOD




TABLA ITII-2

SUEROS ALELOESPECIFICOS OBTENIDOS EN NUESTRO LABORATORIO

Especificidad Denominacion

FGR-40

FGR-49

FGR-33

FGR-7

FGR-45

FGR-1@3

FGR-274
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Ciudad Sanitaria "J. .n Canalejo". La Corufra.

- ITA-FER: Dr. Ferrara. Instituto Nazionale per la
Ricerca sul Cancro. Génova. Italia.

- LON-BOD: Dra. Bodmer. Imperiél Cancer Research
Foundation Laboratories. London. England.

- LON-FES: Dr. Festenstein. Immunology Department.
London Hospital Medical College. Londres. Inglaterra.

- MAD-ARN: Dr. Arndiz. Servicio de Inmunolqgia‘
Hospital 12 de Octubre. Madrid.

- MAD-CLE: Dra. Clerici. Servicio de Inmunoclogia.
Centro Especial "Ramén y Cajal”. Madrid.

- MAD-KRE: Dr. Kreisler. Servicio de Inmunclngia.fi

Clinica "Puerta de Hierro®. Madrid.

- MAL-ALO: Dr. Alonso. Hospital "Carlds Haya"."

Malaga.

- MIN-NOR: Dra. Noreen. University of Minnesoti;.:

- MUR-ALV: Dra. Alvarez. Hospital "“Wirgen de la
Arrixaca". Murcia.

—  NWY-DUP: Dr. Dupont. Memorial Sloan-Ketterinﬁ
Cancer Center; New York. USA.

- NWY-POL: Dr. Pollack. Memorial Sloanﬂkettering
Canc..~ Center. New York. USA.

- REN-FAU: Dr. Fauchet. Centre Régional de Trans-

fusion Sanguinée. Rennes. Francia. °

- SEA-HAN: Dr. Hansen. Genetic Systems Corporation.
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Seattle. Columbia. USA.
SEV-NUR: Dr. Nurez. Servicio de Inmunologia.
Hospital "Virgen del Rocio". Sevilla.
- WIS-HAK: Dra. Hac#barth. The Blood Center of Soutn
Eastern Wisconsin. UsA.
En la tabla III-2 figura una relacion con los sueros
que han sido ohtenidos en nuestro laboratorio, juntb«a.ﬂusu»“

espec. . icidades respectivas.

“; ﬁparatn5 y otros materiales
Cuentas de vidrio.
Fibra de nylon.
Taza de vidrio y colador con malla metiiiéé;f
Placas Terasaki péra microcultivos. Greiner.
Acéitadora de placas Terasaki. Greiner;
Tubos de vidrio de 15 wml. de tondo cilindr

%

graduados para centrifuga. Trimex VQI.

- Concentrador magnético de particulas Dynal MPC*l,;If*

Ref.12001.

~ Esferas inmunomagnéticas especificas pafa clése 11.

Dynal. Ref.Dynabeads-21003.
- Jeringas de precision Hamilton de 1 y 6 puntés.:
- Micrascopio de contraste de fases con 6ptiﬁ$
invertida, para placas Terasaki. Leitz.
Microscopio de fluorescencia para placas Térasaki.

Wilovert.




2.1.3.- Soluciones

Solucion de HCl @.2N.
Se toman 19,7 ml de HC1 al 37 % y se diluyen en . un

litro de agua destilada.

Solucién de Ficoll-Pielograf

= Solucion A

Se pesan 9@ gramos de Ficoll 400 y se disuelven q@

un litro de agua.
- Solucion B 5
Se diluyen 25@ ml de Pielograf al 70% con agua h§'
alcanzar un volumén de 50@ cc. |
- Mezcla

cc axade 416 ml. de la solucien de Pielograf a la de

Ficoll, y se agita 1 hora como minimo para homogeneizar.

Se mide a continuzcion la densidad con run_J,"

densimetro. La densidad éptima es 1076-1077 dl;” a
temperatura ambiente. §i la densidad de la mezcla es
superior a esa cifra se afade agua para diluir. Siy pdf el

contrario, es inferior, se afade Pielograf.

Solucién de cloruro aménico al 0,83%
Se disuelven 0,83 gramos de CINH, en 100 mililitros

de agua destilada. Se conserva a temperatura ambiente.
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Solucién de Eosina
Es una soluciédn al 5% en agua destilada.
Se diluyen 5 gramos en 100 ml de agua destilada, ¥y
se filtra para eliminar los grumos. Se conserva a

temperatura ambiente}

Solucion de PBS—citrato

Es una solucién de PBS con citrato sodico al @,6%.
 Se disuelven: 5 pastillas de PBS
3 gramos de citrato sddico

Agua destilada hasta 50@ cc.

"SnluciOn_stuck de fluorocromos para el tipaje HLA
Para 5@ mililitros de solucion, se mezclan:
50 mg. de Bromuro de Etidio
15 mg. de Naranja de Acridina
1 ml. de =tanol absoluto
- 49 ml. de agua destilada.
Se dispensa en tubos de microcentrifuga, 500 pl por
alicﬁota, y se congeslan a -209C.
Para obtener la solucién de trabajo se diluye una
alicuota con 4,5 ml. de PBS, conservandose a 40C en un tubo
protegido de la luz (cubriéndolo con napel de plata y cinta

de autoclave) durante 2@ dias.




Solueidn de Tinta china al 2,5%
Se Jdiluyen 125 pl de tinta china en 5 ml. de PBS.

Se filtra y se conserva a 40C.

2.2.— MeTODOS
2.2.1.- METODO 1 (Columna de nylon)

" a) Obtencion de 1infocitos totales
Se extraen 50 mililitros de sangre por puncion .
venosa, que se desfibrinan con bolifas de cristal (a fa?én
de una bolita por cada ml. de sangre) en un matraz con

agitacion constante durante 1@ minutos. La sanﬁre

desfibrinada es prefsrible a la tratada con heparina ©

citrato, ysa que elimira las plaquetas. A continuacion se
diluye la sangre con PBS e prcporcipn 1/1.

Seguldamente procedemos a la separacion diferencial
de los linfocitos del resto de las células en wn solo paso
 mediante la centrifugacion en gradiente de densidad, para
lo que se utiliza la solucion de Ficoll-Pielograf. o

La colocacién sobre el Ficoll se realiza aradianto a
un volumen de Ficoll dos volumenes de sangre dilu da con
-FBS deJando desl;zar 1a sangre suavemente por la pared del
tubo hasta deposxtarla totalmente sobre el Ficcll. Se debe

»

pracurar qu'la sangre no se mezcle con el Ficoll, pues se
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destruiria el gradiente de densidad.

Se centrifugan & Z.000 r.p.m. durante 20 minutos, Y
a continuacioén se recoge e! halo de linfocitos con una
pipeta Pasteur, procurando no coger Ficell. Una vez
finalizeda la  recogida, se lavan las ceélulas con PBS a
2.720 r.p.m. durante 1@ minutos, tras el cual se decanta el-
sobrenadante. Este procedimiento se repite dos veces mas.

En el caso de que queden hematies en el halo, se

procede a la recoleccion del mismo y¥ se trata con clururp.ﬁfaLj

améni-o al @,83% durante 1@0-15 minutos a 372 Cj; _ﬁiyﬂ
finalizar esta incubac:%n se efectuan los lavados que Qi“

han indicado en el parrafo anterior. Este tratamiento se

puede rzpetir hasta que el boton de linfocitos quede limpip u 

de hematies.

b) Aislamiento de los linfocitos B:

La técnica de filtracién en columna de nylon permite
separar los linfocitos T vy B de sangre humana, utilizando
la propiedad de adherencia de los linfocitos B y monocitos
2 las fibras de nylon. .

Esta fibra requiere una preparacion previa. Se
colocan 200 mg. de fibra de nylon, dividida en .3;4
fregmentos, en uné jeringa de 5 ml, deshilachandola bien ﬂe
forma que quede vaporosa. A continuaciénrge lava con 5@ ml

de agua destilada y 5@ ml de ClH @0,2N pasando alternativa-

mente 1@ de ClH y 1@ de agua, por este orden. Seguidamente
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se pasan 50 ml. de medio de cultivo RPMI pH 7,2-7,4 a tem—
peratura ambiente, y por ultimo otros 45 ml de RPMI-SFT.

En este momento se tapa el extremo inferior de la
jeringa con parafilm, vy se llena la misma con RPMI-SFT
evitando las burbujas de aire removiendo la fibra con una

pipeta Pasteur, para Qque quede homogéneamente impregnada.

Se cierra el otro extremo de la jeringa con parafilm (para .

evitar la desecacién de la fibra, lo que alteraria el pH) vy
‘sé-incuba en estufa media hora a 379C.

Una vez separados los linfocitos totales se suspende
el botén celular en 2 cc. de RPMI-SFT; .

Tras la media hora de incubacién de 1la fibra en la

jeringa, se destapan ambtos extremos, se elimina el exceso

de liquido empujando el émbolo, , se vuelve a .tapgr'él

extremo inferior y se vierte la suspension éelular;=

procurando que contacte bien con la fibra remnyiénﬂqgh

nuevamente con una'pipeta Pasteur. Se cierra el ext#ﬁ@a:
Quperior y se incuba otra meaia hora a 37 grados. .
Tras la incubacibn‘se deja pasar, gota a got#,
ml. de RPMI-SFT a 37 grados por la jeringa, y.recoqemos
medio que va cayendo en un tubo conico de centrifuga,
cual contiene los liﬁfocitos T que no se han adherido a
fibra, y que pueden utilizarse para reai;zar el tipaje
HLA clase I. Seguidamente se lava la jeringa con 5@ cc
dédic—SFT atemperado a 372C para lavar bien la Jjeringa

linfocitos T. Este lavado se desecha ya que
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practicamente acelular.

Se extrae la fibra de la jeringa y =e extiende sobre
un colador apoyado sobre una tazaj con dos agujas para
extracciones canguingas, 5& deshilacha cuidadosamente
aﬁadiendo constantemente RPMI-SFTLgota a gota para que este
continuamente empapada. La suspension obtenida contiene
los linfocitos B, se cuentan en camara Neubauer y se
ajustan a una concentracion de T millones de células por

mililitro de medio.

c) Reaccion de citotoxicidad

Para ello se emplean placas Terasaki, cuyos pecillos

son cubiertos con aceite de parafina para evitar 1la
.. saporacion de los reducidisimos volumenes con los que sé&
trabaja en estas técnicas.

ge coloca en cada uno de los pocillos un microlitro
de suero monoespecifice segun una plantilla elaborada, en
la que se indica la especificidad de cada suvero. ‘Estas
placas se congelan hasta su utilizacion.

Para la reaccion de citotoxicidad se siembra un
microlitro de la suspension celular por pocillo (por tanto
unas 3.000 células) y S deja incubar una hora. Seguida-
mente se afaden 6 microlitros de complemento de conejo por
pociilo, mediante una pipeta Hamilton de & puntas, y Se
dejan dos horas de incubacién. A continuacion se afaden 3

microlitros de Eosina e inmediatamente despueés 6 microli-
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tros de formaldehido ajustado a pH 7:2-7,4 con hidréxido

sadizo, en cada pocillo.

d) Lectura y valoracion
La lectura de las placas se realiza en microscopio
invertido de contraste de fascs: se puede efectuar una
primera lectura a los diez minutos, pero conviene
realizarla a partir de los 3@ minutos hasta las 72 horaza
si la lectura no se va a llevar a cabo inmediatamente, se
conservan a 49C. .
Los resultados son valoraciones del porcentaje de

células para el que un suero determinado ha sido citotoxi-

co, de forma que las células muertas se visualizan rojas

(eosinadas) y las vivas, brillantes. Cada pocillo se valora.

dando un indice arbitrario al porcentaje de células
muertas:

No valoracidrieececssrsssonrasns

Menos del 1@% de mortalidad.

1@--207% de mortalidad.

20-40%

40-80%

80-100% " e

La asignacién de un tipaje se realiza en base a la

plantilla correspondiente al panel de sueros empleado, en

la que se indica la especificidad de cada suero.




2.2.2.— METODO 2 (ESFEFYS INMUNOMAGNe TICAS)

Ecta tecnica se basa en la separacion rapida de las
subpoblaciones celulares mediante esférulas magnéticas cuya
supérficie estd cubierta con un anticuerpo especifico para
cada una de estas subpoblaricnes. Al aplicar 'In iman,

dichas esférulas son atraidas hacia €l (proceso llamado

concentracién magnética de particulas), l1levandose consSiy?

lJas células unidas a ellas por poseer en Su superficie la
molécula .reconocida por dicho anticuerpo. De esta forma
son aisladés del conjunto de la suspensian celulaf.

Todo el procedimiento de separéc;én celular debe
realizarse en hielo para mantener una temperatura de 49C.

Como muestra biologica se requieren 35 mililitros de
sangre tratada con EDTA o citrato. Se diluye a volumenes
iguales con PBS, y se somete a los mismos procedimientos
que ya vimos en el matodo 1: centrifugacion por gradiente
de densidad, recogida de halos y lavados en PBS. Las
células acaban suspendiéndose en 5 ml de PBS, en un tubo de
centrifuga de fondo céhnico. 7

Las particulas magnéticas, que van recubiertas de un
anticuerpo monorlonal especifico contra un epitopo
monomor fico de la cadena B de la molécula de HLA clase 11,
se suspenden en 5 mililitros de PBS, Yy s sometidas a
concentracién magnéticaj una vez efectuada ésta se decanta

el sobrenadante, Yy S agita el pellet con mucha suavidad
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(no con pipeta Pasteur) con el objeto de que las moléculas
de anticuerpn no se separsn de la superficie de las
esférulas a Jas que estan unidos; este lavado se.repite una
VEezZ Mmas. . :

Tras los lavadbg, se vierte la suspension celular ya
pir2parada en el tubo de centrifuga. qu_ cantieﬁ§; las

particulas magnéticas, se tapa con parafilm, s:_infrodu;e

en un recipiente a una temperatura de 4 grados (unfwgsdfmég

hielo puéde 5gfvir} 9 ,sh ~agita suavemente Cdﬁf}‘:'ﬁa“§§}5

durante unos 5 miqﬁtos.“ % ?
Deséués sé _éﬁaden 5 mililitros def{PES:

(neutraliiante de la agregac;dn plaquetarxa) .

poco y se .vuél#é a sumeter a conuentracxén

durante unos mxnutos (las células en suspcns;éﬂ e t@rplr

el movimiento de las part;culas hacxa el im&n, par la_

se deia un poca mas de tlempo en el cancentrador).-‘Trag Ta

separacién, el snbrenadante puede aprovecharse 'para 1

tipaje de HLA clase I ya que esta enrxquecxda en ‘infncxtos
T. Seguidamente s da un nuevo lavado con PBS-citrato y
otros dos con PBS a la ﬁoblacian separada. |

Por ultimo, el "boton" se resuspende en 75
microlitros de RPMI-SFT (este volumen vieﬁe deteréinaﬂo pﬁr
el numerc de sueros con los que cuenta el panel de tipaje,
toda vez que a cada suero -pocillo- éorresppnde un

microlitro de la suspension celular; en_nuestko laboratorio

el panel esta compuesto por 55-60 sueros; en el hipotético
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caso de que estuviersa compuesto por 80 sueros el volumen a
afadir seria de unos 90-95 pl).

No es necesario contar las células ya que el volumen
de suspensién de esferas recomendado para cada tipaje rinde
ura concentracion celular adecuada (unos tres millor2s por
mililitro), siempre que la uniédn celular a las esferas sea
a saturacion.

La siembra y la adicién del complemento se realizan
de ranera idéntica al "Métcdﬁ i", pero iﬁcubando solamente
33 minutos en cada paso; S€ realizan a temperaturea
ambiente. Una vez finalizadas e- ‘as incubaciones, se afade
1 ul de la solucitn de fluorocromos en cada pocillo y se
mantienen las placas quince minutos en oscuridad.
Finalmente, se arnade un microlitro de solucion de tinta
china por pociltlo, ¥y Se espera 5-10 minutos a que las
células se sedimenten para poder llevar a cabo la lectura.

La lectura se _realiza. valora e interpreta de la
misma forma gque VYa expusimos en el "Método 1“3 s6lo se
diferencia de éste en el método de visualizacion: al
someter a las células a la luz ultravioleta (microscopio
con filtro de extitacion de 497-515 ﬁm), las células vivas
aparecen amarillas, mientras que las muertas se ven rojas,
debido a la incorpur;cién de naranja de acridina y bromuro
de etidio. La valoracion se realiza asignando indices (@,

1y 2 A4 6, B) AL porcentaje de celulas-que se ven rojas.




3.- CULTIVOS CELULARES

3.1.- MATERIALES

3.1.1.- Lineas celulares

Se han empleado lineas celulares de linfocitos B
procedentes de individuos homozigotos para HLA clase II
(son las llamadas HTC, abreviatura de “Homnzygcus_"typinq
cells"), vy algunos heterozigotos, infectadas con virus de
Epstein-Barr para poder ser mantenidas en cultivo

indefinidamente (Tabla III-3).

3.1.2.—- Aparatos
Estufa de cultivo Forma Scientific 3157.
Campana de flujo laminar Flow, clase 100.
Contenedor de nitrégeno ligquido Unién Carbide LR40@.
- Microscopio de optice invertida para frascos de

cultivo Leitz Labovert.

Todo el procedimiento ha de realizarse en

condiciones de esterilidad, en una camara de flujo lamirnar,
con material autoclavado y soluciones filtradas a través de
@,45 um de diédmetro de poro.

Una aiicuota de cada linea (que se mantienen en
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TABLA III-3
LINEAS CELULARES "HTC" DISPONIBLES EN NUESTRO LABURATORIO

DRw52/33

3

Denominaciéon de HTC

H

AL
HOM-2
BBF
PGF
TON
WT49
DAL
TS10
FLE
JHA
MT

KY
FPA
DHI
GEV
BRU
JMF
HMI
LAN
P.EMB

(Ahinﬁdi{#ﬁ-

BB BBLBBUNNNEE

Cedidas por el Departamento de Inmuncloqii-:
London Hospital, Londres. e e :




nitrégeno liquido‘durante prolongados periodos de tiempo),
es descongelada en un bafo a 37 grados y vertida lo mas
réapidamente posible sobre un tubo universal e-*éril lleno
de PBS precalentado también a 7 grados; esta premura de
tiempo s2 debe a que el DMSO presente en el medio de
congelaciéon es toxico para las ceélulas ‘a3 t.nauraturaé,_
ambiente. Se centrifugan a 1.800 r.p.m..
nuevamente con PBS, ya a temperatura ambiente.

Tras decantar el segundo

temperatura de 37 grados,

S%, canstantes,i con el tapon un

permitir la entrada del CO. '

. . tste cultivo se deja varios
&mdiante microscopio el crecimiento de lis

el indicador de pH presente en el medio 'vx,
_amariiln, signo de que hay acumulo de mitabdl

(ln Que indica que el crecimiento tulql;r-cﬁa

U

.se vierte el conteuxdo del Falcon

estas ceélulas creceﬂ en

fundn del frasco como ocurre con las lineas que cr'ccn?-u

monocapa. €1 cultivo se centrifuga, Yy el bctﬁn_:qgaf

resuspende en 10-15 mililitros si se quiere duplicqr,{pggifx;
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a dos Falcoh de 25 cm?2) o en z@-25 ml si se desea expandir
(para lo cual se transfiere a Falcon de B@ cm?).

Cuando se ha obtenidc suficiente numero de células
(30-5@ millones) se transfieren a un tubo de 50 mililitros
de propileno y se centrifugan, para obtener 'gl p.lggga;l

celular del cual procederemos a extrer el DNA;

L)

explicaremos mas abajo.
Las células sobrantes se resuspenden‘énﬁ

'°g acién a una concentracién aprqxiquiJidgq}
mililitro, se dispensan en ;riotu$§§ e

< A4

ee introducen en un congelador de =

mantienen una noche, tras la Edq_

15iv§mqbig en nitrdgeno liquido, &ohge g_;aﬁ*h




TIPAJE GENOMICO

Nuestro laboratorio participa activamente en la

seccién “Tipaje gendmico" del XI Workshop Internacional de _Tj”'

Histocompatibilidad, que se va a celebrar en Jap&n gn:'
Navxembre de 1991, Junto a otros -dOs  la:araturi
':paﬁolas, el dirigido pur Carlos prez Larrua en Gviidn?

}Q- 9 upqi del Hosp;tal "12 de Octubre®

;;&g ﬁntﬁnio Arndiz,- ; Hemos ﬁsado,

-prntuculos publ;:adas

ss‘iki y ‘cols., 1986;

comot ;nzcxﬁdér

la realiza:;ﬁn de ;«t" 5ecc16n del traba;o,'al

unh iﬁf"rmacxan unxf;cada y puesta al dia.




4.1.- EXTRACCION DE ADN DE CELULAS EUCARIOTAS

"

4.1.1.- MATERIALES

4-1-1I1u- SDIUCiunES

(Tampﬁn para lisis de laucoc1tosl
'EI una‘ d1501uc16n 1@ mM en Trls—HCI,_

pH B 0, y S0 mM en NaCl.

Mprepara a una cpncentracxén de. 20 mg/m

Para ello se dz;uelven 2@ mg de prbte1n¢sa K .en I

de agud‘dcstiluda.




La cisolucion se autodigiere por calentamiento a
X7°C durante 3@ minutos y se caonserva dispensado en
alicuotas a -7@0°C.

Se esteriliza por filtraciodn.

Disolucion de fenol
La solucién de fenol se prepara fundiendo el s?liﬂa
g'C.
'fﬁhﬁ vez fundido se le afade Bﬂhidroxiquiﬁélqiﬁﬁ;
hgﬁté_guna Ebncentractin tingl de G;iz*fl59£‘ susf;ﬁcia;ﬁd
;égldf.kamgriilo, se le -aﬁade como antxuxidante.r  €'

f_iﬁhibidér pércial de la ARNasa Y comm quelante de iuhq

‘metdlicos. Ademds, el celor amaﬁ;xgp_;pprmité identiti

TFIaramente la fase.
’fA251=:f¢n01 fundzdo 5¢ extrae 'po-fgriquth gvaria

es mezu_ﬂudolo a partes Lguales con Tr;s*CIH 1 M

partes iQuales, con Tr;s-ClH a, 1 M pH=8, E, hasta quc »ul;

de la fase acuosa sea suporlor a 7 6.

de color topac1o y sa 1¢ aﬁade un

para evitak la ouidacién del fenoi:

Sevag

Es una diselucién constituida por 24 partes de

clorofnrmd vy uﬁa parte de alcohol ispamilico.
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Para obtener 1 litro se mezclan 960 ml de cloroformo

y 40 ml de isocamilalcohol.

FS (Fenaol-Sevagqg)

Es una emulsion que estd compuesta por Vgrts
volumenes de fenol ya preparado y unc de sevag. Par‘rlﬂG 
ml son necesarios 75 ml de fenol y 25 de _sevag.lLHay.égg
-ﬂpzclar bien para evitar que ambos componentes se ‘seﬁgren-
1&n dqs fases. |

Es recumendable que esta emulsion sea empl;a a'
menor txnmpu posible tras su preparac;én y sea ccn:m:

49C, ya que tiene un per;odn limitado de vxabilldad.‘

Wi 4.1-1-2.- ﬂpﬂfatﬂﬁ
- Rotor para tubos de 5@ ml de orinntjé‘ap var:
Q.Campana de vacio.

wz— Espectrofotémetro. Becrman. DU-£5.

4.1.2.- METODOS

Durante la prcpcrac;én

contaminaciones de DNA de otra fuentr, ya que la ttunicirda
PCR es un wmétodo muy podlroso para amplelcar- minimas

cantidades de DNA contamxnante Yy 1l¢var gys concentracioncs
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